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УДК 577.1 + 577.352

рецепторы нейролептиков и их связь с
ПРОТЕИНКИНАЗНЫМИ РЕАКЦИЯМИ

МИКЕЛАДЗЕ Д. Г., АБУТИДЗЕ К. Д., САРТАНИЯ Н. А.
Институт физиологии им. И. С. Бериташвили АН ГССР, Тбилиси

Из синаптических мембран головного мозга белых крыс солюбилизированы 
Д9-дофаминовый и су-опиатные рецепторы. При хроматографировании полученного 
экстракта на сульпирид- и галоперидол-сефарозах были выделены белки с величиной 
Мг 60. 50. 30 и 20 кД. Первые два из них являлись субъединицами Са2 ■ -кальмоду- 
линзависимой протеинкиназы II. Гель-фильтрация очищенных фракций на колонках 
высокого давления показала наличие еще одного низкомолекулярного белкового фраг­
мента с Мг 9 кД. Данный пептид специфически связывал Д2-дофамияовыи и (у-опиат- 
ные лиганды, что свидетельствует о том, что за До-дофаминовую и (у-опиатную рецеп­
цию является ответственным один и тот же участок активного центра. Предполагает­
ся. что Са2 + -кальмодули.чзависимая протеинкиназа либо функционально связана с 
рецепторным белком, либо сама содержит активные домены, взаимодействующие со 
специфическими лигандами.
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В настоящее время показано, что многие типы рецепторных белков, 
связаны с протеинкиназиыми системами клетки, осуществляющими фос­
форилирование мембран и цитоплазматических белков [1]. Внутрикле­
точный домен рецепторов многих гормонов и факторов роста является 
протеинкиназой, фосфорилирующей белки по тирозиновому остатку [2]. 
С протеинкиназами взаимодействуют также и p-адренорецептор [3], хо- 
линорецепторы мускаринового и никотинового типов [4, 5], некоторые 
субтипы опиатных рецепторов [6]. Ранее нами было показано, что Дг-до- 
фаминовый рецептор солюбилизируется и очищается совместно с Са2 + - 
кальмодулинзависимой протеинкиназой, которая изменяет константы свя­
зывания 3Н-нейролептиков с мембранами [7].

Наиболее близко по своим фармакологическим и физиологическим 
свойствам к Дг-дофаминовому рецептору стоят о-опиатные белки. сг-Опиат-- 
ный рецептор специфически связывает кетоциклазоцин и является нечув­
ствительным к налоксону [8]. Агонисты этого рецептора вызывают пси- 
хотомимеческие и дисфорические эффекты и влияют на поведенческую 
активность животных и человека. Tam, Cook [9] показали, что сг-рецеп- 
тор может связывать один из специфических лигандов Дг-дофаминового 
рецептора—3Н-галоперидол, поэтому установление молекулярной органи­
зации (J-рецептора и идентификация его активных участков позволит 
выяснить механизмы действия как психотомимеческих, так и нейролепти­
ческих средств. Целью настоящего исследования явилось выделение ак­
тивных фрагментов о-опиатного и Дг-дофаминового рецепторов и сравне­
ние их физико-химических свойств.

Солюбилизацию обоих рецепторов производили неионным детерген­
том ХАПС (3-[ ■(3-холамидопропил)диметиламмоний]-1-пропан сульфо­
нат) и далее хроматографировали на аффинных колонках галоперидол- 
сефарозы и сульпирид-сефарозы. Элюаты, полученные с колонок, анализи­
ровали электрофорезом с ДДС-Na в ПААГ. Поскольку атипичный ней­
ролептик сульпирид является высокоспецифичным антагонистом Дз-дофа- 
минового рецептора [10], а галоперидол, кроме До. связывается и с дру­
гими белками, в том числе и с ст-опиатным рецептором, в элюатах с га- 
лоперидол-сефарозной колонки был обнаружен более широкий спектр 
белков (рис. 1, а). Около 5 фракций проявилось на электрофореграмме 
при окрашивании AgNOs геля элюатов с галоперидол-сефарозной колонки, 
и лишь 3 было найдено при электрофорезе элюатов, собранных с суль­
пирид-сефарозы. В обоих случаях главными оказались белки с величи­
ной Мг 60 и 50 кД. Учитывая, что эти белки мигрировали аналогично 
очищенной и гомогенной Са2 4՜ -кальмодулинзависимой протеинкиназе, 
а также то, что элюаты с обоих аффинных сорбентов обладали подобной 
же ферментативной активностью, можно заключить, что они являются 
субъединицами Са2' -кальмодулинзависимой протеинкиназы.

