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Кафедра биофизики и биохимии Днепропетровского госунпверситета

Исследуемые структуры мозга по возрастанию активности амииотрипептндазы 
располагаются в следующей последовательности: передние корешки, белое вещество, 
задние корешки спинного мозга, белое вещество больших полушарий, задние рога, 
передние рога поясничного утолщения, серое вещество больших полушарии, мозже
чок. Активность амииотрипептндазы выше во фракции глиальных клеток в 1,5 раза 
по сравнению с нейрональной. Фермент обнаруживается во всех фракциях суб
клеточных структур (митохондриальной, синаптосохЛюн, микросомной, миелиновой и 
растворимой), полученных из серого вещества больших полушарий. Субмнтохон- 
дриальпые фракции очищенных митохондрий (наружные, внутренние мембраны, 
матрикс и межмембранное пространство) различаются по уровню активности амп- 
нотрипептидазы.

Открытие нейропептидов и выяснение их функций вызвало инте
рес к изучению протеолитических ферментов как факторов, опреде
ляющих уровень пептидов в мозгу и систем, в определенной степени 
обеспечивающих функционирование пептидергических нейронов. Счи
тают, что генез физиологически активных белков и пептидов осущест
вляется преимущественно пептндгидролазами с трипсиноподобной спе
цифичностью действия [1]. Что же касается ферментов, участвующих 
в деградации нейропептидов, то здесь невозможно отдать предпочте
ние какой-то определенной группе пептндгидролаз с той или иной спе
цифичностью действия. По-вндимому, спектр ферментов, участвующих 
в инактивации и особенно в полной деградации пептидов, более широк 
и включает как эндо-, так и экзопептидазы [2—6]. Среди экзопепти
даз мозга наиболее активна Ееи-С1у-С1у-аминопептидаза. Показано, 
что аминотрипептидазная активность в различных отделах головного 
мозга крыс выше эндопептидазной активности в 20—60 раз [7, 8]. 
Функциональная роль аминотрипептидазы в мозгу остается не ясной.

В представленной работе изучали региональное, клеточное рас
пределение, субклеточную и суборганоидную локализацию аминотри
пептидазы (субстрат Беи-Оу-Оу) нервной ткани кошек.
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Материалы и методы
Опыты проводили на животных обоего пола. После декапитации извлекали 

головной и спинной мозг и помещали в охлажденный 0,25 М раствор сахарозы. За
тем мозг очищали от оболочек и кровеносных сосудов, промывали в 0,25 М са
харозе, удаляли её остатки фильтровальной бумагой и разделяли на соответствую
щие отделы и структуры. При исследовании регионального распределения фермента՝

процеживание 
через нейлоновое
(283м км) и
ме таллические 
(НО, 36 мим) сита

процеживание____
через сито - 36 мим

42000д 
30мин

15мл среда 
суспендирования

6мл

\^5мл/

ЗОУофикал 42000у 
30 мин

1,2М сахароза 1ХБСА
1,65М сахароза
ГХ.БСА

15мл

6мл

^Т^рёзсиго-56МХМ 
суспензия клеток 
глии в 10% риколе

_______ 45000у ,
90мин

1М сахароза

5мл 15М сахараза

.миелин
6мл

5мл։

глия нейроны капилляры 
нейроны

15мл

15мл

нейроны
6мл

1,75М сахароза5мл

объединенная 
суспензия 
нейронов

4200'Оу 130мин

суспензия 
нейронов' 
в 052М 
сахарозе
1М сахароза

1М сахароза
1КБСА
1/5Мсахараза
17. БОА

нейроны

Рис. 1. Схема выделения обогащенных нейрональной и глиальной фрак
ций из серого вещества головного мозга кошек.

его активность определяли в цельном гомогенате, приготовленном на 0,25 М саха
розе в соотношении 1:10 (вес/объем) и в растворимой фракции, которую получали; 
центрифугированием гомогената при 90 000 д в течение 60 мни.

