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Глиальный фибриллярный кислый белок (GFAP) .присутствует в 
ткани мозга в 2-х формах: растворимой в нейтральных и слабощелоч
ных растворах (мономерная форма) и нерастворимой (в составе астро
глиальных промежуточных филаментов) [1, 2]. Еще в первых работах 
по GFAP было показано, что даже непродолжительное хранение ткани 
мозга или препаратов белка приводит к значительному автолизу (дег
радации) специфического белка, выявляемому электрофорезом в ПААГ 
в присутствии DS-X’a [3]. В дальнейшем оказалось, что в ткани мозга 
присутствует специфическая Са2 +-зависимая система деградации бел
ков цитоскелета (GFAP, триплета белков нейрофиламентов, белков, ас
социированных с микротрубочками) [4].

В данной работе было изучено действие очищенных препаратов ли- 
зосомного катепсина D из мозга человека in vitro на различные формы 
GFAP. (растворимую и находящуюся в составе промежуточных глиаль
ных филаментов) с целью выяснения возможности участия лизосом 
мозга в обмене белков промежуточных филаментов.

Выделение и очистку катепсина D из мозга человека (проводили, 
как описано ранее [5], с тем отличием, что в качестве специфического 
сорбента использовали пепстатин-сефарозу [6]. Препараты раствори
мой формы и филаментного GFAP, которые использовали в опытах по 
изучению их деградации катепсином D, получали .по схеме, представ 
ленной на рис. 1. Поскольку катепсин D активен при кислых значениях 
pH, при которых GFAP нерастворим, субстратом служила суспензия 
GFAP в цитратном буфере с соответствующим значением pH.

Деградацию препаратов GFAP осуществляли следующим образом: 
к 0.2 мл суспензии соответствующего препарата GFAP (42 мкг белка— 
растворимый препарат; 850 мкг белка—-филаментный препарат) до
бавляли 0,05 мл (2,5 мкг белка) очищенного препарата катепсина D 
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из мозга и инкубировали при постоянном встряхивании в те
чение различных промежутков времени при 37° и соответст
вующем значении pH. Реакцию останавливали добавлением 10 мкл 
раствора попстатина (40 мкг в 1 мл). Контрольные пробы, 
содержащие пепетатин, также инкубировали при 37°. По окон
чании инкубации к пробам добавляли по 2 мл 0,1 М Ыа-фосфатно- 
го буфера, pH 8,6. Таким способом оставшийся иедеградироваиным՜

Рис. 1. Схема получения растворимого (я.) и филаментного (б) препара
тов ОЕАР для изучения деградации ОГАР катепсином 13. Ткань—белое 
вещество больших полушарий мозга человека. Н—гомогенат; 5—супер
натант; Р—осадок; No. ФБ—натрий-фосфатный буфер; Л'о ЦБ—Ма- 

цитратвып буфер.

растворимый СРАР или солюбилизированный филаментный СРАР пе
реводили в растворимую форму. Продукты деградации СРАР катепси- 
ном О регистрировали ракетным и-ммуноэлектрофорезом, как описано 
ранее при изучении деградации нсироспецифическото гликопротеина 
Д2 [7].
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Выделение и очистку GFAP проводили по Dahl и соавт. [8]. После 
первой экстракции GFAP щелочным буфером (pFL80) следовало осаж
дение белка при pH 4,7, очистка хроматографией на гидроксилаиатите 
и высаливание 30% (ио насыщению) сульфатом аммония. Моноспеци- 
фическую антисыворотку получали, как описано нами ранее для гли
копротеина Д2 [9].

Пример ракетного иммуноэлектрофореза, используемого для ре
гистрации продуктов деградации растворимой формы GFAP, представ
лен на рис. 2, а. Деградация растворимого GFAP протекает нелинейно

Рис. 2. Деградация растворимого (а, б. в) и филаментного (г) СЕАР 
очищенным препаратом катепсина О. а—ракетный иммуноэлектрофорез. 
Антитела—кроличья мсноспецифнческая антисыворотка к СЕАР (8.7 мкл 
в 1 см2 геля). /—контроль с пепстатином; 2, 3 и 4—.по 5 мкл инкуба
ционной пробы через 1, 2 и 3 ч инкубации при pH 3,0 соответственно; 
б—зависимость скорости деградации СЕАР от времени инкубации. По 
оси абсцисс время инкубации (мин). По оси ординат—количество СЕАР 
(в % °т контроля). За 100% принято исходное количество СЕАР, изме
ренное по площади иммунопреципитата, соответствующего препарату 
СЕАР, не подвергавшегося деградации. Условия инкубации те же, что 
и на рис. 2, а, в—зависимость скорости деградации растворимого препа
рата СЕАР катепсином □ от pH среды инкубации. По оси абсцисс—ве
личина pH. По оси ординат—количество СЕАР (.в % от контроля). Время 
инкубации—60 мин; г—деградация филаментного СЕАР катепсином П. 
По оси абсписс—время инкубации. По осп ординат—.количество .раство
римого СЕАР (в % от контроля). За 100% принято количество СЕАР, 

