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НОВЫЙ ЧУВСТВИТЕЛЬНЫЙ МЕТОД ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
АКТИВНОСТИ ЭНДОПЕПТИДАЗ

Т. Н. АКОПЯН. Л. В. КАРАБАШЯН, А. А. АРУТЮНЯН, А. А. ГАЛОЯН

Предложен чувствительный флуоресцентный метод измерения эндопептидазной 
активности, основанный на применении в качестве субстрата фосфоппридоксильного 
аналога глобина. Определение активности эндопептидаз проводится путем измерения 
сигнала флуоресценции фосфоппридоксильных остатков ТХУ-растворпмых пептидов, 
которые образуются в процессе ферментативного гидролиза. Предложенный метод 
позволяет определить не менее 10 пмоль превращения субстрата.

В настоящее время существует ряд методов определения актив­
ности протеолитических ферментов, имеющих эндопептидазную приро­
ду. Большинство из них, например, метод Аксона [1] или его модифи­
цированный вариант [21, обладает малой чувствительностью. Другие 
методы, обладая относительно высокой чувствительностью [3—5], тре­
буют отсутствия в инкубационной смеси соединений, содержащих ами­
ногруппы. Между тем, в ряде случаев удаление таких соединений из 
реакционной смеси представляет трудоемкий процесс. Так, при иссле­
довании спектра протеолитических ферментов методом изоэлектричес­
кой фокусировки фракции, собранные из колонки, содержат амфолп- 
ны (полиамино-поликарбоновые кислоты), для удаления которых не­
обходимы длительный диализ или пропускание через колонку с сефа­
дексом всех полученных фракций. В подобных случаях целесообразно 
использовать в качестве субстратов белки, обладающие чувствительной 
«сигнальной группой»—радиоактивной меткой [6], или флуоресцент­
ным хромофором [7].

В настоящей работе описан чувствительный флуоресцентный метод, 
измерения эндопептидазной активности, основанный на применении в 
качестве субстрата фосфоппридоксильного аналога глобина.

Материал и методика. В работе использовали: глобин (Олайновский завод хим. 
реактивов), пиридоксаль-5-фосфат (пиридоксаль-Р) (фирма Reanal, ВНР), химо­
трипсин (фирма Worthington, США).

Получение фосфопиридоксильного производного глобина (Р-Рху-глобина). 4 г 
глобина растворяли в 300 мл воды, содержащей 3 М гуанидин хлорида, и pH смеси 
доводили до 9,8 добавлением 2 М NaOH. В этот раствор добавляли 800 мг пиридок- 
саль-Р и полученную смесь инкубировали при 37° в течение 2 час., затем постепенно 
добавляли боргидрнд натрия до исчезновения ярко-желтой окраски. Через час реак­
ционную смесь ставили на диализ против воды в течение 72 час. Полученный препа­
рат использовал» в качестве субстрата для протеолитических ферментов.
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Измерение активности ферментов. Пробы для измерения активности пепсина и 
.химотрипсина объемом 1 мл содержали 80 мкг Р-Рху-глобина, по 50 мкмоль цитрат­
ного (для пепсина) или фосфатного (для химотрипсина) буфера (pH 3,2 и 7.6 соот­
ветственно;. После инкубации при 37° в течение часа в пробы добавляли 0.25 мл 
ТХУ, центрифугировали при 5000 а и pH иадосадочной жидкости доводили до 5.5. 
добавлением 1 М лимоннокислого натрия. Интенсивность флуоресценции полученного 
растьора определяли на спектрофлуорометре Раггапб (возбуждение 330 нм, испуска­
ние 410 нм). В качестве контроля служили образцы фермета и субстрата, инкубиро­
ванные раздельно.

Результаты и обсуждение. Известно, что при щелочных значениях 
pH пиридоксаль-Р взаимодействует с е-аминогруппами лизиновых ос­
татков белков, образуя основание Шиффа, восстановление которого с 
помощью боргидрида натрия приводит к ковалентной сшивке этого 
хромофора с белком. Образующееся производное белка приобретает 
новые спектральные характеристики (поглощение—при 330 нм, флуо­
ресценция—в области 410 нм), которые обусловлены оптическими свой­
ствами фосфопиридоксильного остатка модифицированного белка и не 
перекрываются спектральными характеристиками ароматических ос­
татков самого белка.

