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ВЛIlJUlИС JUlВa.l'CЦ ЭIlИТL'Iова • craидаP'lJ4ЫХ lOIЛIби­

ТОРО. n~чttu::l: фсРNСIl'l'OВ на ar.:opocrь АС­

rpaдaЦJ&& H-Jlеl-3RJ:ефа.'П!иа феpмeнтawм: СWJЮPOТ­

ПI qюaк ~'1OJ1ClCa: J - JlIUIaГСИ. 2 - ЭПИТШlО5l, 3 - Jlей­

ReП1'lJН. 4 - nYPOМНЦIПf.5 - D-PAM По OCII абсцисс­
lCонцеатрации IJJIn:БИТОРОВ В nогарнфмичссlUa к:оор­

АНК;IТЦ, ыkМ; по оси ординат - остаточнu. ак'ППI­

BOt"ГЬ, % от KOHтpo.n.ll.

'3Q06разНЬiМ тp.wmet.l (Zolotarev еl al., 1995). Инку­
баЦиоimаа смесь (консЧКblЙ объем 50 мхл) содер­

. жала 1 мККн (150 иМ) 3H-леЙ-эЮi.eфaлиJfа. 25 мм
mрис-НС1 (рИ 7.4), 0.15М NaC1 и тec'I1ipyeмы:e пел­

тиды в соответствующих- кшщентрацша. Peaкцmo

запускали добавлеп:нем 5 мкл сыворотки крови, по­

лученноА стандартным методом от зДОроВЫХ дано­

роВ. Ищt.убацню проводили 15 .мин при температу­

ре 37
0

С и преръшали добавлеки.ем 5 мкл 0.2Мна.

-ПРОДУКТЫ rидpoлиза радиоактивноголей-энке­

фапина разделяли методом l'ОНJCOCJIойноill хрома­

тографии на силнхаre11ЬНЫХ маcrиюcах Silufol, 8
системе 2-буганон : трет-буганол : aю.t.Иа~ : вода
2: 2.4 : ) : 1 (Rfлей-энкефалинаcocтaвJUIeT0.8. ти­
розиuа -0.6, остальныхПРОДУКТОВГИДРО!IИЗЗ-0.2­
0.4). На хроматограмме вырезали шrrиа, cooтвeт~

ствующие маркерам и их радиоактивнОС1'Ь измеря­

ли на ЖИДКОCЛJОМ СЦ.ИНтилляционном cnектромет~

ре MiniВe.. (LКВ, Швеция).
Сродство исследуемыхпеrrrНДО8 х ОПНОИДНЬDt

рецеП1'ОрамопреД,enялиin vitro по их хонкуренции

с :меченным тритием CЮfI'C11IчеC1QlМ аналогом ЭН­

догенноro ОПRоицноro пеrrrида [D-AJa2. D-l..e1f)-эи­
кефалинОN (rнJдAдлЭ, с молярной активностью
40 Ки/мМоль, получен в имг РАН) за C8J1зывание

с ОР J.1- и &-типа головного мозга крыс.

Мембранную фракцию коры и среднего мозга

крыс WisW', ИCnOJJыуемую в радиорецеrrrорном

анализе, получали незнаЧJПeJIЬНО модифИЦllpO-­

ванныы методоы (Simantov elo1., 1978). Определе­
кие вытecwuoщей аlCТИВНОСТН пеIПИДОВ проводи.тrи

с ИCllOJlbЗ()ваиием wодифихации описанного ранее

метода (Зозуля и др., 1994). Реахцнокиu смесь

объемом 0.3 мn содержала мембранную фраklIИЮ

головного мозга крыс (1 мr бел.ка/мл), 50 мкг/м.n
инrибиторапептидз'3бацитрацина,4 им [ЭН]ДАД­

ЛЭ, исследуемые пеrтrиды в концентрациях от

2 ..кМ Д,О 4 мМ. Стандартную щхщедуру связыва_

ния проводили при 25СС в течеНие 4О),(ИН. Веп:и:чи_

ну специфического связывания определяли ка"

разницу величин связывания [3Н]ДАДЛЭ В o~
ствии Н при добавлении в среду инкубации избы.

точного количества (2 мкМ) друroго синтетичес­

кого аналога леА-энкефалкна даларгина (Тус·{)..

Ala-Gty-Phe-l...eu-Arg). Вытесняющую акТНВНocn.

