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ВЫДЕЛЕНИЕ И ОЧИСТКА ФОСФОЛИПАЗЫ А.. ИЗ ЯДА ЗМЕЙ

1 а. лилияи
Циститу։ 6boxkm:ih \Н АрмССР, Ереаап

Гель фильтрацией ч ионообменной хроматографией из ид.ч ;мдн Etpera 
label Ina itbiussi it 17/tera faddei выделю։ ряд iirainm плльных <|к»сфо- 
липаз А... Степень чистоты сьислышых фосфо.։иiin;i цпов> |ныи с пемгиньк» 
<лектрофэде&| и полиакриламидном геле, нкилектпофочугнрг՛ ՛: шя, ш ■- 
-ильного определения N -коьиепой аминокислоты и aMinioKiii’-toniu.M аиолп- 
юм. Ллкилир<н։:ин։с остатка < ՛ -ijsjiii а в-Лромфенпин.-брим ,лм п;՛: лодит 

потере фермой штивкой ;i»;th3i:.>. ч

-••I till/ !t litll/tHtfinpiiubwIfjUljfrb 14111։!Ш11<п1цпч^'п.ц1‘ чрч՛-}• рчп/■ I 't '■•tit
i'< l'1'ПЦа •■l>SltSU !• • iperu иЛричи^'чЛ ЬЪ и'р

|7. Sflll4.'\t4f4llU4fb/./'.- 11ччп{]^1чЛ '.'^14-^f ll'»i ։Ч г р >,fu r^ir,//j<K>։ 1)41
r« b fl l.utnil/lfueil }. Л/П^и11ц11ц1Ч11 1Ч‘1П jflb '!!• [ ■ /, flltj lllfl l/l. ,

/рн uuiffthub, 8-i)uij/if> iinipiiiufip^p i/itibujif n/iiipi uih ti uni I'bi'ipp՛, hij.'i'i ml-i 'О՛'։//' 
•.Ifurnp pini; JfiuinbiiPhiit/plt A'liniu itjiijP np f):'<ii‘.plAiniipi ft-r։i p<i^il lUfttpftiitfniit ft ft. 
finiJ I, 'ф1<{ч} iAlUtfl luljl.-l/lll/llp tltlll llfuilfl'lullfll} Hili’

I
1 sin^» gel Hhfatkrn and Ion - exchange chromatograph} । number <>: in
dividual phosphoHpases have been isolated from Vipers icbeitnu obtustt 
։nd Vipera raddei -.nakes venom- The purity и: sol red phospholipases 
,s controlled by polyacrylamide’ gel electrophoresis, isorleciroiocti<ng. 
determination o՛' the N lermtnal an«rao acid analyse. Alkylati n »»i his 
tidine residue wilh p bromupItenacylbromlGe leads i;> dim -.Ished vnzv- 
me actlvily.

ibf>Aiin(iA-A V֊—wuniiift m'l чриппемл .•«'Jro.xu ;aKui.Ku..i w.4 .՝ii/p:-u.

К ik.:։ г ом i Це му времени q)։)Ci|>o.'iiit!a.'.i.i выделены из Гюлсс чем 40 
исто -ликов (ялов ։мсй. насекомых, животной пинкреязы п ipynix ткз* 
ней) : для более чем 30 из них установлена полная аминокислотная 
после .овательноегь |9. 141. Все выделенные фосфо.՛։։։пазы Аз характе
ризуются высоким содержанием лсульфп itn.ix связей (4 7), термоста- 
билъ -;етьк>. устойчивостью проявления ферментативной ikuibhocth в 
широком шзпазоие pl I и способностью юйспювагь в системах, бога
тых органическими растворителями |3|

■-равненнс первичных структур фосфолипаз Ag из ядов и панкреазы 
1՛ эволюционном аспекте лает во։можш>сть их условно раздел։։п. на две 
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группы. В групп\ I входяг фосфолипазы Л2 из ядов примитивных реп 
талий (элапидов. морских чмеЛ и панкрсазы) Групп} 2 составляю: 
фосф՛ дкпазы Л2 из ядов <мсй семейства випернлов. Как правило, ош՛ 
отличаются удлиненной ла 6 аминокислотных остатков С-конневой пос
ледовательностью. которая завершается по.туциетино.м [3. 10]. Предпо
лагается, что это структурное различие обуславливает физиологичес
кое разнообразие действия молекул этих ферментов [10].

