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Проведен анализ рецепторных механизмов реализации глюкокортикоидного и антиглюкокор-
тикоидного эффекта. Лимитирующим звеном в реализации глюкокортикоидного и антиглюкокортико-
идного эффекта являются специфические цитоплазматические глюкокортикоидные рецепторы (ГР),
функция которых контролируется белками теплового шока (БТШ) молекулярной массы 90 кД. Под
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влиянием глкжококортикоидов (Г) высвобождаются из комплекса ГР-БТШ, образуя комплексы ГР-Г
Последние транслоцируются в ядро клетки, активируют функцию генетического аппарата, изменяют
биосинтез специфических ферментов, реализующих внутриклеточный глюкокортикоидный эффект Ре-
цепторный механизм антиглюкокортикоидного эффекта реализуется путем конкуренции стероидных и
нестероидных препаратов с глюкокортикоидами за места связывания на ГР или фармакологической
стабилизации комплекса ГР-БТШ, понижающей высвобождение 4sFP, образование 4sPP-F и трансло-
кацию 4sFP-r в ядро клетки Изысканию антиглюкокортикоидов способствуют новые данные о хими-
ческой структуре ГР, согласно которым ГР содержат 3 функциональных домена, характеризующиеся
регуляторной, ДНК-связывающей и лигандсвязывающей активностью Это способствовало синтезу нового
наиболее активного рецепторного антиглхжокортикоида RU-486 (19-норстероид), который ингибиру-
ет синтез овальбумина и кональбумина, индуцированный глюкокортикоидами

Глюкокортикоидные рецепторы (ГР) являются лигандсвязывающими факторами
транскрипции [8, 33]. Синтез ГР программируется одним геном 5 хромосомы [35]. Не-
посредственный биосинтез ГР происходит в эндоплазматическом ретикулуме цитоп-
лазмы [8]. В цитоплазме ГР связываются с белками теплового шока (БТШ, шапероно-
вые белки) с молекулярной массой 90, 70, 50 КД [16, 56]. Молекулярный вес комп-
лекса БТШ-ГР составляет более 300 КД. В отсутствии глюкокортикоидов ГР локализо-
ваны преимущественно в цитоплазме [24, 71]. В одной клетке содержится от 5000 до
100000 специфических ГР.

В физиологических условиях связывание стероидного гормона с рецептором приво-
дит к диссоциации БТШ из рецептора и димеризации рецептора [49]. Активированный
ГР человека имеет следующую физико-химическую характеристику: молекулярная масса
94 КДа [75]; 777 аминокислот [35]; коэффициент седиментации 4S [75]; кислый белок,
рН 5,7 [50]; длина молекулы 0,13 нм [22]; отрицательный заряд [48]; фосфопроте-
ин [48]; одна молекула глюкокортикоидного апорецептора связывает одну молекулу
глюкокортикоидного гормона [9].

Если рассматривать структурные свойства в терминах модификаций прогестероно-
вого скелета, то следующие изменения приводят к повышению сродства стероида к
ГР: восстановление 4,5 или 1,2 двойной связи; 9-флюоро-или 6-метиловой групп; С-17
боковой цепи; гидроксильных групп в положениях 11, 17 и 21; С-3 и С-20 кетогрупп
Кроме того, существенную роль при этом оказывает наличие определенных 16- и 17-
заместителей [2, 6].

Пути, по которым такие изменения влияют на сродство стероида к ГР, понятны
частично. Связыванием рецепторов включает гидрофобный контакт между поверхнос-
тью стероидной молекулы и рецепторным белком. Удаление гидрофильной воды из
стероида посредством гормонрецепторного взаимодействия, вероятно, является ос-
новной движущей силой этой реакции связывания. Сродство также увеличивается при-
сутствием ключевых гидроксильных групп, которые образуют водородные связи с оп-
ределенными аминокислотами в рецепторе [2].

Важные сведения о функциональных свойствах ГР получены при изучении хими-
ческой структуры этих рецепторов [57]. С помощью деградации ГР протеазой [73, 74],
а позже путем сайт-направленного мутагенеза [23, 50] было установлено, что ГР со-
держит 3 функциональных домена.

