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РАСТВОРИМЫЕ МЕТАЛЛОПРОТЕИНЫ МОЗГА 
V. МЕДЬСОДЕРЖАЩИЕ БЕЛКИ ИЗ БЕЛОГО ВЕЩЕСТВА 

ГОЛОВНОГО МОЗГА*

ШАРОЯН С. Г.. НАЛБАНДЯН Р. М.

. гл пивного мозга крупного рогатого скота выделеноИз экстракта белого вещества—or^, ,8> |50 ,, кД. Тр„ „3 отно.
пять кислых медьсодержащих ]р< КД), получены в электрофоретически
й'яшисся к сильно кислым белкам v * *<.ящни.я к сильна л.,ПЛПалрно содержание меди и зарегистрирован сиг-
гомогенном состоянии. Для них кислой фракции экстракта ткани мозга содср- 

..нал ЭПР. Помимо этих елков в 32 КД). В основных фракциях экстрак-
жатся также Си, Zn-супероксиддисмутаза V ֊ее
та мозга медь не обнаруживается.

Многочисленным,, исследованиями установлено наличие' в мозгу 
неоколыкич медьсодержащих белковых фракции [1-3], одна из кото- 

' . . 1 .„Айства и была очищена до электрофоретн-пых имела крайне кислые свойства ■֊■ рыл имела р оказалось, эта фракция представляетчески гомогенного состояния. Как °кааа. . г
,ески юмин-нии. полипептиднои цепи и содержащий

гобой белок состоящий из одной in»՛ сооои UL.1UK., „зучены его магнитные свойства и
опин атом мети Г31- Подробно были . у один а.ом .меди [ j дн т0 же время даНные относительно
реакции с катехоламинами [ . ра кра1-1Не ограничены. Изучение 
других медьсодержащих ел. ков ЛИМИтируется отсутствием пре-
физико-химических свойств э 1 Основная задача исследования се
паративных методов их полу получения медьсодержащих бел-
стояла в разработке удобного мет д 
ков из экстрактов мозга.

Материалы и методы

„„„о.о-эфирного порошка белого вещества
Бел1ки выделяли из а который получали по методу Шароян и 

мозга крупного рогатого, ДЕАЕ.целлюлозу фпрмы
соавт. [6]. В работе. . ■ giW g.2Q0 и сефарозу 6К фирмы врЬаг 
.пап», сефадек.ы , рофореза фирмы «Reanal», тетраэтилтиу- 
ХХ’ул^И(Дисульфирам) фирмы «Sigma», синий декстран фирмы 
«Fcrak» В качестве стандартных белков при гель-фильтрации применя
ли цитохром с из коры надпочечников, каталазу и церулоплазмин, вы
деленные в лаборатории физической химии белков Института биохимии 

—----- —------ „„„Гниения этой серии были опубликованы в сборнике «Вопросы* Первые четыре сооощч՛ 1
1 „„ АН АрмССР, Ереван.биохимии мозга», Изд-во л. и
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АН АрмССР, ферритин фирмы «Serva». Остальные реактивы были оте 
чественного производства марок хч и чда.

Величину молекулярной массы белков оценивали методом гелг 
фильтрации. Гомогенность белковых фракций контролировали электро
форезом в 7%-ном ПААГ [7]. Содержание белка определяли -по методу Lowry и соавт. [8] и по поглощению растворов при 280 нм _? 
помощью дисульфирама согласно методу Matsuba и соавт ГО1 г L 
поглощения белковых растворов регистрировали на спектпогЬг С"еКТ₽Ы 

«Model-26» и «Acta MIV» фирмы «Beckman». Большинство эототых диаграмм получено с помощью проточной кюветы "«ннонных
cord S» фирмы «LKB» с длиной оптического ПУТИ О֊ ‘UV՛՜
при 276 нм. Спектры ЭПР в виде первой производной " *Нльтром 
3-мм трубках из плавленного кварца при температуре- ™Тр"ровалп в 
«Е-4» фирмы «Varian». УР ,|(а приборе

Результаты и обсуждение
Для экстракции белков .порошок белого вещества вали в 0,01 М ацетатном буфере, pH 6,0, из ра™ **03га суопендиР°՜ 