олреде.ляли по изменению roецвфическоro связы­

вания ЭН~ДАд.л:э в приcyrcтвии различных кок..
цеfЩ)ЗЦИЙ исследуемых пеrrrидов. Даларnш В кон­

центрациях от 1до 100им яroолъзовался Д1IЯ ПОСТ~

роения контрольной калибровочной кривой

вытесяев:ия. Каждая точка опреД,елJtЛ8еь В трсх па­

раллелRX в четырсх независимых экcnеримсЮ'ах.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Радиорецеnтoриый анализ пох.аэал, 'п'о лива­

ген и эпнталОН В хонце~ЦИJIX от 2ыхМ до 4 мМ,

не алияют на связывание rнlдAдЛЭ с- мембрана­

ми головного мозга крыс., что СВIЩeтeJ1ЬСТВУет о

том, что эти пептид.ы не взаимодействуют с аР Il­
и б-типов.

В результате исследоsакия обнаружено ДОЗQЗа­

висиыое ингибирующее действие ливагена и эnи­

талона нз энкефалинД,сграднрующие фермеmы

CЫВOpoтIOl крови человека. Кривые ДО'3О--ззвиси­

мости полученного эффекта приведены на рисун­

ке. Из рисунка ВИДНО. что в дозах д.о 1мкМ ливаrеы

не оказывает ВЛЮDШЯ на эtD::ефалииззную актив­

НОСТЬ, при концентрзциях ВЬШJе 500 мкМ наблю­

дается выход эффекта на плато, соответствующее

инrибированию ферментативной активности до

1()9;) от контрольного уроВНЯ, составлявшего

5.0± 0.2 кi\1/мI1Н. Выражс1tИое инrибирующее дей­

ствие эпиталона на эm::сфа.'IИНДеградврующие

фер.меlПЫ cы8оотки крови обнаружено лишь

при концентрациях пеnтицз более 100 мкМ. прн

том, 'п'о максима.!JЬная степень ННПlбироваипя, нз­

блюдаемая при дозах более t мМ, также Д,ocrnгaeт

90%. Эффективные коицептрации. при которых

наблюдается 50% инrибирование (lC.so) составля­

кл для ливагенз 20 и 500 мкМдля эшrraлона.

В наcroящеевреИ1lустановленосущecrвoвакне

в nлазwе крови человека, как МШlиМ)'W,семи фер­

ментов,rидpoлИЗУЮЩIIXэнкефалинпо различныw

uеrrrиднымсвязЯ)(. В них аходят ш,nrнопеrrгида'3ы�'

составляющиеоколо60% общей аК11f8НOC'Пt, и бо­

лее cnеЦИфИЧllЫе к энхефалинам ДИ8МИНО-- и ди­

карбокcиnеrrrидазы, соответствующие эндопепти- .
дазе 24-11, энкефалнназе А и ангиотензннпревра­

щающему ферыеm-y (Мшini е' 0/., 1990).
для оценки значимости noлучеlDtЬ1X результа­

тов эффекты ливагена и эmrraлона сравнивали с

деЙCI'Внем извecrиыx ннrибиторов энх.ефаликде­

градирующих фермевтов в той же сиете.ме (рИСУФ

кок). Обнаружено, 'ПО ингибитор пеП'J'IiДЗЗ пуроМИ­

цн:н: ВО всем исследованном ди-anазоне хонцеН1ра­

ций менее эффективен, чем нсследуемыIe пеrrrUДbl.

Ишибuтoр карбоКCJШепrидaз, метиловый эфир о­

фенилаланина (D-РАМ), при малых :кокдеятрациях

ИЗВЕСТИЯ АН. СЕРИЯ БИОЛОГИЧЕСКАя М 4 2003



ВЛИЯНИЕ НОВЫХ ПЕnТИЩIЫХ БИОРЕГУЛЯТОРОВ ЛИВАГЕНА 419

сравним:с ливагеНоw.а.приХORЦеmpaцияxболее 10
~ уcrynает ПOCJ1сднеwy. IIJXЖВIOOI при этом до­

ВOJIЫЮ низкую степень И!lJ'UбироваНИJl (менее 50%).
}iигибитор тиоло8ых псrrrвдаз леЙDеrrrнн, ИСПОЛЪ~