1. Аминотерминалънын домен (трансактивационный, N-терминальный, регулятор-
ный, иммуногенный) трансактивирует транскрипцию [26, 67]. Домен трансактивации
по природе является кислым, поскольку обогащен такими аминокислотами, как трео-
нин, серии, глютамин и заключен между сетками 77-262 молекулы ГР Домен трансак-
тивации прямо не взаимодействует с ДНК, однако, является дополнительным вспо-
могательным фактором транскрипции, способствующим путем стабилизации сборки
комплекса прединициации на промоторе увеличению частоты инициации транскрип-
ции. Эта стабилизация является результатом взаимодействия белок-белок между регу-
ляторным фактором транскрипции (домен транскрипции) и одним или более факто-
рами внутри комплекса прединициации [26]. Недавно было установлено взаимодей-
ствие между доменом трансактивации и фактором транскрипции AP-I, который со-
стоит из белков c-jun и c-fos [33]. Ген пролиферации имеет на ДНК сложный гормон-
реактивный элемент (ГРЭ), который содержит места связывания для AP-I и функци-
онирует как положительный или отрицательный ГРЭ [33].

При наличии c-jun он опосредует положительную глкжокортикоидную регуляцию,
в то время как при замещении c-jun на c-fos глюкокортикоиды вызывают отрицатель-
ный эффект. Установлено, что ГР ингибирует активность AP-I, взаимодействуя с c-jun
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и c-fos и таким образом предотвращает связывание AP-I с ДНК. Возможно, что реп-
рессия активности AP-I является функцией не димеров, а мономеров ГР [33].

Роль фосфорилирования ГР окончательно не установлена [53]. Известно, что фос-
форилирование не требуется для функции л иганд связывающего и ДНК-связывающего
доменов. Фосфорилирование Р происходит преимущественно на N-терминальном конце.
При этом в пределах трансактивационного региона ГР содержится шесть фосфосери-
новых и один фосфотреониновый остаток [14, 27, 47]. Фосфорилирование этого реги-
она увеличивается в 2-3 РАЗА после связывания глюкокортикоида, но не антиглюко-
кортикоида [34]. Очевидно, что стероидзависимое фосфорилирование этого региона
играет важную роль в процесса/ трансактивации.

2. ДНК-связывающий домен (ДСД) молекулы ГР ответственен за специфические
ДНК-связывающие активности рецептора. Домен имеет функции слабой димериза-
ции, ядерной локализации и трансактивации. Располагается он в средней части моле-
кулы ГР. Функция димеризации ДСД выявляется ПРИ ОБРАБОТКЕ цитозольного ре-
цептора растворами с высоким содержанием соли в отсутствии глюкокортикоида. При
этом происходит диссоциация шапероновых белков и активация специфической ДНК-
связывающей способности ГР [49]. Из этого следует, что шапероновые белки маскиру-
ют ДНК-связывающий участок рецепторного белка и таким образом блокируют взаи-
модействие ГР с геномом в отсутствии глюкокортикоидов. Образование димеров уве-
личивает сродство ГР к их соответствующим ГЭ, преимущественно благодаря увеличе-
нию размера контактирующей поверхности с ДНК. Димеризационные взаимодействия
идентифицированы внутри ДСД рецепторов [20]. Это взаимодействие опосредовано 5-
аминокислотной петлей, близкой с С-терминальному иону цинка [20]. ДНК-связыва-
ющий домен ГР состоит из 66-68 аминокислот, содержит 9 консервативных цистеино-
вых остатков и высокую пропорцию основных аминокислот. Основные аминокислоты
образуют электростатические взаимодействия с отрицательно заряженной ДНК, ста-
билизируя таким образом связывание ГР с ДНК [32]. Расположение цистеиновых ос-
татков напоминает структуру цинкового пальца. При этом ДСД рецептора содержит
два иона цинка, тетрагедрально координированные циатеиновыми остатками. Три ами-
нокислоты в альфа-спирали на конце первого цинкового пальца ответственны за /
узнавание ГРЭ на ДНК [62]. Исследования ДНК-связывающей способности гибридных
ГР, сконструированных с помощью последовательностей для молекулы ГР, показали,
что N-терминальная часть ДСД содержит детерминанты для распознавания специфи-
ческой последовательности ДНК [24, 29, 43]. Впоследствии специфические детерми-
нанты были сужены до трех аминокислот, которые локализованы близко к N-терми-
нальному иону цинка на экспонированной к растворителю поверхности распознаю-
щей альфа-спирали [62].

