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ОЧИСТКА И НЕКОТОРЫЕ СВОЙСТВА КАТЕПСИНА 5 
ИЗ ГОЛОВНОГО МОЗГА КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА

БАРХУДАРЯН Н. А.. АЗАРЯН А. В.

Цистеиновая протеиназа,

Используя осаждение сульфатом аммония (20—80°/ 1 i 
лонке с сефадексом G-100 и ионообменную хроматографию Т_ра/?“"01“1р01 
головного мозга крупного рогатого скота была выделена 
идентифицированная как катепсин S. Фермент был очищен ‘■fvi^nnajd,
Его активность определяли флуорометрически при pH 3 7°" Прибл"зитель,|° в 600 раз. 
качестве субстрата был использован пнридоксилгемоглобин ПЛИеутств|"1 пс"статина. В 
рование очищенного препарата показало, что катепсин S ' зоэлсктрическое фокуси- 
го рогатого скота в виде множественных форм с р! у | п УСТ В МОЗГУ крупно- 
физико-химические свойства. Множественные фоомы ’ 3Уче|>ы их некоторые 
тину с К,- 1.2Х10-» М и 1,4X10֊» М, К„ относительнК ле«"в"֊ 
2.2X10-= М и 2.5X10֊= М. Фермент имеет широкий оптимум рНЩ^“ЛГеМоглобв"3 
и обладает узкой субстратной специфичностью: не расщепа '' °'2*' М~25 КД 
альбумин. протамин. а также BANA /а-А'-бензоил-оГа3°Казе""- утлобулни, 
ANA /аргипил-р-нафтиламид/, дн- и трипептиды. ар"11"1л Р’|1аФтнламид/,

'ванне на ко-
па СМ-сефадексе С-50, из

Катепсин 5 (К. Ф. 3- 4. 22-). являющийся лизос 
протеиназой, расщепляющей гемоглобин при ки ՛ °МНОЙ цистеиновой 
присутствии пепстатина, впервые был выделен ИСЛЫХ 3|1ачениях pH в 
теленка [1], затем из бычьей селезенки [2] Неем ЛИМФат||Ческих узлов 
ся данные об участии других цистеиновых протеи°ТРЯ "а Т°՛ ЧТ0 име'°т- 
Н) во внутриклеточном распаде белков [3] ро,'Наз (|<атепсинов В, Е, 
процессе не исследована. Для выяснения возмояа?-Катепсина 8 в этом 
та в метаболизме белков, специфичных для нервн'°-И Р°Л" ЭТОГО Фермен- 
образования нейропептидов из предшественников И-ТКа11и- " в процессе 
сии Э из головного мозга крупного рогатого скот- °ЫЛ 0ЧП1цен катеп- 
его свойства. а 11 изучены некоторые

Материалы и методы

ментах использовали кору больших полушарий головногоВ экспериме которую извлекали сразу после забоя
мозга крупного Рога™Г _^о
животных и хра11”^ивности катепсина 5 осуществляли методом, опи-

Определение качестве субстрата был применен гемоглобин, ко- 
саиным ранее [4]. доксаль-5'-фосфатом. Измерение активности
валентно связанный ' объемом 0,6 мл, содержавшей 0,05 М ци- фермента проводили р 
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тратный буфер, pH 3, 7, 200 мкг пирндокснлгемоглобина, 100 нг пепста- 
тина и определенное количество фермента. Инкубация длилась 3 ч при 
37°. Ферментативную реакцию останавливали добавлением 0,15 мл 
30%-ной ТХУ. После центрифугирования при 5000 g pH надосадочной 
жидкости доводили до 5,5 добавлением 0,3 мл 1 М натрий-цитратного 
буфера, pH 7,2. Количество кислоторастворимых пептидов определяли 
флуорометрически на спектрофлуориметре фирмы «Farrand Optical 
Со. Inc» (США) при 410 нм (возбуждение 330 нм). Контролем служи­
ли субстрат и фермент, инкубированные раздельно. За единицу актив­
ности фермента принимали такое его количество, которое вызывало в 
течение 3 ч при 37° образование фосфопиридоксилпептида, соответ­
ствующего по флуоресценции 1 нмоль пиридоксамнна.

Электрофорез в ПААГ (10%) проводили по методу Davis [5] при 
4° в 0,025 М трис-глицниовом буфере, pH 8,3 Электрофоретическое раз­
деление вели 2 ч при силе тока 5 мА на трубку, затем гели фиксирова­
ли в 20%-ной ТХУ, красили 1%-ным раствором амидочерного 10 В в 
7%-ной уксусной .кислоте и отмывали до обесцвечивания фона.

Содержание белка определяли по методу Lowry и соавт. [6], ис­
пользуя в качестве стандарта сывороточный альбумин быка, или на фо­
тометре «Uvicord 2» (LKB, Швеция) при 280 нм.

