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ПОЛУЧЕНИЕ ДИМЕРНЫХ ФОРМ ФОСФОЛИПАЗ 
И КОНЪЮГАТОВ ФОСФОЛИПАЗЫ А2 С ПЕРОКСИДАЗОЙ 

ИЗ ХРЕНА

Л Е ЛИЛИЯН
Институт биохимии .АН АрмССР, Ереван

Описано применение водорастворимых нмндоэфнров ДМА и ДМС д.՝я ко­
валентного сшивания .молекул фосфолипазы А2 Эти же реагенты исполь­
зованы для кокъюгнровзння фосфолипазы А., с пероксидазой из хрена. 
Исследовано влияние присутствующих » реакционной среде молекул 
фосфолипидов, ионов Ся2+. различных избытков реагентов, а также раз­
ных pH на процесс димеризации молекул фермента.

Նկարագրված Լ ջրում ջու-ծԼյի իմիգոեթհրների' ԴՄԱ ձ ԴՄԱ եիրաուսմր Ա.-, ֆււււֆո- 
(իսյագի մէէքե կ/ոիների կովւպենտ կա и/։ ւէկցմսւն Հււ/մւ:>ր։ հույն al, Ա1է]ենտներր որյա-,, 
գործված են U . ֆոսֆուի>գա՚գքւ կոնյԱէէքա ցէէսյն համար ծովարոդկի գերորսիգագի հհսրւ 
ձեւոսւ:;ոա I ած Հ ոեակցիայի մ/։յավայրէէւմ ֆոսֆուիսյիգների ilոյեկոււների uitil ut 
յուքէյան, Ga-'* ДпЬЬй/>/1| ոեագենսէի инаր,- եր րանսւկի ավեյէւոէկնե րի, /ր1<;-.ւ'ս
նա!, միչավսւյրի գսմրագան pH ■ ների տ գգե дтр յանր ֆերմենտի մոքեկո, Հ.!։;-ի 
>;իմ եր ացմ ս>!/ ւ//ւ ա, 

'it''
Լ se nt water—so. ib ՛ mldt-eiiier D.V. ■. and Э.МС for covalent con;՛ 
lion or mol-.-՛ u'es ■՝. ph>sphoiipa<i *v described. These reagents ha о 
been us-I m conjugate phospholipase ' with hor.se radish perox.dase. 
Hie iniiiicnci at pres՛՛:;՛ л in react. ՛.՛; media of phospholln-d moiec.i՛*՝-, 
C.T lens՜, d ferent ։■ .fundanis ՛■ reagents nd different pH on pro­
cess i>l d zaii-Ki o! lite enzyme -nolec՛.!'•՝$ is investigated

Фосфа и.7шзд ՛Լ-,—фс/сфы'лицсриаы—яи зхел—черчкеи^-.ии из хрена—конъюгат.

Фосфолипаза А2—гидроля?ичсский фермент, катализирующий расщеп­
ление слож5«.)>фирной связи высших жирных кислот во 2-м. положении 
!.2 '1на11нл֊>п-фосфоглпцери.1ов.

Ранее нами было показано, что блокирование только г-аминогруип 
остатков лизина молекулы фосфолипазы А2 из яда средкеазнатской 
кобры Л'«/д naia oxiana ангидридом уксусной кислоты практически 
ле'влияет на способность фермента к гидролизу фосфолипидов II]. 
Эго обстоя тел 1<т во дало нам возможность более широко изучить неко­
торые свойства фосфол к на <ы А-., методом химической модификации, а 
именно химического сшивания белкозых молекул.