Ферменты группы 2. как и ферменты группы I, могут содержать 
широкий спектр изоферментов, но в отличие от них и очень широком 
интервале pH. Из фосфолипаз А-.-, входящих в группу 2. наиболее под
робно изучены ферменты ядов кроталндов [9. 14]. 11л семейства внперп 
дов хорошо изучен яд американской <меи Ггргго ги$$е11Н [7]. В Таш
кенте ведутся работы по ос.ущес!плению выделения изофермента;։ фос 
фолипазы А2 из яда степной гадюки.

Для понимания молекулярных свойств фосфолипаз семейства ви 
перндов необходимы гаиныс о тугих видах змей этого семейства. С. 
этой целью нами впервые осуществлены выделение и очистка фосфол։։- 
пазы А2 из ядов двух змей семейства внперндов—закавказской гюрзы 
(]/1рега 1еЬёИпа и армянской гадюки [\":рег,։ гзбекч), а так
же проведено сравнительное изучение некоторых филико-химвчегкнх 
свойств их.

Матерна,։ ;; «։Лкш. Я.;ы ։мг> л к:, зла э; ։<՛• й гюрзы (1’фе^и гФ/пл ՛:
и армянской гадюки (Гфс.-н .'«гЛЛ-и были лолучены из IЬ.-пи՛ ч -.10:1111 АН Лри 
ОСР (Ереван) а заде желтых кристаллов,

| , Использовали сефадсксы С-75. (л-50 сзерхт-.лг-иг IР,'«лнаши. Шлепия). целлшл.- 
ЗЫ С.Ч-32 и ДЕ-52 (\Пш1шап. \н.л.|И1, <1>огф. ։и,;.ы.\и..:։.> бил получел 1 ничьи * 
Желтков. Степень чистоты липидов проверяли по пшкослойной хрэматсч рафии Для 
наоэлектрофокусироваипя цсшхчь:к։вали амФолпвы и диапазоне pH 3 И՛ Н.К1.5. Шле- 
цйя). Вес стадии хроматографии проведены ։:рн 4 .

С целью выделения фосфолипаз Л2 50 мг сухого ила растворял;: в И> ли 0.05 М 
амхонин-зисгатпом буфере. pH 7.2. нерастворимые частицы удалил» щ-игрифу! ирови- 
паем, после чего желтого цвета суперп.чт.члт износил: на колонку 1՛ сефадексом О-бп 
сверхтонкий (1,5X120 см), уравновешенную нм же буфером Элюирование проно 
днли ос» скоростью 6 мл/ч.

Отбирали фракции 111 и IV - фосфо.։ипалпой активное! ։.ю и .1 лофадн «ж:лн 
.•\нал։ггическу’о гель-фильтрацию веществ указанных фракции проводили на к-՛ 

яонкс- с 6-75 сверхтонкий (1X90 см) и 0.01 М Трис-ПС!, буфере (pH 7.-1), содержа 
щен 0.1 М КС!.. Для определения молекул ирного веса фракций в к ։честие стандар
тов использовали белки цитохром С (12.400 Да), чимотрипсипогеп (25000 Да), овал։.- 

[бумип • *.3300 Да) н бычий сынорою । н.-й альбумин (ЫНЮО Д.ч1
Для р.чзделеиин двух кислых I иоферм сито и фосфолипазы А2 яда 1акавка.зской 

гюр.-к использовали целлюлозу СМ-32 (1.5X20 см г Фракцию 111 после деления на 
С-50 вла гюрзы сорбировали на колонке с СМ-цсллюлозон, уравновешенной 0,05 М 
дммопий-зцетатным буфером (pH 3.8). Через колонку пропускали тот же буфер п гра
диенте pH 3.8—4,8, объемом 600 мл. Осшжные ичеформк фосфолипазы А2 яда гюр՜ 
?:.։ удается о’щетнть при высоких значениях pH

Рлчделеь-ие нзофермшггов А2 яда армянской гадюки осуществляли на колонке ։ 
СМ-:''..-.-.1олозон (1.5X25 см), уравновешенной 0,01 М аммоняй-ацетатиым буфером 
(pH 6,7). В этом случае черед колонку пропускали градиент концентрации (0,01 
1.1А'.) и pH (6,7—7,7) :։Ммон||ц-зиетат11ого буфера. Элюирование проводил։: со ск-- 

..ростью 25—30 мл/час.
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Все выделенные белковые фракции с фосфолипазной активностью мпся окра ин, 
лиофилизовали до полного удаления ацетата аммония.