Следует также отметить то, что эта протеинкиназа обнаруживается 
не только после хроматографирования на аффинных колонках со связан­
ными нейролептиками, но и идентифицируется при гель-фильтрации 
солюбилизированного экстракта на TSK-gel HW-55 («Toyo Soda, MFG».
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Япония) и сопутствует рецепторной активности (рис 1,6). Уменьшение 
специфического • связывания 3Н-налоксона во фракциях сопровождалось 
понижением величин активности полос на электрофореграмме, соответст­
вующих белкам с М г 60 и 50 кД. Полученные данные могут свидетель­
ствовать о том. что Са2 -кальмодулинзависимая протеинкиназа сопутст­
вует как До-дофаминовон. так и опиатной активности.

Как уже было сказано выше, с галоперидолом могут взаимодейст-

Рис. 1. а—электрофореграмма белков, полученных после хроматографиро­
вания солюбилизированного экстракта на сульпирид-сефарозе (1) и гало- 
перидол-сефарозе (2): б—хроматография солюбилизированных белков на 
Т£К-2с1 Н№-55. 1—протеннкиназная активность, 2—специфическое свя­
зывание ‘3Н-„алоксояа. По оси абсцисс—номера проб; по осям ординат, 
слева—протсиккназная активность в 103 имп/мин 3-Р: справа—связывание 

3Н-налоксона в 103 имп/мин

вовать не только белки, проявляющие Дг-дофаминовую активность, но 
и (У-оппатный рецептор [9]. Для выяснения того, какие из белков, связы­
вающиеся с галоперидол-сефарозой, являются ответственными за о'-опи- 
атную активность, проводили- гель-фильтрацию на колонке высокого 
давления Protein Рак SW—300 (,,Millipore-Waters“, США) после 
предварительного инкубирования с 3H-SKF 10047. Выяснилось, что 
из 5 белковых пиков, выходивших из колонки, 3 обладали о-рецептор- 
ной активностью. Радиоактивный лиганд связывали белки, выходив­
шие в свободном объеме колонки, и белки с Мг 60, 50 и 9 кД. Макси­
мальной активностью характеризовался низкомолекулярный пик, ко­
торый, по-видимому, соответствовал протеолитическому фрагменту ре­
цепторного белка (рис. 2, а).

В процессе выделения и солюбилизации рецепторных белков в ре­
зультате активности эндогенных протеаз происходит образование пептид­
ных фрагментов. Некоторые из них, несмотря на небольшую величину 
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Мг, проявляют рецепторную активность и могут связывать специфиче­
ские лиганды [11]. Однако, обладая активными участками связывания 
радиоактивных лигандов, из-за отсутствия пространственной ориентации 
и третичной структуры они теряют стереоспецифичность. Поскольку эти 
пептиды имеют сравнительно простую структуру, то их изучение являет­
ся более удобным для идентификации активных участков рецепторного 
белка.

Полученный нами низкомолекулярный фрагмент с величиной М Л 9 кД

Рис. 2. Гель-фильтрация галоперидолсвязывающих белков па кслоикг 
SW-300 (а) и пептида с величиной Мг 9 кД на колонке SW-60 (б). / — 
количество белка; 2—связывание 3H-SKF 10047; 3—связывание $Н-дом­
перидона. По оси абсцисс—время в мин; по осям ординат: слева—погло­
щение при Ао։4 в усл. ед., справа—связывание 2F1-SKF 10047 и 3Н-дом 

пери дон а в I02 и мп/ми я

содержал активные рецепторные .центры связывания °Н-домпери­
дона и 3H-SKF 10047, причем связывание этих соединений было спе­
цифичным, ибо радиоактивные лиганды при инкубировании замещались 
нерадиоактивными. Гель-фильтрация высокого давления на колонке 
Protein Рак SW —60 („Millipore-Waters'*» США) показала, что пик 
специфической радиоактивности соответствовал пептиду, выходивше­
му в объеме Мг 9 кД (рис. 2 ,б).