В качестве белкового субстрата, который был подвергнут модифи­
кации пиридоксаль-Р, нами был использован глобин, поскольку извест­
но, что он расщепляется под действием широкого спектра эндопептидаз 
•и содержит большое количество лизиновых остатков. Для обеспечения 
алкилирования возможно большего количества лизиновых остатков 
глобина модификацию проводили в присутствии значительного избытка 
пиридоксаль-Р в 3 М растворе гуанидин хлорида. Количество связан­
ного с глобином пиридоксаль-Р определяли исходя из молярного коэф­
фициента экстинкции фосфопиридоксиллизина, который в области pH 
5—8 равен 10600 при 330 нм [8]. На рис. 1 представлен спектр погло-

Рис. 1. Спектр поглощения Р-Рху-глобина. Концентрация белка 0,55 мг/мл.

зценпя Р-Рху-глобина. Сопоставление концентрации фосфопиридоксиль­
ного остатка и белка показывает, что на один моль белка приходится 10 
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моль фосфопиридоксильного остатка. Такой уровень модификации обес­
печивает достаточно интенсивную флуоресценцию Р-Рху-глобина. На 
рис. 2 приведена зависимость сигнала флуоресценции Р-Рху-глобина 
от его концентрации. Видно, что существует прямолинейная зависи­
мость интенсивности флуоресценции при концентрациях белка 0,1— 
25 мкг/мл. Величина сигнала флуоресценции пиридоксамина, который

Рис. 2. Зависимость интенсивности сигнала флуоресценции от концентра­
ции Р-Рху-глобппа и пиридоксамин—Р.

3,2 0,4 0,6 0,8 1,0 икг-фериеята
э пробе

Рис. 3. Зависимость расщепления Р-Рху-глобнпа от концентрации пепсина 
и химотрипсина.

был использован в качестве модели фосфопиридоксильного остатка 
Р-Рху-глобина, указывает, что этим методом можно обнаружить. 

614



10 пмоль фосфопиридоксил-пептида. Модельные опыты показали, что 
Р-Рху-глобин подвергается расщеплению под действием пепсина и 
химитрипсина. Как видно из рис. 3, существует прямолинейная зави­
симость расщепления Р-Рху-глобина от концентрации пепсина и химо­
трипсина при наличии 0,1 — 1 мкг фермента в пробе. Предварительные 
опыты показали также, что этот метод позволяет определять актив­
ность внутриклеточных протеиназ, выделенных при помощи изоэлек­
трической фокусировки.
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0 գտ ա դո րծելով պիրիդօքսալ-5-ֆոսֆատով մ ոդիֆիկացված գլոր ինը 
որպես սուբստրատ, մշակվել է էնդոպեպտիդաղաների ակտիվության որոշ­
ման նոր մեթոդ։ Ակտիվոլթյոլն ը որոշվում է' լափելով թթվում լուծված ֆոս- 
ֆոպիրիդօքսալ պեպտիդների ֆլուորես ցհնցիա յի մեծությունը ֆերմենտների 
ազդեցությունից հետո)

Առաջարկված մեթոդը թույլ կ տալիս որոշել մինչև 10 պմոլ սուբստրատի 
ճեղքում)

A NEW SENSITIVE ASSAY FOR DETERMINATION 
OF ENDOPEPTIDASE ACTIVITY

T. N. AKOPIAN, L. V. KARABASHIAN, A. A. ARUTYUNIAN. A. A. GALOYAN

A fluorescent method is described that permits the assay of endo­
peptidase on globin substrate modified by pyridoxal-5-phosphate. De­
termination of enpopeptldase activity is carried out by means of measu­
ring of the signal of fluorescence of acid soluble peptides after enzyme 
action. The described method permits to detect not less than 10 pmol of 
the substrate breakdown.
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