3. Карбокси-терминальный домен (С-терминальный) молекулы ГР реализует гор-
монсвязывающую функцию [27]. Эта часть молекулы ГР также содержит остатки ами-
нокислот, которые взаимодействуют с БТШ, сигналом ядерной локализации, функ-
циями димеризации и активностью транскрипционной трансактивации [28, 36, 54].
Стероидсвязывающий домен распознает специфическую трехмерную конфигурацию.
Мечение по сродству глюкокортикоидных рецепторов способствовало идентификации
трех различных сегментов в пределах С-терминального домена [16]. Один сегмент, со-
держащий цис-632 в ГР человека, специфично распознает структуру боковой цепи
глюкокортикоидов, так как он может быть мечен по сродству дексаметазон-21-метила-
том, ковалентно связывающегося с ГР [16]. Два других сегмента С-терминального до-
мена взаимодействуют со структурой А-кольца глкжокортикоидной стероидной моле-
кулы, поскольку они могут быть мечены по сродству фотоактивацией А-кольца стеро-
ида [16]. Каждый из трех сегментов по природе преимущественно гидрофобен Гидро-
фобные взаимодействия играют важную роль в связывании глюкокортикоидов, так как
стероидсвязывающий домен складывается, образуя гидрофобную глкжокортикоидсвя-
зывающую поверхность. Вставки или точечные мутации в пределах этого домена раз-
рывают связывание стероида [27].

Таким образом, выявленные для каждого из трех доменов ГР функциональные свой-
ства открывают новые возможности в рецепторной регуляции глкжокортикоидного и
антиглюкокортикоидного эффекта.

Лигандная активация ГР сопровождается процессом транслокации стероид-ре цеп-
торного комплекса в ядро клетки. По мнению ряда авторов, процесс транслокации
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контролируется специфическим механизмом [25, 30] Так, при прохождении крупных
молекул белка через оболочку ядра необходим сигнал для ядерной миграции внутри
самого ГР и механизм в ядре, реагирующий на сигнал. Обнаружено, что белки ядерной
оболочки молекулярной массы 60000 —76000 КДа взаимодействуют с сигналами ядер-
ной локализации ГР [40]. ГР содержит два независимых сигнала ядерной локализа-
ции [52]. Первый сигнал, NL 1, расположен на С-терминальном конце ДНК-связыва-
ющего домена (регион "шарнира") Сигнал функционально репрессирован, когда при-
сутствует стероидсвязывающий домен, но становится существенно активен, когда этот
домен ГР усечен [52]. Второй сигнал, NL 2, лежит в пределах стероидсвязывающего
домена и отделен от гормонального контроля. Ядерная транслокация ГР достаточно
быстрая и составляет Т1/2 1-5 мин при 37°С [52].

Интересно, что глюкокортикоиды и ГР способны реализовать эффект через систе-
му микрофиламентов (актина) Так, ГР связывается с актиновыми филаментами по-
средством БТШ 90 КД [45], а обработка клеток глюкокорти ко идами стабилизирует
актиновые сети [17, 19]. Таким образом, глюкокортикоидные гормоны трансдуцируют
некоторые эффекты на клетки посредством взаимодействия между ГР и внутриклеточ-
ным цитоскелетом.

Ключевым вопросом в механизме действия ГР является их избирательность в регу-
ляции активности гена, тесно связанная с первичный действием глюкокортикоидре-
цепторного комплекса на хроматин. Определенное понимание этих вопросов облегчает
аналогия регуляции экспрессии гена циклическим аденозинмонофосфатом (цАМФ) у
Е. coli с действием глюкокортикоидных гормонов у эукариот Реализация эффекта цАМФ
начинается с взаимодействия со специфическим белком САР или CRP, что сопро-
вождается конформационными изменениями в CRP [76]. Белокнуклеотидный комп-
лекс в состоянии конформационных превращений получает способность связываться
с ДНК В промоторе lac оперона, где комплекс CRP-цАМФ стимулирует транскрип-
цию, сродство комплекса несколько выше, чем его общее сродство с ДНК. Так как
число последовательностей непромоторной ДНК превосходит промоторную ДНК бо-
лее, чем в 104 раз, возможность связывания данного комплекса с промотором может
быть низкой и составлять 1 на 1000 [44]. Тем не менее, регуляция экспрессии гена у
бактерий облегчается благодаря высокой концентрации комплексов CRP-цАМФ, вполне
достаточной, чтобы обеспечить ассоциацию этих комплексов с промоторной ДНК,
несмотря на экстенсивное неспецифическое связывание ДНК с комплексами CRP-
цАМФ. Из того следует, что механизм CRP-цАМФ регуляции экспрессии гена у бакте-
рий, действительно, может быть взят за основу в глюкокортикоидрецепторной регуля-
ции экспрессии гена у эукариот.

