
օղակների աոկա յութ ւունն անդաստակս/յին կորիզների նեյրոնների ակտի
վության վրա ւ

ч-рачиъпьр-зпьъ

]. Дмитриев .1 С„ Tt-йц Al. К)., Дудина Г. В.. Кандыбо Т С., Ахирева О. Н Маг.
VI Весе. конф не фнчнол. В НС, Ереван, 19Я6

2. Красноносы кий С. 3.. Рийцес В. С. Нейрофизиология, 1987, 19, 6.
3. Крейдич Ю. В. Жури высш, нервк. деят., 1974, 24. 4.
4. Райцес В С.. IU ляхоеенко А. Д. Фнзнол. ж СССР, 1972. 58, 3.
5. Рвйцес В. С. 3 ни.; Современные тенденции в нейрофизиологии. Л., 1977.
6. Фанарджян В. В, Саркисян В Д. Сенсорные системы, 1987, I. I.
7. Chubb С., Fusha .4 . Scudder Ch. J. Neurophystol., I, I. 1984
8. Kemplnsky IT. H, J. Neurophysiol., 14. 3. 1951
9. Prechl W Vestibular system. Function and morphology.Nev—York, H;M.

Uutwgijuii I, 28. II 1992

Биолог, жури. Армении № 1.(46). 1993 УДК 577.15234—612.744

КАТЕПСИН I) ИЗ СЕРДЦА КРЫС: ОЧИСТКА. НЕКОТОРЫЕ 
СВОЙСТВА И ДЕЙСТВИЕ НА АКТОМИОЗИН И ТРОПОМИОЗИН

• РГ. КАРАПЕТЯН-. А. И. ОГАНИСЯН. Т. Н. АКОПЯН

•НИИ кардиология М3 Армении, ИМБ АН Армении. Ереван

Из миокарда крыс выделен катепсин 1) Фермент представлен гремя 
нзоформами со значениями р1 5.0. 5.4. 7,3; молекулярная масса его око 

ло 45кДа Фермент расщепляет нативный актомнозлп (Км 1,2х10~яМ); 
но не деградирует нативный тропомиозин.

Աոնեսէի միոկարդից աեչատվեյ է կատեպսին Դ։ Ֆերմ ենտր Ներկայացված կ 
հիմնական fpl 5,0; 5,4; 7,3,) և երկրորղակսէն {'pl 3,5; մ,Ծ) իղոձեերովէ Ֆեր
մենտի մոլեկւ/ւլյար մասսան մ ւսոավորապես 57 կզ կ։ Ֆերմենտը քայքայում ( 
րնական սւկտսմիույինր (К, 2-10 ֊* М) և չի քայքայում րնական տրոպո- 
միսգինըւ

Cathepsin D was Isolated from rat myoi.irdium. The enzyme is per 
formed in major (pl 5,0; 5,4; 7.3) and minor <3,5; 4.0) iso.'orms. Molecular 
mass of enzyme is about 57 kDa. The enzyme degrades native actomyo
sin (KM= 1,2-10-’ M), but not native tropomyosin

Сердце—катене ин Г>—актомиозин—тропомиозин, 
к

Катепсин И участвует в деградации отдельных миофибрилляр- 
пых белков миокарда [5, 10], ио поскольку в акте сокращения--рас
слабления мышц участвуют белки в составе комплекса, то доступ
ность индивидуальных белков к катепсину □ может отличаться от 
такового в составе комплекса.

Следует отметить, что работы по изучению протеолитических 
ферментов мышечной ткани малочисленны. Это в основном связано

Сокращения: НАМ нативный актомиозин. НТМ—нативный тропоиноош 
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с низкой протеолитической активностью мышечной ткани, особенно 
миокардиальной.

Целью настоящей работы было выделение ■катепсина D из мио
карда крыс и изучение некоторых его свойств, включая действие на 
НАМ н НТМ>.