1 г порошка. Суспензию гомогенизировали в roMCTa ° 41 буФера на 
Эльвехейма, гомогенат перемешивали в течение г.°Ге'иизатоРе Поттера- 
фугировали 80 мин при 6000 g. Прозрачный нал "3 Х0Л0Ду 11 дентРи* 
носили на колонку с ДЕ-52 целлюлозой voanun Оеадочный раствор ци
татным буфером, pH 6,0. Колонку -промывали 2длВеШС1,ИОа аце՜
го и 0,05 М ацетатного буфера. Кислые белки • • МЛ "Орциями исх<>Дно- 
ром. Элюат диализовали -против 0,1 М фосфатцог"°-1РОВаЛИ °’6 М буФе՜ 
вергали гель-хроматографин через колонку с се(Ь° °У*ера’ рН 7,5 " под՜ 
(3,5X70 см), уравновешенную 0,1 М KCI и 0 01 MiT0'՛' G 75 <средний) 
pH 7,5. Из элюционной диаграммы, приведенной ФосФа™ым буфером, 
ление белковой смеси на 3 основные фракции՛"3 Р"С видно Разде՜ 
(ВМ), среднемолекулярную (СМ) и низкомоле -.ВЬ1С0К0М0Лекулярную 
три фракции концентрировали отдельно на д֊улярную (НМ). Все 
вую фракцию элюировали 0,6 М буфером. Элю $ Целлюлозе, белко- 
0,1 М фосфатного буфера и снова подвергали - ТЫ диализовали против 
фракцию—через колонку с сефадексом G-200 ' ^^ХроматогРафии: ВМ 
фракции—через колонку с сефадексом G-75 (свев ?° СМ’’ СМ " НМ 
Все колонки были уравновешены 0,1 М KCI „ РХзонкий) (1,8X52 см), 
феро.м, pH 7,5. Соответствующие элюцион-ные ди ’ М Ф°сФатным бу- 
рис. 2, а, в, с. Дальнейшей очистке подвергалисьГРаММЬ՛ "Риведе1,ы на 
щие фракции, помеченные на рис. 2 стрелками Только медьсодержа-

Для дальнейшей очистки фракции 1 (рис 2ли гель-хроматографию через колонку с сефарозой 6 ДВа'кды прнмсня- 
0,1 М KCI и 0,01 М фосфатным буфером. Конечн • рав1новешен||ук> 
грамма представлена на рис. 3. Гель-фильтрация"" ЭЛк>ВДонная дна- 
через те же колонки-позволила оценить величину цГВИдарт'ных белков 
примерно 500 кД. Оп-иса-н-ная процедура не приводит ^РаК1(11" Равную 
трофоретически гомогенного препарата. Т К Полу,чению эле-к-
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Фракцию 2 очищали вначале гель-фильтрацией через колонку с се
фадексом G-I00 (сверхтонкий), (1,8X50 см), уравновешенную 0,1 МКС! 
и 0,01 М фосфатным буфером. pH 7,5. На элюционной диаграмме 
(рис. 4) указаны примерные величины молекулярной массы, соответ
ствующие трем полученным фракциям. Анализ белковой фракции с 
М 45 кД показал, что она медь не содержит- Остальные две фракции бы
ли объединены и подвергнуты гель-фильтрации через колонку с сефа
дексом G-200 (сверхтонкий), (1,8X52 см), уравновешенную 0,1 М КС1 
и 0,01 М фосфатным буфером. Как видно из элюционной диаграммы 
(рис. 5), выявляются две электрофоретически негомогенные медьсодер
жащие фракции с М 150 и 80 кД.

„ „„.,-ят слабокислые оелки с изоэлектрическойФоакции 1 и 2 содержа՛ >- . . »1 г атому при их очистке использовали фосфатный 
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3' 3 4 " 5 * 7' ““

"“'ки'таТвв^.швз СМ ““У» в «св состввявст

. Г1П1 „„цксодержащий белок (рис. 2, е). Дальнейшую описанный ранее [ фракции 3, полученной из СМ фракции, про
очистку медьс°^РЖгае“ .хроматографии через сефадекс С-75 (сверхтон
кий)'"’ Анионообменной хроматографии на ДЕАЕ-целлюлозе. Для

7 кислых белков колонку с ДЕАЕ-целлюлозой промыва--очистки от менее кисли



ли порциями, буфера с последовательно возрастающей ионной силон 
вплоть до 0,15 М ацетатного буфера, pH 6,0. Многократное повторение 
отмеченных процедур приводило к получению электрофоретически го
могенного белка с М 45 кД, который при электрофорезе движется 'вме
сте с маркером, что указывает на его сильно кислые свойства. Содержа
ние меди в белке составляет 0,4% или 3 атома меди на молекулу белка.

„ Чч-ционные диаграммы при гель-фильтрации через сефадекс 0-200 Рис. 2. Элю'\ . см , ) „ 1-1М (с) фракций—через сефадекс 0-75 
(средний) ВМ п), о (сверхтОнкий)
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Из НМ фракции получается медьсодержащая фракция (также отмечен
ная на рис. 2, с цифрой 3), которая по величине М и содержанта 
меди идентична фракции 3, выделенной из СМ фракции. Выход, 
фракции 3 из СМ фракции (5 мг/1 кг массы сырой ткани) существенно 
отличается от выхода аналогичной фракции из НМ фракции (1 мг), то-

I

Рис. 4. Элюциоииая диаграмма при гель-фильтрации фракции 2 через се
фадекс G-100 (сверхтонкий). I—М>100 кД, ]]—М=80 кД, 111—М=45 кД.
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представлена в СМ фракции и лишь
................. , Г А И ПОП«сть основная часть этого белка представлена и ............. .

