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Исследования последних лет позволяют многие нейроактивные пептиды 
рассматривать в качестве нейротрансмиттеров или неиромодуляторов 
[II]. Поскольку ия большинства пептидов не удается обнаружить си­
стемы обратного захвата нервными окончаниями, протеолитическое рас- 
тепленне представляется наиболее вероятным путем их биологической 
инактивации. Рядом авторов установлено, что как цитозоль, так и плаз­
матические мембраны синаптосом содержат спектр ферментов, способ­
ных расщеплять биоактивные пептиды |4, 5]. Результаты изучения влия­
ния различных ингибиторов на эти ферменты показали, что в процессе де­
градации пептидов основную роль играют цистеиновые п металлосодер- 
жащне протеазы. Хотя исследования по изучению расщепления пейро- 
пептпдов под действием изолированных ферментов н ферментативных 
систем ЦНС интенсивно развиваются, мзло что известно о пх гях регу­
ляции этих ферментов.

Известно, что регуляция действия протеолитических ферментоз в 
клетке может осуществляться путем их взаимодействия со специфиче­
скими uni лбиторами белковой природы. В частности. установлено, Что 
ряд тканей животных и человека содержат белковые ингибиторы (м... 
масса 10—14 кДа), подавляющие активность цистеиновых протеин.: 
[6. 8]. Но предложению Барретта [2], эти ингибиторы, но аналоги;: 
с выделенным из яичного белка ингибитором цистеиновых протеши, 
были названы цистатинами.

В данной работе приводятся результаты очистки и изучения неко­
торых свойств двух ингибиторов цистеиновых протеиназ из мозга быка.

Материал и методика. Определение молекулярной массы очищенных ингибиторы» 
проводили с помощью гель-фнльтрацин на предварительно откалиброванной колонке » «.- 
фадскса G-75 (Pharmacia, Швеция) [3]. В качестве стандартных бел коз пскильзовл- 
ли альбумин—67. овальбумин 45. миоглобин- 17,8, цитохром С—12.3 кДа (Ser. л. 
ФРГ). Иммобилизацию папаина на сефарозе 4 В, активированной BrCN'-ом проводи­
ли по описанному методу [2], Электрофорез в ПААГ в присутствии ДДС-иатрии ир<>- 
водили, используя 15%-иый гель э трнс/глиикковом буфере (pH 8,9) [9] Гели окрз- 
шивали в 0.5%-ном кумаси R-250 Белок определяли по метолу Локри [10]. ncn.i.i.
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лук о качестве стандартного белка альбумин бычьей сыворотки. Идоэлсктрофокусир։»- 
Нанне провозили п холопке (У = Л0 мл. 1.КВ). используя аифолнвы при pH 3 -10 
(Р1։пгтяс1а. Швеция). Активность папаина оценивали по реакции растепления пир։՛ 
докгаль-Р-гемоглобннл [1] Ннгибнторнух» активность полученных белков определи­
ли в пересчете на степень ингибирования папаина. За единицу активности ингибитор* 
пого белка принимали такие его количество, млорое ингибирует активность 0.1 мкг па 
панип. Прн изучении спонсто циствтннов ВН-связывокицие. восстлпзвлнвлхпцие и ю- 
нзтурнруюшнс реагенты отдельно инкубировали с инсгвткнамн и гечешне 30 минут 
Значение К։ высчитаны по [7]

Результаты а обсуждение. Очистку цистатниов проводили следу­
ющим образом: экстракт мозга (0.025 М фосфатный буфер, pH 6.5. со֊ 
держащий 10 "аА\ ЭД ТА, 1%-мыЙ \'аС1 и 1%-иый бутанол) после цен­
трифугирования при 2000 ■ £ подвергали щелочной обработке (pH II) с 
помощью Зи №01! и после 2-часового охлаждения pH раствора дово­
дили до 6,5 добавлением 2 и НС! Смесь вновь охлаждали в течение 2 ч, 
после чего центрифугировали 2000 • ц 30 минут Ингибиторный материал 
выделяли и.։ полученного супернатанта путем фракционирования ацето 
ном (50—70%) Полученный осадок растворяли в 0,05 М фосфатном бу­
фере (pH 6,5), содержащем 0.5 М ХзО и 0.1%-ный тритон Х-100 Эк- 
• гракцню ингибиторной активности проводили в течение 18ч при 4’ на 
магнитной мешалке. Смесь центрифугировал.», и разделение белкой в 
супернатанте проводили путем гель-фильтрации на колонке сефадекса 
6-75 (4,5X45 см). уравновешенной 0.05 М фосфатным буфером (pH 6,5). 
Ингибиторный материал элюировался двумя пиками активности, соот­
ветствующими молекулярным массам 25 и 11 кДа Дальнейшую очист­
ку ингибиторов осуществляли с помощью аффинной хроматографии и ч 
колонке сефарозы 4В. на которой предварительно был иммобилизован 
карбокси.мстил лированный папани На колонку, уравновешенную 0,05 М 
МаС1 и 0.1%-ным тритоном Х-100. в отдельности наносили ингибитор­
ный материал с Мг 25 и 11 кДа и проводили элюцию балластных белков 
тем Же буфером. Цнстатнны элюировали с колонки с помощью 0.05 М 
К:НРО.- (pH 11,5), содержащего 0.5 М ХаС1 и 0,1%-ный тритон Х-100. 
Полученные белковые зоны с ингибиторной активностью сгущали с по­
мощью фильтра Амнион ДМ 2) При электрофорезе в ПЛАТ в присут­
ствии ДДС натрин нистатин с молекулярной массой 11 кДа обнаружи­
вается в виде одной белковой полосы, мигрирующей параллельно с ци­
тохромом С