Большинство эффектов цАМФ у эукариот происходит через активацию протеинки-
наз, которые действуют как посттранскрипционные локусы, в то время как способ-
ность цАМФ прямо воздействовать на ядро животных клеток не была полностью дока-
зана. Позже появились данные о возможном участии специфических белков цитоплаз-
мы в транслокации цАМФ в ядро клетки [38]. Возможно, этим обстоятельством объяс-
няется сходное действие цАМФ и глюкокортикоидов на многочисленные процессы
метаболизма [12].

Особое место в изучении действия глюкокортикоидов на активность генов отводит-
ся изменениям хроматина, которые прослеживаются в модельных исследованиях. Обычно
такие исследования проводятся в системе, состоящей из экзогенной РНК-нуклеоти-
дилтрансферазы и изолированного хроматина При этом происходит связывание
РНК-полимеразы II с ДНК Начало синтеза РНК обеспечивается центрами узнавания
РНК-полимеразы II и связывания субстрата, одного из четырех трифосфатнуклеози-
дов. В присутствии рифампицина трифосфатнуклеозидом подавляют активность всех
свободных молекул фермента, не образовавших "начальные" комплексы с хромати-
ном Трифосфатнуклеозид также подавляет реинициацию РНК-нуклеотидилтрансфе-
разы после того, как фермент синтезировал цепь РНК. Таким образом, количество
синтезированных транскриптатов РНК полностью соответствует числу молекул РНК-
нуклеотидилтрансферазы, связавшихся в "начальные" комплексы с хроматином В ус-
ловиях организма гормон повышает количество областей с местами, в которых экзо-
генный фермент, связавшись, может синтезировать РНК, что верифицируется с по-
мощью у32 Р-фосфата [60]. Поскольку группа у32 Р-фосфата в процессе биосинтеза РНК
в этих условиях не вводится внутрь, а включается только в 5 -конец цепи РНК, то по
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радиоактивности, впоследствии обнаруживаемой в РНК, можно судить о числе синте-
зированных цепей РНК Влияние стероидного гормона па этот процесс максимально в
первые 30 мин и тесно коррелирует с кинетикой и экстенсивностью гормон-рецептор-
ного связывания Такой хроматин имеет повышенную способность синтезировать мРНК.
овальбумина, определяемую с помощью сДНК-РНК гибридтлцин [66]

Ранее было принято считать, что взаимодействие стероидрецепторного комплекса
с хроматином сопровождается стимуляцией связывания одной РНК-нуклеотидилт-
рансферазы Это положение вытекало из тесной корреляции между количеством "на-
чальных" мест для фермента на хроматине и числом рецепторов в ядре, из чего следо-
вало, что один рецептор контролирует один ген [15| Естественно, что доказательство
этой гипотезы могло быть получено только при использовании чистых образцов рецеп-
торов Последующие исследования показали, что очищенные образцы рецепторов имеют
такую же активность на хроматине, как и активность рецепторов in vivo, что подтвер-
ждает возможность существования механизма один рецептор контролирует один ген
Так, когда очищенные стероидрецепторные комплексы добавляли к хроматину, то
происходило повышение числа мест инициации для РНК-нуклеотидилтрансферазы на
хроматине и усиление активации транскрипции гена овальбумина [60] В данном случае
эффект рецептора заключался в повышении связывания РНК-нуклеотидилтрансфера-
зы с местами инициации, поскольку добавление рецептора после связывания РНК-
померазы II не влияло на связывание фермента на хроматине