Фосфолипазную активность изоферментов .предел ял и по предложенной ранее ме
тодике аиндомстрического титрования [12]. Реакционная смесь содержал.։ 0.5% де
тергента «Тритон Х-100>. I мМ Трис 0.03 М Ь1аС1. 0.02 М СаСЦ и 0.07 мМ ЕДТЛ. 
(pH 7.8-8)

К 2 мл среды добавляли 2 и։ фосфатидилхОликз в 50 мкл этанола, а «тем кно- 
пт О’ I мкт фермента в видном растворе (5-10 мкл). Измерения проводили на ап- 

титраторе ТТТ2 (Йа(11отс1е1. Дания) при температуре 37°. При полуколичссгвепном 
ипределгиин ферментативной активности я ходе очистки фосфолипаз А2 я качестве 
субстратов использовали эмульсию яичного желтка в 0.01 М СаСЬ2 и 0.15 М Ма< I Б 
ряде опытов СаСЦ был заменен н среде хлорилами двухвалентных ионон цинка, 
магния, меди марганца, железа,

Индивидуальность белков проверяли с помощью стандартною диск-адгктрофорс»а 
I. 15%-ном полиакриламидном геле пи метолу Орнстейна [II] и Девиса |4] ■ кснадь- 
<ьвамисм буферов Трис/глицин (pH 8.9) или р-аланни/улсуспйм кислота (pH 1.3) со
ответственно. П:։оэлектрические точки (р!) изоферментов определяли изоэлекгрофоку- 
сированнем на аппарате 1ЖВ Мультифаз (Модель 2117) концевые аминокислоты 
были определены в виде дансильных производных [5].

Аминокислотный анализ белков проводили на автоматическом анализатор՛ Л-500 
(Пигг кт США), после 24 и 48 ч гидролиза в 6.01 НСЬ Количеств։» останков трин- 
гофана определяли спектрофотометричсски с помощью их модификации М-бромс.укцч- 

пмидом по методу Слайда [13]. Количество модифицированных остатков определя
ли на приборе Зрссогй СУ У18 (ГДР).

Термос] абнлыюс1Ь белков проверяли на 50 мкг фермой । а в ։ мл 0,05 М ацетат
ном, фосфатном или Грис-ПС! буферах до температуры 90՛ с 11' мМ Са®+- или без 
него

Наличие свободных БН-груня в белковы՝ молекулах фосфолипаз А» изучили с по
мощью рсаи-нта Эллмаиа.

Определение содержания карбо։ пара той части проводили но методике Клаппа 
[8] В качестве стандартов использовали глюкозу или декстрозу.

Фосфодиэстеразную и 5'нуклеогидазвую активности определяли по количеству 
гидролизом и но го |У-֊-Ч1| цАМФ в процессе его инкубации с ферментом ]2] а Грис- 
НС) буфере (pH 7,5) > СаС>'2 и без него. Эстеразную активность определяли по мо
дифицированному методу Хабермана [б] Проверка протеолитической активности 
изоферментов осуществлена согласно Описанной методике [I]

Остаток гистидина мбдифнцпроняли с помощью реагента п-бромфенаиилбромнда 
[15] Реакционная среда содержала 7.10 »М фермента в 0.05 М Трис-НСС буфере 
при 305 Реакцию проводили « широком интервале pH (6—8) при 5 10-, 20 кратном 
избытке реагента при наличии до 7 мМ СаСЦ или без него.

Результаты и обсуждение. Выделение ферментов проведено с помо
щью применения общего подхода двухстадийного разделения на основе 
молекулярных масс я зарядов: гель-проникающей хроматографии 
цельных ядов на сефадексах 6-50 или 6-75 сверхтонкий в нейтральных 
условиях с последующей очисткой с помощью ионообменной хромато
графии на КМ-целлюлозе обладающих липолитической активностью 
фракций.

Используемая стратегия разделения ;ае։ возможность в значитель
ной степени ускорить и упростить выделение фосфолипаз А։, одновре
менно обеспечив хорошую степень их очистки с высоким выходом изо
ферментов.

Гель-фильтрация на сефадексе 6-50 сверхтонкий в ацетатном бу
фере (pH 7, 2) позволяет разделить высоко и низкомолекулярные ком- 
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пометь, ядов Из хорошо разделенных семи фракций способностью 
гидролизовать лецитин обладаю! Ill н 1\ фракции (рис. I).