Материя/ и л.етОдика. В опытах использованы 50 белых беспородных крыс-сам- 
цав массой 180—200 г Животных, находящихся под эфирным наркозом, дскэпн- 
TnpoG.-i.ni, сердце отмывали от остатков крови физиологическим раствором, очища
ли от остатков жира и соединительной ткани и хранили при —15°.

НТМ получили из спкртово-зфириого порошка скелетных мышц крыс по методу 
[4] НАМ из скелетных мыши крыс был любезно представлен М Л. Кайфаджян 
(Ин-т кардиологии М3 РА).

Активность laTcii.Hiia D оценивали флуоресцентным методом, используя и каче
стве субстрата гемоглобин, модифицированный лнридоксгль-5-фосфатом [2] Про
бы объемом 0.6 мл «одержали 0,05 М цитратный буфер. pH 3,2, 100 мкг белкового 
субстрата н соответствующее количество фермента. После инкубации в течение I ч 
реакцию остоиавливалн добавлением 0,15 мл 30%-ной ТХУ После центрифугирова 
ник pH супернатанта досодилн до 5.5 IM нитратом натрия и измеряли флуоресцен
ции։ раствора ври 410 нм (возбуждения 330 нм). За единицу активности принима
ли количество фермента, катализирующее образование фосфопирндоксильных пепти
дов, флуоресценции которых соответствовали величине 0.5 по шкале [I]. Удельную 
актийность выражали в единицах активности на мг блекз.

Растепление НАМ и HIM определяли флуоресцентным .методом с помощью 
о фталъдиальдсгида [1]. Пробы объемом 0,25—0.35 мл содержали обычно 200— 
400 мкг белкового комплекса и 0,05 М цитратном буфере. pH 3.2. н 50—60 мкг 
очищенного катепсина D. После инкубации п течение 1—4 ч прн 37° реакцию ос- 
твнаелнвзли добавлением перхлорной кислоты до конечной концентрации 1%. По
сте цеггрнфугнроэакия 0.1—0,2 мл супернатанта смешивали в кювете спектрофлю- 

орнмстра с 0,0’. %-ным раствором о-фтальднальдегида н количестве 0,2—0.4 мл в 
0.8 М боратном буфере (pH 9.7), содержащем 2х Ю-< М бетамеркаптоэтанолл. Че
рез 1 мнп добавляли 1,5 мл Н2О н измеряли флуоресценцию при 445 нм (возбуж 
деняе лря 350 нм) на спектрофлюориметре «Ferrand» (США).

Для определения Км и Vmax НАМ. содержащийся в пробе в концентрациях 
200—1000 мкг. лккубвровалн с 60 мкг катепсина D в течение I часа при 37°

Определение оптимума pH активности проводили в 0,025 М цитрат-фосфатном 
буфере при рН2,6—7.0. Инкубационная среда содержала 300 мкг НАМ и 60 мкг 
катепсина D. Пробы инкубировали в течение 1 часа прн 37° Активность измеряли 
с помощью о-фгальднзльдсгндз. как описано выше.

Электрофорез проводили в ПЛАТ по модифицированному методу Лемли [6].
Концентрацию белка определяли по методу Лоури [8] и Брэдфорда [3]. а так

же по измерению поглощения прн 280 нм.

Результаты и обсуждение. Очистка катепсина Г). Всю процедуру 
очистки фермента проводили при 4°. Сердечную ткань измельчали, 
растирали в 0,025М ацетатном буфере при pH 4,5, содержащем 0,2%- 
ный Тритон Х-100 в гомогенизаторе Поттера в соотношении 1:2 
.(вес/объем). Полученную тканевую суспензию перемешивали в тече
ние 20 мни, затем центрифугировали при lOOOOXg 30 мин. Надоса
дочную жидкость отделяли повторным центрифугированием при 
OOOOOXg 60 мин.

Полученный после центрифугирования надосадок наносили на ко
лонку с SP-сефадсксом С-50 (2,5X10 см), предварительно уравнове
шенную 0.025 М ацетатным буфером, pH 4,5. Адсорбированные бел- 
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кн элюировали линейным градиентом О I М .\аС1. Фракции, соот
ветствующие пикам активности, объединяли.