Величину М находили по методу Andrews [7]. Колонку с сефадек­
сом G-100 (5X55 ом), уравновешенную 0,05 М ацетатным буфером, pH 
4,8, калибровали с помощью голубого декстрана (М 2000 кД), сыворо­
точного альбумина быка (М 67 кД), катепсина D (М 50 кД), овальбу­
мина (М 45 кД), химотрипсиногена А (М 25 кД), миоглобина 
(М 17,8 кД).

Действие фермента на 1%-ные растворы субстратов как белковой, 
так и пептидной,природы—гемоглобин, у-глобулин, протамин, азока- 
зеин, Leu-Gly, Gly-Leu-Tyr, Leu-Tyr, Leu-Gly-Tyr—определяли с по­
мощью о-фтальдиальдогида при pH 5.2 [8].

Для исследования действия фермента на азоказеии использовали 
также метод Langner и др. [9]. Пробы объемом 1 мл содержали 2,5% 
азоказеина, 0,05 М фосфатный буфер, pH 5,6, 5ХЮ՜3 М ЭДТА, 10~3 М 
дитиотрейтола и 15 мкг фермента. Инкубацию проводили при 37° в те­
чение 3 ч. Ферментативную реакцию останавливали добавлением 1 мл 
10%-ной ТХУ. После центрифугирования определяли поглощение супер­
натанта при 366 нм против контроля, не содержащего фермента.

BANA- и ANA-гндролизующую активность определяли в пробе 
объемом 0,6 мл, содержавшей 5X10՜ 3 М BANA или ANA, 0,05 М фос­
фатный буфер, pH 5,2, 10-з М дитиотрейтола, 5ХЮ՜3 М ЭДТА и фер­
мент. Инкубация протекала 1 ч при 37°. Ферментативную реакцию оста­
навливали добавлением 0,15 мл 30%-ной перхлорной кислоты, затем 
добавляли 0,4 мл 0,8 М боратного буфера, pH 9,7 и 2 мл дистиллирован­
ной воды; количество высвободившегося р-нафтнламина определяли 
флуорометрически на спектрофлуориметре фирмы «Farrand Optical 
Со. Inc.» (США) при 410 нм (возбуждение 275 нм).
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Изоэлектрическое фокусирование проводили на колонке фирмы 
1.КВ (Швеция) объемом НО мл, используя амфолины (1%), обеспечи­
вающие градиент pH 3—10 или 4—8 (смесь амфолинов с pH 4—6 и 
6—8) и градиент концентрации сахарозы (40%—0). Образец белка на­
носили на колонку в виде компонента легкого раствора. Электрофокуси­
рование проводили 24 ч при 4° и напряжении 500 В. Эксперимент за­
канчивали, когда ток, проходивший через колонку, достигал постоянной 
величины. По окончании электрофокусирования содержимое колонки 
собирали фракциями по 1,25 мл, в которых измеряли pH и фермента­
тивную активность- ’

Результаты и обсуждение
Очистка фермента. Все стадии очистки вели п™.- м “Р։| ч • 100 г копы

больших полушарии головного мозга крупного рогатого сг -ли и гомогенизировали в 300 мл 0,05 М ацетатного буйшпТ^м’?лЬ'“а՜ 
державшего 0,2% тритона Х-100, 0,3 М ИаС1 и 10֊ 3 м чити " С°՜ 
Полученный гомогенат центрифугировали при 100000Vо-тиотРеитола- 

ьелки надоса-

„ д полученных после высаливания сульфатомРис. 1. Хроматография белк0В’ П°Л£фадсксом С-100: а-„
рофидь элюции аммония (20—80 /о), на кол"»“ 1 н 3,7. 1-пепстатинчувстви- 

гидролизата пнрндоксилгемоглобииа пр %_пе^атимнсч>^то*те 
ппо^ео^тнческ^/'актншю^ть; б-определение М катепсина 5 на колонке 
" сефадексом 0-100, уравновешенной 0,05 М ацетатным буфером. рИ 
4 8 *Дычий сывороточный альбумин, 2-катепсин Д, 3-овальбумин, 4- 

химотрипсипоген А н катепсин в, 5-мпоглобин. \е элюцнонный объем, х1|м0 ' Vо—свободный объем

РТ1, подвергали осаждению сульфатом аммония (20- дочной жидкое 1 центрифугирования осадок растворяли в 30
•80%) - Полученный ”° н 4 8 и наносили на колонку с сефадек-
мл 0,05 М ацетатног ювешенную о,05 М ацетатным буфером, pH 
сом О-ЮО (5Х5э с буфером (рис. 1, а). Собранные с КО-4,8. Элюцию проводили тем же чуч 1
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лонки фракции с пепстатиннечувствительной протеолитической актив­
ностью объединяли и наносили на колонку с СМ-сефадоксом С-50 
(2,5X9 см), уравновешенную 0,05 М Ыа-фосфатным буфером, pH 6,2. 
Элюцию проводили тем же буфером с линейным градиентом