В качестве ковалентно сшивающих агент в нами были применены 
бифункциональные реагенты различной длины алкильной цепи моле­
кулы—водорастворимые имидоэфиры ДМА и ДМС. имеющие структу­
ру

1!,С֊О С-ЧСНДи-С֊ U СНа
ո — 4 - ֊ д и м с т и. I а д и и и м и д а т 
ո — 6—ди мет 11 -՛։ с у бе р 11 м и д a i

Сокращения .ЧЛ\А диметиладипнмндат, ДМС диметилсубернмидат. ТНБС— 
трпннт|К'.С< '!-.ф0кяс.՝.11Т.'1, МПКТ5—миниатюрный потенаия.ч конечной пллстнпкн.
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Выбор бифункциональных имидоэфиров в качестве модифицирую­
щих агентов оправдан тем, что они хороню растворяются в воде, вы- 
сокоспецифнчно и избирательно взаимодействуют только с аминогруп­
пами белковых молекул, образуя с ними ковалентные связи в сравни­
тельно мягких условиях, и, что очень важно, в результате такой моди­
фикации не меняется общий заряд белковой глобулы [12],

Материи.։ и методики. Фосфолипаза А„ (пзбфермент ЕЗ) из яда среднеазиат­
ской кобры Naja naja oxiunit была выделена а очншеяа по методу [2|. Использова­
ли сефадекс и (1-75^ (Pharni.icia, Швепия!. ДМА ДМС (Serva, ФРГ). 2, 4, б-ТПБС 
(Sigma, США). Яичный лецитин получали и яичных желтков по известной методи­
ке [15].

Ферментативную активность фосфолипазы Л2 определяли ранее предложенным 
ацидометрическнм методом | 13] Измерения проводили на автотитрзторе ГГГ2 
{Radiometer Данип) при 37е в 10 М Трпс-НС1 буфере (pH 8). содержащем 0.5% 
детергент Triton Х-100, >>,03 М \;>С’, 0.02 ՝Л. СаС12 0.7 мМ ЭДТА.

К 2 мл срезы добавляли 2 мг дипальмитонллешгпша в 50 мкл этанола, .гнем 
нносили I мкг фермента в 10 мкл воде За единицу активности было Припяти коли­
чество фермента, которое вызывает п системе паление pH па 0.1 единицу за 3 мни. 

Фосфолипазную активность па липидных монослоях измеряли с помощью извест­
ном монослойкой техники [2. 5]

Ферментативную акгинноеп, пероксидазы из хрена определяли по начальной ско­
рости окисления о-дийнизидин . перекисью зодОрода [6]. Использовали 2.3 мл 0,01 М 
\з-фосфатный буфер п 0.1 М КХО-. (pH 7,0), 0.07 мл 2.0 мМ раствора •-ди.тни шлипч 
в 96%-пом спирте, 0.07 мл. 10 мМ растйорд HjGj " 0.05 мл растйбра фермента кон­
центрации 2.5 10 мМ Увеличение оптическья плотности при 460 нм. после иеремс- 
шиадмия реагентов регистрировали па приборе Spccord I'V-VIS (ГДР). 3.» меру 
акгшшисгп фермента принимал;! количество микромолей субстрата, окисленного :>а 
I с., таким количеством нативно.о или конъюгирозаннсиг. фермента, в котором содер­
жится I мкмоль г мина

Для быстрого определения свободных аминогрупп белка реакцию с 2. 
проводили и 0.1 М бора-1 нс,м буфере (pH 9,5) Нл раствор белка с кониент ֊кшпей 
0,1 мг/мл добавляли 10 мкл 1,1 ?А водного раствори реагента Реакцию останавли­
вали чере 15 мни п измеряли поглощение i:p:r длине иолны д^>20 нм 
(Ев֊нн։= 22000 ЛГ‘см ’• E*֊n)j. =19202М՜’ см ’ |8|,

N-концевые аминокислоты определяли в виде дапенлыгыл производных [$]--
Аминокислотный состав белков устанавливали из автоматическом анализаторе 

D-500 (Durri.’m. США) после 24 ч гидролиза u В \ НС1
Гель фильтрацию иа сефадексе (1-75 sf проводили в 0.05 М аммонийзце:.сном 

буфере (pH 7) на колонке (1,5X90 см) со скоростью 5 мл час,
Сшивание двух молекул фосфолипазы А, бифункциональными реагентами осуще­

ствляли н 0,05 М боратном (pH 9,5) буфере или 0.0,5 М росфатном буфере (pH 8.5) 
при концентрации белка I мг/мл, в присутствии 10 1М СаС12 или I .мг/мл лизоле- 
ИЙтнна. К раствору белка добавляли 10 мкм реагента {ДУГА или ДМС). Через 2 ч 
реакцию останавливали и после быстрою обессоливания смеси на колонке (1.5Х 
30см) с сефадексом G-25 белок лиофилизовали.