В препарат фермента добавляли (№Н4)28О։ до 20%-ного насы
щения и через 2 ч центрифугировали при 2000015 мин Белок из 
надосадочной жидкости осаждали добавлением сульфата аммония 
до 70%-ного насыщения. После центрифугирования при тех же ус
ловиях образовавшийся осадок растворяли в 0,025 М трис-НС! буфе
ре (pH 7.6) и диализовывалн в течение 15 ч против 200-кратного 
объема того же буфера с однократной его сменой.

Препарат после диализа наносили на колонку ДЭАЕ сефадекса 
А-50 (3,5X10 см), уравновешенную 0,025 М трис-НС! буфером, 
pH 7,6. Фермент элюировали градиентом 0- 1 М ЮаС! Профиль 
элюции показал наличие нескольких ников активности, харак
терных для катепсина П, что указывает на наличие изоформ этого 
фермента. Активные фракции объединяли и осаждали сульфатом 
аммония при 70%-ном насыщении. После центрифугирования при 
20000X8 15 мин осадок растворяли в 0,025 М фосфатном буфере, 
pH 7,6.

Раствор белка, полученный после осаждения сульфатом аммония, 
наносили на колонку с сефадексом 0-75 (2,5X60см), уравновешен
ную 0,025 М фосфатным буфером (pH 7,6) и фракционировали тем 
же буфером. Фракции, имеющие наибольшую активность, объединя
ли и использовали в дальнейших опытах.

Результаты очи г: хи катепсина D из миокарда крыс.

Обшнй Удельная
Ста дня очистки белок. акти «пост։.. .‘X явность.

у г е 1. акт. ед. акт./ui

Экстракт
90000 X е 1895 0 3.60 О J.77
Фракционирование 

(NHJjSO 
(20—70%,)

SP—сефадекс G50 377.0 2951.0 7 8
ДЭАЭ— гсфадекс А50 98.3 7570.0 26.1
Сефадекс G75 12.0 1537.0 128.0

Результаты очистки катепсина Е> просуммированы в таблице. 
Предложенная процедура очистки позволяет получить препарат фер
мента с удельной активностью 128 ед. акт./мг белка, что составляет 
1158-кратную очистку по белку по сравнению с экстрактом миокарда, 
полученным после центрифугирования при 90000X8 *в течение 60 мин. 
Выход общей активности составляет 47.1%

Некоторые свойства катепсина И. Согласно полученным нами 
данным, очищенный препарат катепсина Г) сохраняет полную актив
ность в течение 1,5—2 месяцев при хранении в 0.0'25 М фосфатном 
буфере (pH 7,6) при —15°С; через 10 месяцев хранения при тех же 
условиях теряется 50% активности.

Восстанавливающий ЗН-грулпы агент дитиотрентол з концен
трации 10 3 М ьс влияет на активность фермента. СпсдифичсеКнй 

36



ингибитор катепсина О пепстатин в концентрации 10 3М практически- 
полностью ингибирует выделенный фермент.

Изофоку'.-ировка препарата фермента после гель-фильтрации п.т 
сефадексе 6 75 в смеси 1% амфоликов (pH 3,0—10.0) позвали ; I уста
новит», что катепсин О в миокардиальной ткани крыс присутствует в 
виде трех основных изоформ со значениями р! 5.0; 5.4 и 7.3, л также 
двух минорных форм с р! 3,5 и 4,0, что согласуется с литературны
ми данными об изофермент ном составе катепсина О.

По оценкам разных авторов, молекулярная масса катепсина Г> 
варьирует в пределах 42—58 кДа [9. II]. Определение молекулярной 
массы фермента из миокарда кръгс с помощью хроматографии на ко
лонке сефадекса 6-75 (3,5x10 см) с использованием стандартных 
белков позволило установить, что она составляет 45 кДа. Диск-элек
трофорез изофермента катепсина О со значением р! 5,4 в 10% ПЛА! 
с 0,1% ДСП показал наличие основная полосы с молекулярной мас
сой 57 кДа а минорной- 14 кДа, которая, по-видимому. обусловлена 
частичным загрязнением препарата.