Обогащенные фракции нейронов и глии получали из серого вещества больших 
полушарий головного мозга по методу 5еШп£ег и соавт. [9] в модификации Флёро-
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Рис. 2. Микрофотографии обогащенных фракции нейронов (а) и глии 
(б), выделенных из серого вещества больших полушарии головного 

мозга кошек (X 900).



Рис. 3. Электронные микрофотографии очищенных митохондрий (а), на
ружных (б) и внутренних мембран (в) митохондрий, полученных из 
серого вещества больших полушарий головного мозга кошек (мито
хондрии— У 75 000, фракции наружных и внутренних мембран—Х48 ООО).



ва [10]. Схема выделения обогащенных нейрональной и глиальной фракций пред
ставлена на рис. 1. Количественный выход по белку для фракции нейронов состав
лял 2,2, для нейроглии—21,8 мг/1 г ткани мозга Контроль чистоты фракций прово- 
дили микроскопически (рис. 2).

Субклеточное фракционирование осуществляли по методу Whittaker и соавт. [11] 
в модификации Шаинской и соавт. [12]. Были получены следующие субклеточные 
фракции: митохондриальная, спнаптосо.мпая, миелиновая и две подфракции микро
сом, обозначенные нами как Р։ и Р2. Р։ микросомную фракцию получали центри
фугированием постмптохондриальной фракции при 17 000 g в течение 30 мин, а 
Р2 путем последующего центрифугирования надосадочной фракции при 100 000 g 
в течение 60 мин. Чистоту субклеточных структур оценивали энзиматически, опре
деляя активность сукцинатдегидрогеназы [13], глюкозо-6-фосфатазы [14] и холин
эстеразы [15].

Очищенные митохондрии получали из серого вещества больших полушарий по 
методу Панченко и соавт. [16]. Наружные и внутренние мембраны митохондрий 
разделяли в градиенте плотности сахарозы методом Sottocasa и соавт. [17]. Ка
чество разделения мембран контролировали электронномнкроско-пически (рис. 3), 
а также путем определения активности МАО [18] и цитохромокспдазы [19].

Активность аминотрпиептидазы определяли методом Marks, Lajtha [20] 
в нашей мпкромодификашш. Инкубационная смесь состояла из 60 мкл 0,143 М ме- 
Динал-ацетатного буфера, pH 7,6, 20 мкл водного раствора субстрата (Leu-Gly-Gly) 
в конечной концентрации 5X10-JM и 40 мкл препарата фермента. Пробы инкуби
ровали в течение 30 мин при 37°. Реакцию останавливали добавлением в среду 
инкубации 60 мкл 5%-пой ТХУ. В контрольные пробы ТХУ вносили перед добавле
нием субстрата. Осадок отделяли центрифугированием при 1000 g в течение 15 мин. 
На цветную реакцию отбирали 60 мкл ТХУ-центрифугата, переносили в пробирку, 
куда затем добавляли 1 мл нингидрппглицериновой смеси (1 часть 0,85%-ного 
раствора нингидрина на 0,5 М цитратном буфере, pH 5,5 и 2 части глицерина). 
Пробы тщательно перемешивали и помещали на 12 мин в кипящую водяную баню, 
затем охлаждали до комнатной температуры и колориметрировали на ФЭК 
(Л 570 нм). Активность фермента выражали в мкмоль аминогрупп, освободившихся 
в присутствии фермента за 60 мин инкубации при 37° в расчёте на 1 мг белка фракции 
или 1 мг свежей ткани. Белок определяли по методу Lowry и соавт. [21]. Резуль
таты опытов обрабатывали статистически методом малых выборок [22].