Исследования, проведенные на культуре клеток гипофиза, показали, что ппоко-
кортикоиды оказывают влияние на структуру хроматина, изменяя транскрипцию мРНК
гормона роста Обработка клеток гипофизадексаметазоном стимулирует индукцию гор-
мона роста и ее мРНК [42, 63] При этом предварительно обработанный юрмоном
хроматин в присутствии бактериальной РНК-нуклеотидилтрансферазы проявляет мак-
симальную матричную активность Как при добавлении рифампицина, так и без нею
[37] Результаты экспериментов с ишибитором (рифампицин) свидетельствуют о том,
что стимуляция матричной активности хроматина связана с влиянием РНК-полиме-
разы II на инициацию, так как распределение длин цепей РНК было идентично в
обработанных и не обработанных гормоном клетках Это положение нашло подтверж-
дение и в том, что число вновь синтезированных цепей РНК было повышенным, о
чем свидетельствует включение у12 Р-ГТФ в РНК Стимуляция матричной активности
хроматина хорошо коррелировала с кинетикой связывания ГР с ядром Эффект был
обратим, и его исчезновение шло параллельно с диссоциацией глюкокортикоида из
ядерносвязанного комплекса глюкокортикоид — рецептор [37] Подмечена тесная вза-
имосвязь между относительным насыщением рецептора глюкокоргикоидными стерои-
дами и матричной активностью хроматина

Достижения в изучении глюкокортикоидрецепторных механизмов регуляции гене-
тического аппарата клетки явились основой изыскания природных и синтетических
глюкокортикоилов Клинический спрос ня ТЭКИР препараты чрезвычайно высок по-
скольку антцглкжокортикоиды могут быть использованы в качестве антистрессорных
препаратов По определению ряда авторов, рецепторные антагонисты глюкокортикои-
дов не являются лекарственными препаратами в общепринятом понимании, так как
они не снижают продукцию стероидов надпочечниками, не вызывают структурные
изменения в клетках-мишенях [llj Их мишенями также не явтяются оиосинтетичес-
кие механизмы глюкокортикоидов или метаболизм Не оказывают антиглюкокортико-
иды прямого эффекта и на транспорт глюкокортикоидов в циркуляции крови Анти-
глюкокортикоиды — это такие препараты, которые связываются с теми же сайтами,
что и эндогенный глюкокортикоид, который в присутствии антиглюкокоргикоида fie
может проявлять свой глюкокоргикоидный эффект [11] Отсюда большие ожидания

цепторные антиглюкокортикоиды, в силу селективности обладающие мягким, но те-
ПЯПРрТМЧРГк'М ВЫПЯЖРННЫМ яффРКТПМ

Однако аффинные свойства глюкокортикоида не всегда коррелируют с ангшлюко-
кортикоидным действием Кроме того антиглюкокортикоид может иметь конкурентное и
неконкурентное взаимодействие с ГР (5, 21 j В ч ктоящ^е премч < нитечир^тч рчт. транг-
формированных стероидов, не обладающих выраженным пюкокортикоидным эффек-
том но активно конкурирующих с глюкокортикоидами за места связи на ГР [2] Однако,
об аптлппскокортпксидком оффегтс -TIV серглдог "удит;. т р л н " T^CITI;/ •; с/тесто1,
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ет перекрывание специфичности связывания стероидов в пределах подсемеиства, состоя-
щего из рецепторов к андрогенам, глюкокоршкоидам, минералкоргиконцам и прогесте-
рона [65] Учитывая каскад взаимосвязанных процессов рецепторнои реализации глюко-
коргикоидного эффекта, наряду с конкуренцией за занятые глкжокортикоидом меси на
рецепторе, антиглюкокортикоиды могут оказывать свое специфическое действие путем
ингибирования связывания активированного стероидрецепторною комптем-а с ДНК,
пптрттрнмя ПМГГП11И1ИИИ \и шгрононых бетков из гетероолйтмегжого оепептооною ком-
плекса, затруднения димеризации рецептора В большей ичи меньшей степени на все эти
звенья рецепторнои реализации глкжокортикоидного эффема антиглюкокортикоиды
способны не оказывать определенное влияние К такому заключению приходит ряд авто-
ров, которые исследовали рецепжэрные механизмы действия перспективного синтетичес-
кого антиглюкокортикоида RV 486 [13, 46]

Интерес к изучению этого антиглюкокортикоида резко возрос после того, как было
установлено, что RV 486 (19-норстероид) связывается с высоким сродством с ГР
яйцевода цыпленка [31] и является антагонистом синтеза овальбумина и кональбуми-
на, индуцированного пкжокортикоидами [61] Дальнейшее изучение механизма анги-
глкжокортикоидного эффекта RV 486 показало, что обработка ядер насыщающими
концентрациями RV 486 почти не сопровождалась появлением комплекса RV 486-ГР в
ядерной фракции, тогда как 80% комплексов ацетонид триамцинолон (АТ)-ГР погло-
щались ядрами [11] Поскольку БТШ содержащая форма ГР имеет низкое сродство как
с ДНК, так и с ядрами, естественно предположение, что RV 486 не трансформирует
8S ГР в 4S ГР