При проведении реакции конъюпгрования фосфолипазы А3 с пероксидазой из хре­
на были взяты следующие соотвоте.чия компонентой: Ю м.՛ фосфолипаза А„ 5 мг 
пероксидаза.

Результаты и обсуждение. Известно, что большинство фосфол н- 
паз Лг змеиных ядов стабильны, либо в концентрированных растворах 
белка находя ten в форме димера L10J. С другой стороны, известно 
также, что из присутствующих в исходном яде нескольких изофермен­
тов одни, например, образуют димеры при pH 7.5, а другие—их не об­
разуют [II]. причем димеробразующие фосфолипазы в основном кис 
лыс, а не димеризующиеся—щелочные.
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Для и p-форм фосфолипазы Л2 из яда змей Grotalus adamante- 
us известно, что образование активных тмериых форм в результате 
реассоциации диссоциированных идентичных .мономеров приводит к 
экспозиции одного лизинового остатка на димер [14]. В отношении 
фосфолипазы А2 лз яда среднеазиатской кобры Naja naja oxiana уста­
новлено, что при молярных концентрациях выше 5X10 ՛ М белковая 
молекула в катализе участвует и виде димера [3, 5|. Этот факт под­
тверждается модификацией п-бромфенацилбромндом е.динст венного 
остатки His, входящего в активный центр фермента. При указанных 
концентрациях, по данным аминокислотного анализа фермента, моди­
фицируется 0,5 моль Hi> на молекулу белка, а ферментативная актин 
кость падает до ։% от нативной |1, 3]. Эти данные дополняются ре­
зультатами исследований на липидных монослоях и даже сделана по­
пытка предложить рабочуЕО модель димерной фосфолипазной молоку- 
лы [5].

С целью получения химического подтверждения димерной рабочей 
модели фосфолипаз мы и применяли ковалентное сшивание двух моле­
кул фосфолипазы А2 из яда кобры водорастворимыми и.мидоэфирами 
различной длины молекулы.

Сшивание проводили в боратном (pH 8.5) или фосфатном (pH 
9,5) буферах при различных концентрациях фосфолипазы А2 (<5Х 
Ю-'.Чо в условиях различных избытков реагента (до 10 мкмоль).

Рис. I. Разделение ковалентно сшитых олигомеров фосфолипазы A., jjj 
яда змеи на колонке с сефадексом G-75 сверх гонкий. Условия реакции: 
10 мт, мл белка +1 мг ДМА ( —J, или !0 мг/йл белка4-1 мг ДМС

. ------ plI К,5; I—Teipawep. II гример. Ill ДийСр; IX мСШОМер фос­
фолипазы Ал

Исследовано также влияние присутствующих в реакционной среде мо­
лекул фосфолипидов (I мг/мл) и ионов С а2՜ (до 1(НМ) на процесс 
димеризации белковой молекулы фермента (рис. I, 2, 3).

В отдельных экспериментах было применено как одновременное» 

558



так и последовательное или попарное добавление компонентов в реак- 
ционнную среду.

Как видно из приведенных рисунков, в идентичных условиях при- 
меление диметилсубернмидата больше способствует образованию ко­
валентно сшитых димеров, причем вместе с димерами образуются так­
же тримеры и гетра меры фосфолипаз А2 (рис. I). Увеличение pH 
среды на одну единицу особенно влияет на выход и направление реак­
ции (рис. 2). Присутствие в реакционной среде молекул липидов спо-

Рис. 2. То же (см. (рис. I), )՝словз$я -рсакцил !0 мг/мл белка Ь0.65 мг
ДМС. pH 9.5. I мае

собствует димеризации белковых молекул, особенно при одновременном 
присутствии также копов Са2՜’ к растворе. Однако только наличие 
номов Саа* в среде практически не способствует этому процессу 
(рис. 3).