Результаты и обсуждение

Региональное и клеточное распределение аминотрипептидазы

Данные, полученные при изучении регионального распределения 
амипотрнпептидазы свидетельствуют о том, что содержание фермен
та неодинаково в функционально и морфологически различных отде
лах и структурах нервной ткани (табл. 1). По возрастанию актив
ности фермента они располагаются в следующей последовательности: 
передние корешки, белое .вещество, задние корешки спинного мозга,, 
продолговатый мозг, белое вещество больших полушарий, задние 
рога, передние рога поясничного утолщения, серое вещество больших 
полушарий, мозжечок. Активность фермента коррелирует с содержа
нием белка в соответствующих структурах мозга и скоростью его 
обмена [23], что связано, по-видимому, с участием аминотрипептида
зы в процессах белкового катаболизма. Показано также, что актив
ность фермента выше в отделах, характеризующихся скоплением кле
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точных элементов. В структурах, образующих проводящие пути, его 
активность несколько ниже. По величине У. А. фермента различия 
между исследуемыми отделами менее выражены, то есть соотношение 
фермент/белок в структурах нервной ткани колеблется незначительно. 
Несколько выделяется мозжечок, где У. А. аминотрипептидазы выше 
по сравнению с другими отделами и структурами.

Установили, что активность аминотрипептидазы в задних кореш
ках спинного мозга выше, чем в передних. Очевидно, афферентные 
и эфферентные пути различаются по содержанию в них пептидгидро- 
лаз. Более высокая активность в задних корешках по сравнению с 
передними показана ранее для дипептидгидролазы [24].

Определение активности аминотрипептидазы в растворимой фрак
ции соответствующих отделов и структур показало, что фермент на
ходится в нервной ткани в двух формах—растворимой и связанной 
с мембранами субклеточных структур. Причем их соотношение в ис
следуемых структурах и отделах различно. Почти все структуры пояс
ничного утолщения спинного мозга содержат примерно одинаковые 
количества растворимой и связанной форм. Высшие отделы мозга, в 
основном, характеризуются более высоким содержанием растворимой 
формы фермента. Здесь же необходимо отметить, что доля раствори
мой формы аминотрипептидазы выше в структурах, представленных 
проводящими путями и глиальными элементами (белое вещество 
больших полушарий, продолговатый мозг), в то время как в сером 
веществе больших полушарий и мозжечке соотношение растворимой 
и связанной форм примерно одинаково.

Полученные, данные о локализации аминотрипептпдазы согласуют
ся с представлениями об иерархии внутриклеточных пептидгидролаз, 
если предположить, что роль этого фермента заключается в деграда
ции низкомолекулярных пептидов, накапливающихся в клетке по 
мере действия на белки клеточных эндопептидаз. Функции аминотри
пептидазы, не связанные с катаболизмом пептидов, на сегодня не 
известны.

Определенный интерес в понимании роли аминотрипептидазы 
представляют данные о распределении фермента между клеточными 
элементами нервной ткани. В наших опытах показано, что его актив
ность в обогащенной фракции глиальных клеток, полученных из се
рого вещества больших полушарий, составляет 0,95+0,06 мкмоль, 
что в 1,5 раза выше по сравнению с активностью в нейрональной фрак
ции—0,62±0,03 мкмоль. Анализируя данные по активности фермента 
в обогащенных фракциях нейронов и глии, необходимо отметить, что 
уровень её в два раза ниже, чем в сером веществе, из которого полу
чали нейроны и глиальные клетки. Возможно, что в процессе фрак
ционирования происходит частичная инактивация. Или же (и) часть 
фермента ассоциирована с теми структурными компонентами мозга, 
которые отходят по мере очистки нейронов и глии. Различие в актив
ности аминотрипептидазы между нейрональной и глиальной фрак-
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Таблица 1
Активность аминотрипептндаэы в функционально и морфологически различных 
отделах и структурах нервной ткани кошек (в мкмоль аминогрупп, освободившихся 