Рис. 2. Ионообменная хроматография на СМ-сефадексе С-50. Колонку 
(2,5X9 см) уравновешивали 0,05 М К'а-фосфатным буфером, pH 6,2. Элю­
цию проводили тем же буфером с линейным градиентом \’аС1 0—0,3 М 
(300 мл) со скоростью 20 мл/ч. Собирали фракции по 6 мл."Стрелка пока­
зывает дачу градиента. 1—ВЛК'А-гидролнзующая активность, 2—протеоли­
тическая пепстатиннечувствительная активность, 3— содержание белка

NaCl 0 0,3 М. На рис. 2 видно появление двух пиков: 1-й пик, который 
Не адсорбировался на 'Колонке, обладал- способностью гидролизовать 
BANA; 2-й пик—(первоначально сорбировавшийся на колонке, а затем 
элюируемый приблизительно 0,1 М NaCl, обладал пепстатиннечувстви­
тельной протеолитической активностью. Фракции, образующие 2-й пик, 
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объединяли и диализовали против дистиллированнойГЬоды. Как видно 
из табл. 1, фермент был очищен в 607 раз,

Характеристика препаратов фермента. Изоэлектрическое фокусиро­
вание очищенного препарата цистеиновой протеиназы показало нали­
чие множественных форм с р! 6,1 и 6,9 (рис. 3). Электрофорез в 
10%-ном ПААГ очищенных препаратов фермента выявил одну четкую 
полосу и вторую слабую (рис. 4), что обусловлено, по-видимому, суще­
ствованием множественных форм цистеиновой протеиназы.

ь. _ Величину М определяли гель-фильтрацией че-

■

рез колонку с сефадексом 0-100. Выделенный фер­
мент давал один симметричный пик, который сов­
падал с пиком химотрипсиногена А, что указывает 
на М 25 кД (рис. 1,6).

Зависимость действия фермента от pH среды 
определяли измерением активности цистеиновой про­
теиназы в стандартной реакционной смеси, содер­
жавшей 0,05 М цитрат-фосфатные буферы с pH в 
интервале—2,6—7,0. Очищенный фермент имел ши­
рокий оптимум pH активности—3,7—5,2; его суб­
стратная специфичность была тестирована относи­
тельно ряда веществ как белковой, так и пептидной 
природы. Из белковых субстратов только гемогло­
бин расщеплялся при инкубации с цистеиновой 
протеиназой, из пептидных—ни один. Определение 
величины К„ для множественных форм фермента в 
реакции гидролиза пиридоксилгемоглобина по ме­
тоду Лайнуивера-Берка показало, что эти величи­
ны близки 2,2Х 10՜5 М и 2,5X10 ~5 М

Рис 4. г»лекгрОф°рез
„ ПААГ (Ю%) 

очищенного препара­
та катене. на 5. Обра­
зец содержал 60 мкг 

фермента

Была определена 
к ряду ингибиторов,

чувствительность фермента
специфичных для

классов протеиназ, а также относительно 
разных 
некото-

рых тиоловых соединений (табл. 2). фермент ока- | 
зался нечувствительным к пепстатину, полностью 
ингибировался реагентами, блокирующими БН-груп- 
пы—л-хлормеркурибензоатом и йодацетамидом, а 

также ионами тяжелых металлов—гпг+ £и2+ и 
отчасти Со2+, но нечувствителен к Са*2+ Ме2+ 
ЭДТА. Специфические ингибиторы тиолов’ых про­

паин—три низких концентрациях полностью 
теиназ—лейпептин и аНТ" мента. Были определены величины К։ для 
ингибировали активнос ^новой протеиназы относительно лейпептн- 
множественных фор„ ока3ались равными 1,2X10 ֊’ и 1,4X10 8М.
на по методу Диксона, значительной степени тиоловыми соедине- 
Фе|”“'“Т 
НИЯМИ Р ։
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Очистка катепсина 8 из коры полушарии мозга крупного рогатого скота
Таблица I

Фракция Объем, 
мл

Белок, 
мг/мл

Общий 
белок

Общая 
актив­
ность

Удельная 
активность

Выход, 
% Очистка

Гомогенат 580 5,8 3304 12180 3,62 100 _
Супернатант

100000 xg 230 3,2 704 4340 6,8 39,7 1.8
Сефадекс G-101 40 0,12 4,8 2920 608 23,9 167,9
СМ-сефадекс 