зуемый таюке к.ак неспецифическиЙ" энкефалиназ­

lIый инrибкroр, за.нмыает npoмежуточное по эф­

фективнocm положение Между ливareиом R эпиге­

HOW: I~ пейпеIJТШ:Iа oocraвляет oxQ{lo 100 мхМ, а

степень и:вrибирования 90%.
Таким образом, исследование С(lособности дН­

вагеиа и ЭП'ИТaJ]она ВЛИЯТЬ на 'биохим:ичеeюtс пара­

метры фУЮЩИOlmрования ЭОС показ.ало, что эти
псrrrиды не взаимодействуют с ОР ГОЛОВНОГО ЫОЗ­

га qJblC, но обладаюг выраженным ниrибнрую­

U(IDl дсйcrввеw на сывoютoчныe феРМС1l1'Ы де­

градации ЭfП{сфалИИО8. Наиболее выражеНО·ЭТО

аюйcrвo у ливагеиа, КОТОрЫЙ оказала более эф­

феп'ивRым.чеw та.кие известныеПСП'I'НДaЗиые ИII­

raбиторы, как nYPOWИЦИН,дсйпсптинИ D-PAM.
Обнаружение слособноcrи НОВЫХ СИН1'Сзиро­

ванныхпеnТИДОВпредотвращатьферментативный

nrдp0nи3 энд.О1'еноьix опиоид.ов onpывaeт 803­
WOЖНОСТЬ К далъаейшей разработке их как npeпа­

рзтов.. пеpcnсктквllыx с ТОЧКИ зрения терапии

~mщyциpoванных COCТOSПIИЙ и некоторых

ПСИJ:осомзтичесхих нарушений.

..кроме тогоизвеl=ТНО, что фер},(сtr1'Ы, гидролизу­
ющие эндогенные ОП, в той или ИНОЙ мере участ~

вуют в деrpaдaцин ;црyrиx реГУЛЯТОрl1blX пептн.цО8,

таких как~Р, бpaдиюппm, ангиотензнн

(A.tuмарШl 11 др., 1999). Позтому ннrибиторы этих

ферментов MO:ryr В1IН.IrТЬ на физиологические

функции,из'пpюtyЮне связанныес ЭОС.
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ТЬе Effect of New Peptide Вioregulators Livagen and Epitalon
оп Enkephalin-Degrading Enzymes (гот Пuтап Serum
N. V. Kost·, О. Yu. Sokolov·, М. У. Gabaeva*, Уи. А. Zolotarev··,

У. V. Malinin·.·, and V. КЬ. Khavinson···
.. Мета/ Heolth Research Сеntег,Russian АcшkmуofMedical Sciences, Kashiгskoe sh. 34, Moscow, / /5522 Russio

··lпstitule о/Мо/есu/аг Genetics, Russian Acadeтy o/Sciences, pl. KurchatQVa 2, Moscow, 123/82 Rшsiо
..... St. Petersburg institure 0/8ioregu/otion омСегоnrо/ову,North-Western Branch о/Russian Acadeтy о/Medical

Sciences, ргosр. Diпaтo3. St. Petl!rsburg, /97/ JO Russio

The effect of new реptЮe bloregulators-Livagen (Lys-Glu-Asp-Ala) and Epitalon (AJa-G-lu-Аsp-Glу}--оn

endogenous. opioid systcm was studied. particu1Ar:ly. their ability {о change the activity of enkephalin-degrading
enzymes from serom and inleract with opioid receptors оС the brain тетbranе fтaсьоЖL Enktphalinase activity
was assayed in vitro Ьу (Ье rate оС )H-Leu-enkephalin hydrol.ysis in the pre:sence of {Ье tested peptides. Livagen
and Epitalon iпhibitеd enkephalin--degrading enzymes from humап sernm.·Livagen proved to ье тоте efficient
also as compared to well-known peptidase inhiЫюrs such as puromycin, leupeptin, and D-PAM. The dose­
inhibitory effect curves ((,)С. Livagen and Epitalon were plotted; their lC~ equaled 20 and 500 J.LM, respectively.
1ъе interaction between фе peptides and opioid n:ceptors was estimated using а rndioreceptor теthod with
(]Н}(D-А1а2 , D-Leu')-еDkеphalin.No inteгaction was observed bdween the tcsш1 peptides and f!- or &-opioid
receptors of the membrane fraction from Ihe rat brain.
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