Рис. 3. То же, (см. рис. 1), условия реакции: 10 мг/мл бслка4-0,65 мг
ДМС. pH 8.5. в присутствии 1 мг/мл лизолецнтинл ( -— ) иля 1 мг/мл 

лнзолешггнна с ОД мг СаС12 ֊(---------).
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Разделение ковалентно сшитых димеров от высших олигомеров, 
а также других реакционных смесей осущесги.։яд ■< с помощью гель­
фильтрации на сефадексе 0-75 51 Ферментативную активность вы.че 
ленных димеров, а также олигомеров измерял.՛! как ал идо меч и т.ткчм 
титрованием а отношении мицеллярных фосфол ишедов. гак а с по­
мощью монослойн и техники [2, 5]

Оказалось, чг ։ ковалентно сшитые димеры ерлвнительнз малоак­
тивны (80—90%) по сравнению с нативной форм ... ф сфоиипаш А,. 
Причем при инкубации с субстратом их актшш ■•■ г. у гиз.тяется нс сра­
зу. а с некоторой задержкой, слегка нарушая прямолинейность ацидл- 
ме|р|.чсского титрования. Рассматривая процесс гидролиза фосфоли­
пидов с точки трения предложенной ранее димерно; м юли на осн.тс 
моноел »йной техники, можно полагать, что, г.-»-т.н 4.:-м >мч. образовал 
пая ковалентная сшивка двух молекул фосфолипазы А2 жесткая и 
мешает гибкому и свободному движению молекул белка в димерной 
структуре фермента тогда, когда они должны быстро диссоциировать, 
чтобы после гидр- лкза субстрата снова реассоциировать уже с др?гой 
единицей во вновь образ клавшемся димере.

Число свободных аминогрупп белка, не участвующих в кс-щт.щит­
ком связывании с реагентом, вычисляли путем измерения поглощении 
при /.= 120 нм. пледе их модификации 2.4,6՝ТНБС в ще.'т.лшли среде 

(г. \ , -2' 0 ‘ ’■՛. ' ем Е. кн. == 1'֊-2 '֊> 51՜։ см >.
\ концевым анализом ковалентно сшитых препаратов доказано, что 
а-аминогруппы белковых молекул свободны а не вовлечены а связыва­
ние На тснопании ямин «кислотного анализа сшитых форм фермента, 
а также с помощью методики 2,4,6-ТНБС найдено, что в ковалентном 
свя нлваг.ии участвуют 2 остатки Еу> на молекул;, л .-мера фосфолипа­
зы А2.

К !|ас! тяшему времени ряд ав.о? :ь । ■:.՛. ci.ni. что ф Д’ л пазы 
Ло и՛, различных ядов змей обладают пр еои на пт и чес кой активностью— 
сп нарушать пронес. ■'•свобождения медиатора из дш։г:-1-
тельных нервных окончаний.

С целью выяснения механизма под՛ лиог՛ тёйствия и выявления 
роли ферментативной ахтявн;сти белковой молекулы в прсс «наш>։•!•.’- 
ском эффекте фосфолипазу А. из яда кобры X п ох։апа конъ?о:1։.р л ва­
ли с пероксидазой из хрена (М. м. 40000 Ди) Последняя, как изноет- 
но, является удобной меткой и ;ж-;о\.1мически.\ исследованиях И име­
ет соизмеримый с фосфолипазой А? (М. м. 13500 Да) молекулярный 
вес.

Помимо уже предложенных । известных метоле® для коиъюгк.ю- 
вания разных молекул белковой природы [7] применено сшивание 
дв\ х белковых молеку ՛ с помощью ДМ А и ДМС В обоих случаях 
сшивание прозедено н и тентичпых условиях, п выход реакции печтн 
не обусловлен !1редиочтси:к-м какого-либо реагента.

Как видно из рис. 4, ковалентшт сшитые конъюгаты (1:1) удается 
успешно разделить с помощью гель-фильтрации на сефадексе Д-75:<1. 
Выделенный конъюгат сохраняет '-•50՝,й фосфолипазной активное:г. и 
- 40% иероксндаззетй активности. Последнюю измеряли по методу
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изменения начальной скорости окисления о-днанизидина перекисью во­
дорода в фосфатном буфере (pH 7,0) [6].