солюбилизирующееся при инкубации препарата филаментного белка в
присутствии пепстатина. Условия инкубации указаны в тексте

во времени (рис. 2, б). Через 3 ч инкубации остается недеградирован
ным около 50% растворимой формы ОРАР. Максимальная деградация 
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растворимой формы СРАР отмечается при кислых значениях pH (2,5— 
3.0) (рис. 2, в). При pH 5,0 катепсин О практически не действует на 
растворимый СРАР. Активность фермента .при pH ниже 2.5 нами не 
определялась, поскольку известно, что при таких кислых значениях pH 
катепсин О инактивируется [10]. Среди иммунохимически выявляемо
го СРАР после его инкубации с катепсином О при pH 5,0 могут быть 
и продукты ограниченного протеолиза, иммуноэлектрофоретически неот
личимые от интактных молекул. Поэтому представленные данные дают 
возможность ссдить только об оптимуме pH гидролиза СРАР катепси
ном П до продуктов, которые теряют свою иммупореактивность. Изве
стно, что другой белок цитоскелета клеток мозга—тубулин—также в 
растворимой форме легко гидролизуется катепсином Э. Однако опти
мум pH такого гидролиза, в отличие от деградации ОРАР. равен 5.8. 
хотя при pH 3.2 гидролиз тубулина также имеет место, но протекает с 
более низкой скоростью [П]-

При изучении деградации филаментного ОРАР (рис. 2, г) иммуно
электрофоретически выявлялись только те из продуктов деградации, 
которые теряли связь с филаментами и становились растворимыми при 
pH 8 0 Это связано с тем, что при получении препаратов филаментно
го ОРАР весь растворимый белок был предварительно тщательно отмыт 
- - -,.жопа .пои pH 8,0 (рис. 1, б). Таким образом,большими ооъемами буфера •ири и > ч > э ։

„„„„ чяпии при кислых значениях pH и послс- белок, который после деградации в 1
„^ипым буфером регистрировался иммуноэлек- дующеи экстракции щелочным н 1 1 в 1

, ,, „„„ч-тапляп собой солюоилизированиый из фила-трофоретически, представлял ■֊ 1 в
ментов ОРАР. Данные, .представленные на рис. 2, г. показывают, что 
деградация филаментного ОРАР очищенными препаратами катепси
на О из мозга человека приводит к солюбилизации ОРАР, .появлению 
растворимой при pH 8,0 иммунореактивной формы белка. Так же, как 
и в случае растворимой формы ОРАР, деградация филаментного белка 
интенсивнее протекает при более кислых значениях pH. При pH 3.0 
скорость протеолиза была выше, чем при pH 4,0 (рис. 2. г). Деграда
ция филаментного белка проводилась в течение 30-60 мни, поскольку 
удлинение времени инкубации приводит к разрушению накапливаю
щейся солюбилизированной формы СРАР катепсином Э. В отличие от 
СРАР другой белок .цитоскелета-туоулин мозга, находясь в нераст
воримой форме, был устойчив к действию катепсина О [12].

Таким образом, катепсин О мозга т иИго не только вызывает дег
радацию растворимой формы белка глиальных промежуточных фила
ментов СРАР. но и способен осуществлять протеолитическую модифи
кацию филаментного белка, приводящую к появлению растворимой 
формы СРАР.
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BREAKDOWN OF GLIAL FIBRILLARY ACIDIC FROTEIN (GFAP) 
BY BRAIN CATHEPSIN D. IMMUNOCHEMICAL STUDY

SCHEVCHENKO G. M.. BUNIATIAN G. H., BEREZIN V. A.

Dnepropetrovsk State University, Institute of Biochemistry. Armenian 
SSR Academy of Sciences, Yerevan

To reveal the products of GFAP breakdown by human brain cat
hepsin D rocket immunoelectrophoresis was used, pl I-optimum of deg
radation of the soluble form of GFAP was 2,5 — 3,0. It was not possible 
tto reveal immunoreactive products of GFAP breakdown at pH 5.0. The 
breakdown of insoluble (filamentous) GFAP at pH 3.0 —4.0 revealed 
immunoreactive and solubilizing at pH 8,0 GFAP, as a result of pro- 
eolytic modification of glial intermediate filaments.
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