При низком содержании соли, независимо от присутствия или отсутствия молибта-
да натрия, коэффициент седиментации комплексов AT — ГР и RV 486 —ГР составил
8S, что свидетельствует о присутствии БТШ 90 КД в стероидрецепторных комплек-
сах [55] БТШ 90 КД являются составной частью большинства, если не всех клеток Его
концентрация составляет 0,1-0,2% циторастворимых белков Этот бе юк не связывается
с гормонами или ДНК [70] Небольшая фракция БТШ 90 КД обнаружена в ядре клет-
ки, что и объясняет ядерную локализацию ГР в их ^трансформированной форме (8S)
в отсутствии гормона [26, 51] Комплексы БТШ — ГР образуются сразу же после био-
синтеза рецепторов, препятствуя взаимодействию рецептора с ДНК до тех пор, пока
не вмешается поступающий в цитоплазму гормон Исследования с использованием
антител против БТШ 90 КД и физико-химический анализ комплекса БТШ 90 КД
после диссоциации указывает, что комплекс состоит из рецепторного белка (95 КД) с
одной субъединицеи и двух субъединиц БТШ 90 КД [69] Окончательно роль БТШ 90 КД
в рецепторном механизме действия не выяснена

Эксперименты с использованием эксплантатов яйцевода, инкубированных либо с
AT, либо с RV 486 (20 нМ) в течение 1 часа при 37°С, подтвердили результаты,
полученные в бесклеточном цитозоле Так, когда использовали RV 486. 94% общего
пула ГР находилось в цитозоле, и 60% ею было в виде 8S Напротив, из 20% общего
пула Г к, оставшегося в циюзоле после оираиоичи AT, почти в»-с 90% Сшли D i^ah.»
формированной форме 4S [11[ Исследование ДНК-связываюшеи активности комп-
чекса AT- и RV 486 — ГР, проведенные в ДНК-иегтлюнозо-свячывающих эксперимен-
тах, показали, что экспозиция цитозоля при 25°С в течение 1 часа с AT или RV 486 не
вызывача связывания ГР с ДИК-ц^ттюлозои w присутствии гтабипичатопа гетерооти-
гомернои формы ГР молибгада натрия В отсутствии молибтада натрия связывание AT
— ГР с ДНК-цечтолоюй бьно в 5 раз выше чем RV 486-ГР Хотя под втиянием RV
486 было диссоциирование небольшое количество 4S форм ГР с помощью ультрацен-
трифугирования было получено достаточное количество 4S формы ГР для проведения
сравнительного связывания на ДНК-иетполозе 4S форм ГР, полученных путем цито-
зппя AT и PV 486 Ре п'льтаты оказались неожиданными комппексы AT n P V 4 8 6 — ГР
одинаково связывались с ДНК-целлютозои [10, 72]

Таким образом, в отличие от агониста AT который способствует трансформации
рецептора и выделению активной гоиниаы 34 КД Т? RV 4Su •-laGnivut-.jjyci "5 п.
трансформированную форму ГР, предотвращая его взаимодействие с гормончувстви-
тельным меланнзмом ДНК Эти данные представляют интерес не только дтч объясне-
ния механизма антиглюкокортикоидного эффекта RV 48b но и неожиданно открыми
важнейшую функиию БТШ % КД в рецептурной регуляции глюкокэртнюлдчего ^ф
Фекта Не вызывает сомнения, что БТШ 90 КД являются факторами, выпочняющнми



функцию регулятора транскрипции, которые сами по себе не связываются с ДНК, по
препятствуют связыванию с ДНК ^трансформированных 8S форм ГР [18, 58]

Учитывая многоступенчатый механизм молекулярных событий в реализации рецеп-
торного глюкокортикоидного эффекта и недостаточную изученность факторов транс-
крипции и хроматиновых структур, заинтересованных в кооперативных связях с ГР,
была предложена концепция, включающая четырехступенчатый анализ в механизме
действия антиглюкокортикоидов на рецепторном уровне [11].

1. Антиглюкокортикоиды могут стабилизировать гетероолигомер 8S, предотвращая
выделение активированного ГР.