Определение молекулярного веса этих фракций на колонке с сефа
дексом G 75 сверхтонкий в Tpnc-HCL буфере (р|| 7.4). содержащем 
0.1 М KCL. тает основание воля га т ։.. что III и IV фракции содержа! не 
щесн.а с молекулярной массой 13 14000 и 27 28000 Да соответствен
но, из jcro следует, чю в один -лай .хроматографии удается достичь пе 
только разделения высоко- и низкомолекулярных компонентов, но и 
димерных । мономерных форм фосфол ;i:ia <ы А2. Сравнитсл1.ное иву 
ченя- хроматограмм разделения двух ядов (рис. I) показывает, что в

г ис. I. Р.чздс.нлиг 50 м. яда армянской ՛. адю.чн 11) и Г՝ мг ы капка , 
кой гюрзы (2) на колонке 1,5X120 см с сефадексом <: 5(1 лк жтоикнн

х.лсяия опыта: 0.05 М аммоиий-авс;этими буфер. pH 7.2. скорость элю- 
н.п 6 мл/чзс. (3) и (4! ф<1сфо.и1палвая активность в яле армянской га

дюки ։ закавказской гюрзы соответственно

яде <ак<<вказской гюрзы содержится больше димерной фосфолипазы но 
сравнению с мономерной ее формой, тогда как в яде армянской га дю- 
•КИ вмеет место обратная картина

На рис. 2 показано изоэлектрическое фокусирование пол уоч и щеп
ных фракции яда обоих видов змей (высокомолекулярная фракция 
поел; фракционирования ядов на 6-75) в диапазоне pH 3 10. Ках вид
но и; рисунка, в ЯДс гюрзы на фоне гигантского содержания протеаз
ных ферментов, различаются два довольно четках пика фосфолипазы 
А-2 с р! 3.95 и 1.15, а 1акже ее множественные формы в диапазоне 
•pH 7.7 '■>. Яд же армянской гадюки содержит 6 7 и.зоформ фермента, 
им»чоши\ р! 6.7: 7.02; 7.2; 7.62: 7.92; 8.9 и 4.0. причем наибольшее ко- 
личеггяо фосфолипазы А? г наиболее выраженной ферментативной ак 
тио .сетью содержат пики с р! 7.2 и 8,9.

Дальнейшая очистка фракций фосфолипаз А2 после гельфильтра
ции Д-50 сверхтонкий осуществлена при помощи ионообменной .хрома- 
гогр..-Ьип В градиенте pH аммоннЙ-ацетатного буфера 3,8- 4.8 на СМ- 
целл‘"Д< ч- удалось выделить кислые изоферменты яда гюрзы, а мно
жестве ые формы фосфолипазы А2 яда гадюки наилучшим образом 
разделяются из СМ-нсллюлозе в градиенте концентраций (0,01—0,1 М) 
и pH 1.м мои ин-ацетатного буфера (pH 6,7—7,7).
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I омоген ность всех выделенных изоферментов проверена гель- 
электрофорезом в 15%->ном полиакриламидном геле в виде единствен
ной полосы ио методу Орнстейва л Девиса [4. II] в буферах Трлс/гли- 
пин (։рН 8.9) или р-аланнн/уксусная кислота (pH 4.3).

Рис. 2 Каргина нзоэлекгрофокусироваиня высокомолекулярнм.х фракций 
поело деления на сефадексе С-75 ядов змей армянской гадюки (а) и »а- 

каяказской гюрзы (б) в диапазоне pH .3—10.

Определение М-кокцевого аминокислотного остатка выделенных 
изоформ фосфолипазы Ао из обоих источников явилось еще одним дока
зательством их гомогенности. В качестве Маконца дансильным мето
дом выявлен Лех [5|

Определение молекулярной массы фосфолипаз А2 . помощью гель
фильтрации образцов на сефадексе 6-75 показало, что выделенные 2 
кислые формы фосфолипазы Л-: из яда гюрзы элюируются после хи.мо- 
грипси погона, и для них установлена М. м. 27.000^500 Да, 2 щелочные 
формы фермента из яда гадюки <• колонки выходят за цитохромом С, и 
для них графически установлена М. м. 13500±500 Да.

Выход разных изоформ фосфолипазы А; в обоих источниках варьи
рует от 1 до 7% от веса исходных ядов.

Максимальную ферментативную активность все выделенные изо
ферменты проявляют в присутствии ионов Са2֊ Замена ионов Са2* на
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другие двухвалентные ионы (Хп-՜. Мп2՜. Ее2*) приводит к полно
му ингибированию фосфолипазной активности. В присутствии 0.5% 
детергента «Тритон Х-100» оптимальная концентрация ионов Са2' до
стигает 10 мМ.

Все выделенные изоферменты проявляют высокую термостабиль- 
ность и при 75'՜’ выдерживают 3—5-мннутнос кипячение.

рП-злвиснмсхть действия пзоформ выявляет сохранность фермой 
татннных свойств в лиана «ни pH 2 10. Изучение влияния pH на фср 
мсптлтивную активность фосфолипаз А,- показывает, что оптимальная 
мтнвжх’ть их действия проявляется при pH около 7.5 8.5.