Известная в литературе методика определения активности пер­
оксидазы на пример,- окисления пирогаллола в нашем случае не дала 
хорошей корреляции, а преимущество предложенного чувствительного 
метода было очевидно.

Рис 5. Разделение конъюгата пероксидазы с фосфолипазой Л2 яда кобры 
на колонке с сефадексом G-75 сверхтонкий <------- » поглощение՛ белка
И ' ՝ • . ----- 1 поглощение г:՛՛ ՛ ՛ ՛.՛
иый конъюгат пероксидазы- с фосфо.жвазей .-V. И конъюол с молярным 
соотношением исрОксид.г:ц։:фосфолипаз,а Ill -kcjoxcii,;;։ л

IV—фосфолипаза А^.

Исследование влияния конъюгата фосфолипазы Л2 с н-.։р< ксидазой 
из хрена на частоту МП КП, проведенное 1ри различных добавках 
копью; ата г.рл 30' показало, ио со снижением ферментативной актив­
ности конъюгированной фосфолипазы существенно снижай си се ней­
ротоксическая .активность. Установлено, что конъюгат .чеобршимо 
связывается с 1:рсспн:жги юскими структурами н нрепя;ств\ет :си- 
спвию нативной фосфолипазы Л2. хо’.я пресинаитичоская активность 
фосфол;, । л !Ы А.֊.. кон 1.ю гм ров а иной с пероксида ՛.՛.! из хрена, сравни­
тельно меньше активности нативной фосфорилазы Л2 [4].
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МОДУЛЯЦИЯ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ ЦИКЛАЗНЫХ СИСТЕМ 
К АЦЕТИЛХОЛИНУ ФОСФОЛИПАЗОЙ А.

Д ,М. МАРТИРОСЯН С. С ЛАЛАЛЯН. И. С. БЛКУНЦ.
Г. С МХИТАРЯН. С Н АЙРАПЕТЯН

Институт *>;enepi<«e»ira.ibiioA биологии АН АрмССР. Ереван

Показано, что фосфоднпааэ А5 увеличивает внутриклеточное содержа­
ние 11АМФ н цГМФ и модулирует влияние ацетилхолина на систему цик­
лических нуклеотидов.

Soijg Հ տրված, որ Ա_. ( Ներրէքսւյին glklHb և ;/Գ11 'Ji
րանակր ե վէրափախում աջետյղխպֆնի տՒԿէՒԿ
հսւմ։սկսւրց1’ վրա։

Il is shown that phospholipase V increases the inrracclhilar concenlration 
of both cAMP and cGMP and modulates ihe acetylcholine influence on 
th cyclic nude tides system.

Фосфо.<улоз։т 4շ—цисличиччиг нуклеотиды— ацегн.։хо.։ин.

Данные о влияния ацетилхолина на внутриклеточное содержание цик­
лических нуклеотидов противоречивы. Так, АХ увеличивал содержа­
ние иГМФ и синаптических ганглиях быка [8]. но н нейрональных 
ганглиях нин«ира.1н<5Й улитки несколько снижал его |!]- Выло пока­
зано также, что АХ ингибирует аденялатцякла <у сердечной мышцы и 
печени [ 1(1]. одна:-; • в срезах мозгового зещеегпл ни цючечнпка бы 
ка он стимулировал аккумуляции цЛМФ, нс влияя на активность а.Ю' 
ни.1.41 циклазы [4].

11и11\։1н-> что фосфолипаза Л; (ФЛ \Д •>к:։зынаг: влияние на 
лиугрикж‘точный уровень цГМФ [9]. а также можс։ м<>аудировать 
Ионную пр՛՛:։ •днмость и ХХ-чувствительносг։. нервных клеток |3, 7|

՛ .uHpamciito* Ф.'1 \ фосфпЛнпл и ПК допилено։։.։ u i.nr.։u(a

51 >2


	556
	557
	558
	559
	560
	561
	562