2. За связыванием антиглюкокортикоидов с 8S может следовать выделение антиглю-
кокортикоид — 4S рецепторных комплексов с высоким сродством к неспецифичной
ДНК. Это может снижать доступность активированных ГР для связывания с ГРЭ, ко-
торые запускают гормональный ответ.

3. Антиглюкокортикоид-48 рецепторные комплексы могут иметь сниженную аф-
финность к ГРЭ по сравнению с комплексами глюкокортикоид — рецептор, что при-
водит к снижению гормональной реакции.

4. Комплексы антиглюкокортикоид-48-рецептор, выделившийся из 8S комплексов,
идентично комплексам глюкокортикоид-45-рецептор, взаимодействуют как со специ-
фической, так и с неспецифической ДНК. Но эти комплексы не могут взаимодейство-
вать из-за помех, обусловленных факторами хроматина.

Предложенная концепция молекулярного механизма действия антиглюкокортико-
идов на рецепторном уровне основана на результатах исследований антиглюкокорти-
коидного эффекта RV 486 [11].

В настоящее время появились данные о влиянии нестероидных соединений на фун-
кцию глюкокортикоидных рецепторов [39, 41, 68]. Установлено, что ненасыщенные
жирные кислоты проявляют неконкурентный тип ингибирования функции глюкокор-
тикоидных рецепторов. При этом ненасыщенные жирные кислоты взаимодействуют в
сайте рецептора, отличающемся от сайта связывания глюкокортикоидов. Связывание
ненасыщенных жирных кислот со вторым сайтом ГР сильно изменяет конформацию
гормонсвязывающего сайта ГР [68].

Влияние нестероидных препаратов на функцию ГР неоднозначно. Одни препараты
(анальгин, салицилат натрия) снижают плотность ГР II nbgf (истинные ГР) и константу
взаимодействия и одновременно увеличивают плотность ГР III типа [5]. Увеличение глю-
кокортикоидсвязывающей способности ГР III типа снижает функцию ГР II типа путем
снижения концентрации свободного глюкокортикоида в клеточной системе [1]. Следова-
тельно, повышение плотности ГР III типа препятствует реализации глюкокортикоидного
эффекта и обеспечивает таким образом антиглюкокортикоидный эффект.

Другие нестероидные препараты (морфанол), наоборот, увеличивают плотность ГР
II типа и снижают плотность ГР III типа. Очевидно, что повышение плотности ГР-П и
снижение плотности ГР-Ш действуют однонаправленно на увеличение глюкокорти-
коидного эффекта [5]. Выраженное действие на функцию ГР II типа проявляют препа-
раты фенотиазинового ряда (аминазин, тизерцин, френолон) [3]. Пенициллин С, стреп-
томицин, цефазолин, относящиеся к различным группам антимикробного действия,
многократно увеличивают плотность ГР III типа [4]. Исследование механизма ингиби-
рующего действия нестероидных препаратов на функцию ГР II типа с помощью ана-
лиза Лайнуивера-Берка показало, что анальгин и другие препараты, подобно ненасы-
щенным жирным кислотам, ингибируют функцию ГР II типа по смешанному некон-
курентному типу [5]. Можно полагать, что, как и ненасыщенные жирные кислоты,
нестероидные препараты способны ингибировать функцию ГР II типа путем взаимо-
действия с локусом, расположенным вне специфического места связывания гормона
ГР II типа. На возможность существования другого локуса, расположенного вне преде-
лов специфического гормонсвязывающего локуса ГР II типа, указывает в своих иссле-
дованиях ряд авторов [5, 64]

Обращает на себя внимание то, что изменение функции ГР III типа происходит под
влиянием значительно более низких концентраций нестероидных препаратов, чем из-
менение функции ГР II типа [5] По-видимому, это является чрезвычайно важным
моментом в фармакологической регуляции глюкокортикоидного эффекта.

Изучение влияния нестероидных препаратов на функцию ГР II типа проведено на
гетероолигомерной форме рецептора [5] Можно было полагать, что при диссоциации
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БТШ из комплекса БТШ — ГР II типа ингибирующий эффект нестероидных препара-
тор на функцию активированной формы ГР II типа будет утрачен Однако исследова-
ния показали, что нестероидные препараты ингибируют функцию не только гетероо-
лшомерной, но олиюмерной формы ГР II типа 168] Несмотря на ю, что основная
роль в связывании лиганда принадлежит С-терминалыюму лиганду ГР II типа, пока
не представляется возможным утверждать, что нестероидные препараты реализуют
^oui, ^ффс^т jickvii&'ii.Tc.'iLiic через ^тст лгмем, Т2г. у?.'.: ме'-тогтот^^'^'1"" "«^""ттифт..
ческого локуса могут бьпь и за пределами С-терминального локуса.