Легоа</ация актомиозина и тропомиозина катепсином Г). Резуль
таты изучения действия катепсина О на миофибриллярные комплексы՜ 
НАМ и ГПМ показали, что НТМ практически не расщепляется под 
действием фермента, в то же время идет относительно интенсивное 
расщепление актомиозина. Причем увеличение отношения белок/фер 
меит увеличивает скорость деградации белка.

Результаты изучения pH—зависимости деградации актомиозина 
под действием катепсина И показали, «то деградация -белка наиболее 
эффективно протекает в области pH 3.0—4,0 и совпадает с р!1 опти
мумом деградации гемоглобина [7].

Изучение зависимости начальной скорости реакции деградации 
катепсином 1) актомиозина от его концентрации «оказало, что полу
ченная кривая представляет собой типичную картину кинетики на 
сыщения и значение Км составляет 1.2x10 М Отметим, что, соглас
но группе авторов [5], Км деградации индивидуальных мнофибрнл- 
лярных белков катепсином О из сердца собаки следующие: миозипа- 
2,7X10՜^’ М. альфаактинина—10,0ХЮ՜6 М. актина —13,0Х 10 6 М и 
тропомиозина—45,0XIО՜5 М, что находится в пределах значения Км, 
полученного нами. Анализ данных позволяет предположить, что 
катепсин О способен деградировать ПАМ с равной или с большей 
эффективностью, чем индивидуальные белки.

Таким образом, разработан сравнительно простой метод получе
ния очищенного препарата катепсина I) из миокарда крыс, даны не 
которые его характеристики и показана возможность его участия в 
Деградации сократительных белков.
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ТРАНСГРЕССИВНАЯ ИЗМЕНЧИВОСТЬ У ТАБА1КЛ

В А МАРКАРЯН

Армянский сельскохозяйетяменмй институт, Ереван

Установлено, что в расщепляющихся гибридных по пул я ци их у табака 
upoHti.ւշ՚ւне положительных трансгрессий по количеству листьев зависит 
от эффекта общей комбинационной способности родительских сортов, 
а их частота к степень—от типа наследования признака п F։ Пер 
спективные линии в большей степени отмечались г потомстве гибрида, 
у которого в F, обнаружен отрицательный гетерозис и детерминанте 
высокого показателя признака осуществляется рецессивными полигенаыи

՝է, „г
-W че-Ь-л է -л

Ւ-հ Կ>-Կ ь -.—м-4/ -«-/>*
<—4-W 'Պ4ե„ J&4 ршЛш^ш^р
հայտնաբերվեի են հասէկապեա ^յն դ ուգ ակց*ւքքյաձ Fj-»»/
ն^ատվԼչ 4 հէտեք^զք.», „^„սՈա^րվօղ ршГ4р

И Is ascertained, shat In tobacco dlslnTegrallng hybrids generations 
the display o! positive transgressions of a number of leaves depends on 
ihe effecls of general combining ability of parents' sorts, but their fre
quency and degree on Ihe type heritable In F։. Perspective lines arc 
mainly discovered In which in F. negative heterosis Is observed and Ihe 
high Indicator o! the Investigated quality Is connected with the activity 
of recessive genes.

Растения Tc&rv.c—тр^хнггргтсивмая илмличииостг- -колбикачиомкил inu<обкость - 
рецессивные полисе ны.

Впервые у внутривидовых гибридов табака трансгрессивную из
менчивость по количеству и размерим листа наблюдали еще в 1921 г. 
[12]. В дальнейшем положительные трансгрессии были установлены 
также по количеству [2. 6. 8. 10. 14] и размерам листьев (9). про 
дуктнвностя |3 5. 7} и другим признакам В этих работах отмечает-

Сокращения OF.C--общая комбинационная способность, С.КС—специфическая 
комбипащюннви способности РЭ—реципрокный эффект
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