С помощью реагента Эллмана тока ։ан<> отсутствие свободных 811 
групп в белковой молекуле выделенных фосфолипаз Лг. Это аниде* 
тельствует о том. что все «юатки । и теин.։ участвуют в образовании 
дисулыридиы.х сия ц-и

Выделенные формы фосфолипшы X. нс проявляют фосфодиэсте 
разную, эстеразную |6|. 5'-нуклеотидазную активности 12] и не обла
дают активностью цистеиновых и сериловых протеаз |1| Обработка 
ферментных форм п-нитробензол.։хлоридом выявила, что и юферме.нгы. 
выделенные .их обоих ядов змей, нс содержат карбопирагшю часть <։ 
виде конъюгированных сахаров |ь).

В Целом в яде армянской гадюки фосфолипазная активность при- 
ме)хно в 1.5 раза выше, чем и яде закавказской гюрзы Изофермситные 

•составы этих ядов по фосфолипазе А? отличаются как качественно, так 
и количественно. Для д&у.х кислых нзоформ фосфо. ։ и и и гы А2 яда та- 
камка.ч•кой гюрзы, а также двух основных форм фермента яда армян
ской гадюки установлены их белковые аминокислотные составы Из 
представлен ной таблицы видно, чти две фосфолипазы А- яда гюрзы со 
держат большое количество кислых аминокислотных остатков, тогда 
как ферменты яда армянский гадюки отличаются со (ержаннем основ
ных аминокислотных остатков. Для всех приведенных изофер ментов 
характерно высокое содержали» полуцистииов

казской гюрзы и армянской талкжи
Аминокислотный состав коферментов фосфолипазы X и» ялов змей закав

Лминокиг лат ni.li!
Я։ порш Ял »я.тюк‘и

А ищ-ики дотныи
Ял ।1 Орлы Ял та 1МЖН

ОС !.< Г |.
Н1 р.2

остаток
Р4 Р7 | Е1 12 Р4 • Р7

е ^’бримсукцинамидом |13|

Ан 20 14 16 15 •’ \’а1 5 5 1 4
,СМд R 10 Я 11 .Че։ 1 1 2 2
Эег 7 я Су* Н II II н
О1у 10 12 13 11 1 Не 1 1 -1 3
III» 1 1 3 •_> 1 1,еи 6 7 5 7
Лгр 1 1 в 6 1>Ьс 6 6 5 5
Т1н а в б 7 | 1л» 6 7 10 я
А1л 7 б Ь б Г։р 2 2 2 2
Рго 5 . ь и Итого 11.4 122 125 126
Туг 7 1 6 8 1 X—конен Л»х А*х Лях Дчл

Расчеты пелись НСХП.Лй н । мол
1 

м ։с֊и 13500 Да.

Количество остатков триптофана определено С помощью их реакции
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Обработка одной кислой и одной основной форм фосфолан мы А2 
п-бромфенацнлбро.мидо.м в стандартных условиях приводи՛! к шшкти- 
вацнн фермента. Установлено, «по в результате 6-часовой инкуба;!:!)! з 
отсутствии в среде ионов Са2՜ модифицируется один остаток гистидина 
на молекулу белка, при атом остаточная диполитичсская активность 
составляет не более 1%. Это свидетельствует о наличии в каталити
ческом центре этих ферментов функционально важного осимка гисти
дина, как и у хорошо изученных фосфолипаз V | 15]
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ЭКСТРАСТРИАРНАЯ ЗРИТЕЛЬНАЯ ОБЛАСТЬ КОРЫ КОШКИ 
ВДОЛЬ ЗАДНЕЙ СУПРАСИЛЬВИЕВОЙ БОРОЗДЫ:

Р ЕТ И НОТО П И Ч ЕС КАЯ О Р ГА Н ИЗА Ц И Я
31. И. АФРИКЯН. Р. .1. ЛЖАНА'Ит. С. А ХАЧАТРЯН. 1. 1. АННГНСЯН

Инсгпту: >кспер51мспта.п.1п>й бполопп) ЛИ АрмС.СР. Ергплн

Показано, что площадь РП лсиропок 182,1»%/ ЗСО к ры .ошкл и • 
пом составляет от 4 град^ до250 град?, РП распслижены глатиым ..бра ■<>•■• 
» верхнем контру.чатеральном квадранте поля лренпя На основе рэлмерт. 
РП и ио их расположению в иоле прения сделано юк.тюченке, что юны 
21а, 216, н 20а, 206. очевидно, составляют одно целое. Предполагается, чт. 
ЗСО целостная лрительно-чувсгвнгсльная зона коргд. которая вовлечен, 
обработку зрительной сенсорной информации.
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