Полученный с помощью аффинной хроматографии и двух гель-филь­
трационных колонок чистый фрагмент рецептора подвергали протеоли­
тическому перевариванию (рис. 3, а). С целью получения галоперидол- 
связывающих аминокислотных последовательностей после обработки про­
теазами гидролизат повторно наносили на аффинную колонку галопери­
дол-сефарозы. Из всех использованных нами протеаз (трипсина, химо­
трипсина, проназы, коллагеназы и папаина) лишь проназа отсекала 
фрагмент, обладавший способностью связываться с аффинной колонкой 
(рис. 3, б). Папаин, химотрипсин и трипсин вызывали более сильное
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расщепление белка и образовавшиеся пептиды, состоявшие из 10_ 15
аминокислот, не связывались с галоперидолом.

Связывавшийся с галоперидол-сефарозой отщепляемый проназой 
фрагмент имел величину Мг 3,5 кД; кроме 3Н-галоперидола и 3Н-домпе­
ридона он связывал также и 3Н-5КР 10047. Предварительная инкубация 
пептида с этими соединениями с дальнейшей гель-фильтрацией смеси на 
5\У-60 показала, что радиоактивность обнаруживалась в объеме М 
3,5 кД; это свидетельствовало о том, что данный фрагмент содержит 
также и центр связывания, ответственный за а-опиатную активность.

Рис. 3. Хроматография проназного гидролизата пептида с величиной М г 
9 кД на колонке С18 (RP) (а) и проназного гидролизата пептидов (б), 
связывающихся с галоперидол-сефарозой. /—количество белка, 2—выде­
ление CHgCN. По оси абсцисс—время в мин; по осям ординат: слева— 

поглощение при А214 в усл. ед., справа—выделение CH3CN, в %.

Таким образом, с помощью аффинной колонки и хроматографии вы­
сокого давления был получен минимальный фрагмент рецепторного бел­
ка. обладающий как а-опиатной, так и Дг-рецепторной активностями. 
О' Callaghan и соавт. [6] показали, что опиаты в зависимости от вре­
мени и дозы вызывают усиление фосфорилирования белков синаптиче­
ских мембран с Мг 60 и 50 кД. Наши предыдущие [7] и вышеприве­
денные исследования также указывают на то, что белки с Мг 63 и 
52 кД являются сопутствующими Да-дофаминовому и опиатным рецеп­
торам. Эти белки являются субъединицами Са2՜ -кальмодулинзависимой 
протеинкиназы П, имеющей высокую величину М, и обладающей само- 
фосфорплирующей активностью [12]. Эта Са2 + -кальмодулинзависимая 
протеинкиназа широко распространена в нейронах, образует специфиче­
скую пространственную структуру и связана со многими клеточными эле­

ментами нейрона, в том числе белками синаптических мембран и пост­
синаптических уплотнений [13, 14]. Полученные нами данные могут сви­
детельствовать о том. что либо Са2+ -кальмодулинзависимая протеинки- 
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:наза функционально связана с Дз- и опиатными рецепторами, либо сама 
имеет домены, ответственные за рецепцию нейролептиков и пенциклиди- 
нов.

Мы не можем в настоящее время сказать, являются ли полученные 
нами низкомолекулярные пептиды фрагментами белков с М г 62 и 53 кД, 
или они являются продуктами протеолитического распада других бел­
ков. Однако ясно, что пептид с величиной М г 9 кД является фрагмен­
том белка, ответственного за (7-опиатную и Дг-дофаминовую активность.

RECEPTORS OF NEUROLEPTICS AND THEIR CONNECTION 
WITH PROTEIN KINASE REACTIONS

MIKELADZE D. G., ABUTIDZE K. D., SARTANIJA N. A.,
I. S. Beritashvili Institute of Physiology Georgian SSR Acad. Sci, Tbilisi

D2-Dophamine and s-opiate receptors have been solubilized from 
rat brain synaptic membranes. On chromatography on sulpyrid-and ha- 
loperidol-Sepharose 6B proteins with Mr 60,50,30 and 20 К have been 
resolved. The first two turned to be subunits of Ca2~, calmodulin-de­
pendent protein kinase II. HPLC Made it possible to identify one more 
low-Mr component with Mr 9K; this peptide specifically binds both 
with D2-dophamine and s-opiate ligands pointing to the fact that one 
common site of the active center is responsible for D2-dophamine and 
c-opiate reception. A suggestion is made that Ca2'1՜-calmodulin depen­
dent protein kinase may be either functionally coupled with receptor 
proteins or itself contains active domains reacting with specific ligands.
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