С-50 20 0,05 1 2200 2200 18 607

Таблица 2
Влияние некоторых соединении на активность катепсина S

Соединения Концентра­
ция

Относительная ак­
тивность, %

Пепстатнн 100 нг 100
Лейпептин W R 0
Ahi ипаин « О
п-хлормеркурибен- 

зоат 10—3 м 0
Йодацетамид 0

ЭДТА •։ т* 100
СоС12 - 62
ZnSO4 0
CuSO^ 0
CaCI, 100
MgC'j - 100

Бестатин 
Динзопропилфтор- ” - 100

фосфат 100
Дитиотрейтол 280
8-Меркаш оэтанол 272
Цистеин 256

Примечание. За 100% принимали активность, полученную при инкубировании 15 
мкг фермента с 200 мкг пиридоксилгемоглобина в 0,05 М цитратном буфере, pH 3,7. При 
тестировании ряда соединений их инкубировали 10 мин при комнатной температуре с 
15 мкг катепсина S, затем добавляли 200 мкг субстрата и инкубировали 3 ч при 37°

Таким образом, показано, что в головном мозгу крупного рогато­
го скота есть цистеиновая протеиназа, гидролизующая гемоглобин при 
кислых значениях pH в присутствии пепстатина .и не расщепляющая 
низкомолекулярные субстраты BANA, ANA, Leu-Gly, Leu-Gly-Tyr и др. 
и такие белки, как азоказеин, протамин, альбумин, у-глобулин. Класси­
ческим субстратом для цистеиновой протеиназы, как и для катепсина 
D, является гемоглобин, но разделение этих двух ферментов происходит 
на стадии гель-фильтрации через сефадекс G-ЮО; кроме того, фермент 
не ингибируется пепстатином—специфическим ингибитором аспараги­
новых протеиназ.

Для того, чтобы идентифицировать выделенный фермент, необходи­
мо было сравнить его с другими тиоловыми протеиназами—катепсина­
ми В, Н, L, S, Т.
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в отличие от катепсина В (преобладающей цистеиновой протеина­
зы) фермент не расщеплял BANA-классический субстрат для катепси- 
на В_и низкомолекулярные пептиды. Кроме того, гомогенный препарат 
катепсина В из мозга теленка не расщепляет гемоглобин [10]. Отделе­
ние катепсина В от выделенной нами цистеиновой протеиназы происхо­
дило на стадии хроматографии на СМ-сефадексе С-50 (катепсин В не 
сорбировался на колонке).

Тот факт, что фермент не расщеплял ариламидные субстраты 
BANA и не обладал аминопептидазной активностью—не гидролизовал 
аргинил-2-нафтиламид и не ингибировался бестатином (табл. 2), позво­
ляет исключить его принадлежность к катепсину Н. Фермент не спосо­
бен к гидролизу азоказеина—классического субстрата для катепсинов 
L и Т [И 12]. Тиолзависимые катепсины В2 и С имеют М 50 и 210 кД 
соответственно и практически не обладают эндопептидазной актив- 
ностыо.Все это свидетельствует о том, что выделенная нами из мозга круп- 

гатого скота цистеиновая протеиназа является катепсином S. По- 
ного рог в чистом виде этого фермента способствует изучению его роли 
ЛУЧетаботизме белков, специфичных для нервной ткани, и в образова- 
йиГкПротеятидо։ из прмшестзенник™.

CATION AND PROPERTIES OF BRAIN CATHEPSIN S 
PUR BARKHUDARYAN N. A.. AZARYAN A. V.

, K.rv Armenian SSR Academy o! Sciences, Yerevan 
te of Bioc'’emlslty’'nS(itU C 3 4 22—) was isolated irOm Cattle bratn by a

Cathepsin S <E. 'nation with ammonium sulfate (20-80%), gel 
procedure involving fa Q and CM-Sephadex C-50 ion-exchange 
nitration on SepJ^eenzyme was purified 600-fold. It was assayed flu- 
chromatography- The ' the presense of pepstatin, the substrate used 
orometrically at pH b, with pyridoxal-5'-phosphate. Isoelectric focu- 
was haemoglobin, moa indicates that lt exists in cattle brain in two 
cln„ of the puriHed en y Some of thelr properties have been
multiple forms with pl . sensltlve to leupeptin with Ki 1,2*IC֊6 M 
studied. They are » 'Ldoxylhaemoglobin is determined to be 2,2X 
and 1,֊IX10'8 M’ 3 M Cathepsin S has a broad pH optimum 3,7- 
10-5 M and 2-5><ld kDa lt hydrolyses neither albumin, -j-globulin 
I 2 and M about 2b . wyi-arglnyl-?-naphthylamide, arginyl-p-naph- 
vocasein, protamm n0 The availability of the purified preparation

thvlamide, di-and triPep nl iaciiitate studies on the role of this lyso-
I" 5 in turnover »< and in lire

Sp°0”is^'e"»en™peP«d»=-
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