В табл I просуммированы результаты очистки цнетатниов из моз­
га быка. Как видно из приведенных данных, один мг каждого ил очи* 
шинных ингибиторов подавляет активность 1,6 и 0.83 .мг папгииа соот­
ветственно. что указывает па эквимолярную стехиометрию ингибирова­
ния Значения К> равны 2.8X10 ՛ М ыя белка с молекулярной массой 
25кДа и 1,3X10 “М для белка с молекулярной массой II кДа

Изучение некоторых свойств изолированных цистатниов показыва­
ет, что на активность ингибиторов нс влияют ЗН-связываюнше реаген­
ты, такие, как п-ХМБ. 5.5՜ лнтнобнс!2-ннтробснзойная кислота), прак 
тпчсскп нс действуют также и восстанаилипаюшнс агенты иггиогрсн
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Таблица 1. Очистка иистатинов из мозга быка

Стадии очистки Белок, 
иг

Общая 
античность, 

ед.

Удел ьнхя 
. КТИВНОСТЬ, 

ед..мг

Выход 
активности, 

%

Экстракт после щелочной обработки 18650 87600 4.9 —
Фракционирование ацетоном 1140 63200 54.5 72.2
Сефадекс С 75 1-280 9880 35.3 11.3

11 — 155 41450 274 47.3
КМ—папаин сефароза 4В 1-0.625 5630 8160 6.4

11-1.4 27825 19870 31.8

Активность, %

Таблица 2. Влияние некоторых соединении на активность иистатинов из мозга быка

Соединение Концентрация. _ 
М Инг. 1 

(25кДа)
Инг. И 
(ИкДа)

Б— цистеин 10՜2 82 95
Дитиотрсйтол 10՜* 85 90
п-ХМБ" 5Х10՜4 100 100
Дитиоблс (2-ннтробейз. кислота) 5x1 С՜ 4 100 100
Мочевина 6 86 100
Гуанидин хлорид 4 75 50

pH 7 (экспозиция 10 млн при 80 ) 
pH 2 (экспозиция 10 мни пои 80 ) 

48 57
53 48

70.1 цистеин .Активность ингибиторов понижается на 10- 40% н при֊ 
сутствни денатурирующих агентов—мочевины (6М), гуанидин гидро­
хлорида (4М) (табл. 2). .Экспозиция иистатинов при 80° и pH 2 и 7 
приводит примерно к пятидесятипроцентнон потере активности.

Изоэлектрическое фокусирование иистатинов показало, что белок с 
\ хтекуллрлоп массой 25 кДа локализуется в основном в зоне pH 4,7 

। минорные компоненты обнаруживаются в областях pH 5,82; 7,3; 8,95),. 
ингибитор с молекулярной массой 11 к Да—в области pH 5,23. Иссле­

дование спектра действия ингибиторов показало, что очищенные цнетя- 
гииы, кроме папаина, подавляют активность и других цистеиновых про- 
геиназ. таких, как фицин, катепсины В и II, ко не влияют на активность, 
трипсина, химотрипсина, катепсина Д, субтилпзина и термолязниа.

Одна из возможных биологических функций этих ингибиторов мо­
жет состоять в защите нейроактивных пептидов и других важных рас­
творимых белков от протеолиза, в частности, под действием лизосо­
мальных протеиназ. В настоящее время этот вопрос находится в ста­
дии изучения.
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ГЕМОЛИТИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ У НЕКОТОРЫХ
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Гемолитическая активность энтеробактерий, в частности Escherichia 
coll, является одним из первых факторов патогенности, обнаруженных 
у представителей семейства Enterobacteriaceae.

Еще в 1925 году А. И. Доброхотова отмечала значительную рол:, 
гемолитических Е. coli в этиологии токсических диспепсий у детей. Ге­
молитические эшерихии были выделены во многих регионах, особенно 
при групповых кишечных заболеваниях неустановленной этнологии |5]. 
Установлено, что у штаммов кишечной палочки, выделенных при диаре­
ях. частота продукции гемолизинов колебалась в пределах 53—86,5 .ii 
|1. 8]. Гемолитические эшерихин играют большую роль в инфекцион­
ной патологии животных [2. 3, 4]. Однако способность к продукции ге­
молизинов выявляется нс только у £. coli. Показано, что гемолитиче­
ская активность высокостабильна и резко выражена у сальмонелл [7|. 
Способность к синтезу гемолизина была обнаружена и у штамма Pro­
teus morgcinii, выделенного у ребенка с тяжелой токсической дисш i- 
сией [5].

В то же время остается малоизученной частота распространения • ;ю- 
собностн продуцировать гемолизины у многих представителей семей
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