незначительная его доля в силу комплексных взаимодействий с более 
низкомолекулярными фракциями обнаруживается в НМ фракции.

При очистке НМ фракции получаются три различные медьсодержа
щие фракции (рис. 2, с). Одна из них (фракция 5) оказалась описан
ным нами ранее нейрокупреином [3]—крайне кислым белком с М око
ло 10 кД, содержащим один атом меди па молекулу.

При очистке
щие фракции

анаграмма при гсль-фильтрацив фракции 2 через се- 
Эл'°а"°о.900 (сверхтонкий). 1—М=150 кД, 11-44=80 кД.Рис. 5.

фадекс

Для очистки фракции 4 также многократно-грацию через сефадекс 0-50 (сверхтонкий) ц . "Р|1ме»яли гсль-филь- 
графию на ДЕ-52 целлюлозе- После промыва ‘1ВВ°|,о°о՝|енную хромаю- 
люлозой 0,1 М ацетатным буфером удалось по'-' Колонки с ДЕАЕ-цел- 
чески гомогенный белок с М 18 кД. Миграция к՝՜ ЧИТь электрофорети- 
с маркером при анионообменной хроматограф елковой полосы вместе 
сильно кислых свойствах. Содержание меди ' ^ВИДетельствует о его 
ны-м 0,4%, что соответствует 1 атому меди на ь/ °СЛКе адазалось рав-

Симметричная форма конечных элюциОниы°ЛеКулу белка- 
фореграммы медьсодержащих фракций 3, 4 и 5'\ДиагРамм и электро- 
высокую степень очистки этих фракций. Основнн Р"С' 6> Указывают ча 
санных медьсодержащих белков приведены в >1е/арактеРистикн опи- 
-медьсодержащих белковых фракций получены в Ублице- Три из пяти 
могенном состоянии. Помимо нейрокупреина (М ы'КТроФ°Ретически го- 
белого вещества мозга содержатся также бочее '<Д) “ ЭКстРа|(те из 
медьсодержащие белки. Одним из вопросов тпРщВЬ1С°КомолекУлярные 
изучения, является возможность образования я Дальнейшего

Тированных форм 
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медьсодержащих белков. Эта проблема может быть разрешена путем 
сравнения аминокислотных составов полученных белков.

Таблица
Характеристика пяти медьсодержащих фракций из головного мозга

Фракция М 
(кД)

Электрофоретиче
ская гомогенность

Содержание меди

о, число атомов на
молекулу

Содержание белка 
в 1 кг сырой 

ткани (мг)

I 
О 
.3 
4 
5

500
150

45
18
10

не гомогеи. 

гомогенный

не определяли

0,4 ' "З
0,4 1
0,7 1

нс определяли

6 ’
9

20

В трех электрофоретпчески гомогенных белках обнаружен сигнал 
ЭПР. принадлежащий к типу 2 [Ш и свидетельствующий о том, что 
медь в этих белках (М Ю, 18 и 45 кД) находится в двухвалентном 

__„„„ Подообное изучение физико-химических парамагнитном состоянии, нодриип i -г
свойств этих фракций, дальнейшая очистка более высокомолекулярных 
фракций (М 150 и 500 кД) и их последующее исследование позволят 
.„ать обоснованные предположения оо их возможной онологиче- 

„ ~՜ о ппемя неясно, аналогичны ли полученныеской функции. В настоящее времяч - , „„ ,,, мОзга крупного рогатого скота медьсо-нами медьсодержащие белки из мия« > - <■нами мед с д i п других тканей крысы, описанным
держащим фракциям из.печени и др;
Norton, Heaton [12].

паями 11 электрофореграммы медьсодержащихРис. 6. Элюциоиные ди‘" . и 5 (1։) На последней стадии очистки 
фракций 3 (а), 4 14

полученные нами медьсодержащие белки мозгаТ аким образом, все 'аМ Слабо кислые фракции, как оказалось, 
принадлежат к кислым‘ ащпе белки, в частности фермент суперок-
также содержа։ медь й медьсодержащей белковой фракции не бы- 
сиддисмутазу [9]. Ни а эмстракта М0зга.
ло выявлено среди основных 1
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SOLUBLE METALLOPROTEINS OF BRAIN. COPPER-CONTAINING 
PROTEINS FROM WHITE MATTER OF BRAIN

SHAROYAN S. G., NALBANDYAN R. M.
Institute of Biochemistry, Armenian SSR Academy of Sciences, Yerevan

Five acidic copper-containing protein fractions with M 10, 18, 45, 
150 and 500 kDa were purified from the extract of bovine brain white 
matter (the first three ones in electrophoretically homogeneous state). 
EPR-spectra and copper content of these fractions were assayed. Besi
des them there is a cuprozinc superoxide dismutase in the weakly 
acidic fraction. No copper was found in the basic protein fractions.
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