В заключение следует отметить, что в изучении реиепторных механизмов реализации
шюкокоргикоидного эффекта и антиглюкокортикоилною эффекта достигнут значитель-
ный прогресс. Установлена пр!*нципиальная функциональная структура истинного ГР,
включающая домен трансактивации, ДНК-связываюший домен и лиганд-связывающии
домен. Использование точечной мутации, вызывающей замену одной аминокислоты в
функциональном домене ГР, позволило сузить функцию домена до нескольких компе-
тентных аминокислот, составляющих функциональный ключ специфичности домена.
Доказана функциональная роль БТШ в процессах активации, транслокации и димериза-
ции стероид-рецепторного комплекса Обнаружена функциональная взаимосвязь активи-
рованного ГР с фактором трансактивации AP-I Определены гормон-реакгивные элемен-
ты на ДНК, характеризующиеся повышенным сродством к активированному глюкокор-
тикоидрецепторному комплексу, по сравнению с неснецифическими участками ДНК
Взаимодействие ГРЭ с активированным глюкокортикоидрецепторным комплексом обес-
печивает последующий биосинтез специфических белков, ответственных за реализацию
глюкокортикоидного эффекта, на уровне внутриклеточного метаболизма Обнаружен ме-
ханизм и факторы, определяющие тканевую рецепторную гетерогенность глкжокоргико-
идного эффекта. Вышеизложенное свидетельствует о многофакторности рецепторной ре-
гуляции глюкокортикоилного эффекта, что обусловливает значительные сложности при
изыскании рецепторных антиглкжокортикоидных средств. Бесспорной, хотя клинически
пока и малоэффективной, является концепция изыскания антиглюкокортикоидов, осно-
ванная на конкурентных отношениях исследуемых препаратов с природным или синтети-
ческим ьтюкокортикоидами на уровне ГР Более продуктивное направление при изыска-
нии антиглкжокортикоилов вытекает из исследовании, посвященных изучению анти-
[люкокортикоиднои активности препаратов 9-норстероидного ряда [33] При этом анти-
глкжокоршкоидный эффект препаратов достигается стабилизацией гетсроолигомерной
формы ГР, неспособной транспонироваться в ядро и димеризоваться. Перспективным
представляется поиск модуляторов функции ГР, воздействующих прямо или опосредо-
ванно на активные центры домена трансактивации, ДНК-связывающего домена, С-тер-
минального домена.
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RECEPTOR MECHANISMS OF GLUCOCORTICOID AND ANTIGLUCOCORTICOID EFFECT

P.P. Golikov

The Sklifosovsky Research Institute Moscow, 129010 Sukharevskaya. 3

An analysis of receptor mechanisms of glucocorticoid and antiglucocorticoid effect was made. The limiting link in
glucocorticoid and antiglucocorticoid realization are specific cytoplasmic glucocorticoid receptors (OR) which function
is controlled by heat shock protein (HSPj of 90 kD molecular weigcht Under Ihc influence of glucocorticoid* (G), GR
are released from GR-HSPcomplex, forming GR-G complexes. The latter are translocated into cell nucleus activate

the function of genetic apparatus, change biosynthesis of specific enzymes leah/iiifc nurjcchulai blucucorticoid cttcct
Receptor mechanism of antiglucocorticoid effect is realized via competition of steroid and non-steroid drugs with
giucocorticoids for binding sites on GR or pharmacological itabilizatioii u( GR-HSP temple \, deu^a ing 'ISGR.
release, 4S GR-G forming, and 4SGR-G translcanon into c<41 nucleus New <Litj аиош GR (Jiemieai structure
irrorrting to which GR contain 3 functional domains characterized bv reguutorv DNA-bindinK .uid Ii«aiitl-him1ii)g
activity promote researches of antiglucocorticoids It promoted synthesis, of a new most active receptor antiglucocoiticoid
PU-486 (l^-norsferoid) 'hot u>h\hitc nvnlhnnup ' i n r l гоп ilhiimm svnthpsi": ind'ireri hv elncocnrticnids
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