за 60 мин инкубации, в расчете на 1 мг белка и 1 мг свежей
■ ткани; средние данные 6—9 опытов).
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ниями можно объяснить, исходя из возможной специфической роли 
данного фермента. Если предположить, что аминотрипептидаза при
нимает участие в специфической инактивации определенных пептидов 
(нейротрансмиттеров, нейромодуляторов), то преимущественная ло
кализация этого фермента в глии является в некотором роде отраже
нием особенностей межклеточного распределения ферментных систем 
обмена нейромедиаторов. Так, например, известно, что ферменты син
теза АХ локализованы в нейронах, в то время как АХЭ, наоборот, 
большей частью обнаруживается в глии [25]. Более высокая актив
ность аминотрипептидазы в глиальной фракции, возможно, связана 
и с тем, что глиальные элементы, являясь компонентом ГЭБ, обеспе
чивают, благодаря высокой пептидазной активности, защиту нейронов 
от воздействия физиологически активных пептидов, которые могут 
привноситься в мозг с кровью. ;

Субклеточная и суборганбидная локализация ;
аминотрипептидазы

Субклеточные структуры получали из серого вещества больших 
полушарий. Как было показано (табл. 1), в сером веществе прибли
зительно 50% аминопептидазной активности ассоциировано с мембра
нами субклеточных структур. Активность фермента определяли в ми
тохондриальной, синаптосомной, двух микросомных и миелиновой 
фракциях. Результаты опытов представлены в табл. 2.

Анализ данных по активности маркерных ферментов позволяет ' 
сделать заключение об относительно высокой степени чистоты полу
денных фракций субклеточных структур. Так, наибольшая активность 
сукцинатдегидрогеназы—маркерного фермента митохондрий—обнару
живается в митохондриальной фракциил.АХЭ имеет четко выраженную 
синаптосомную локализацию. Активность глюкозо-6-фосфатазы со
средоточена во фракциях микросом.

Аминотрипептидаза обнаруживается во всех субклеточных фрак
циях, однако уровень её активности различен (табл. 2). Самая низ
кая активность обнаружена в миелиновой фракции. Значительно 
бол'ее высокая активность фермента выявлена во фракциях микро
сом и митохондрий. Функции мембраносвязанной формы аминотри- 
пепгидазы в клетке в значительной степенй определяются её компарт- 
меитализацией. Микросомная форма фермента, возможно, принимает 
участие в процессах՜ модификации синтезированных белков [26]. В 
синаптосомной фракции, например, обнаружено несколько разли
чающихся по свойствам аминопептидаз, гидролизующих энкефалины 
[27,28].

Как было показано (табл. 2), митохондриальная фракция отли
чается высоким содержанием аминотрипептидазы. Представляло ин
терес изучение субмитохондриальной локализации фермента. Для
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этой цели из серого вещества больших полушарий были получены 
очищенные митохондрии, которые затем обрабатывали ультразвуком 
и суспензию мембран разделяли центрифугированием в градиенте

Таблица 2.
Удельная активность аминотрипептидазы и относительная удельная активность 

маркерных ферментов* в субклеточных фракциях серого вещества больших
_ полушарий головного мозга кошек

Ферменты 

и

Фракции

митохонд
риальная

синапто- 
сомная

микросомная
миелино

вая1 2

Амипотрипептидаза 
Сукцинатдегидро

геназа
Ацетилхолпнэстераза 
Глюкозо-6-фосфатаза

5,14+0,10
3.80д:0,55

0,340+0,014
1,24+0.20

2,20+0,14
1,50+0,05

7,30+0,18
1,90+0,05

3,02+0,18 
0,48+0,01

3,15+0,22 
2,40+0,40

2.58+0,02 
0.74+0,08

2,90+0,15
3,35+0,30

0,54±0,04 
0

0
О.бЭ+О.Ю՛

плотности сахарозы на фракции, содержащие наружные и внутренние 
мембраны. При этом была получена также растворимая фракция, 
которая включала содержимое матрикса митохондрий и межмембран
ного пространства. Электронномикроскопические фотографии сви-

Рис. 4. Активность аминотрипептидазы в очищен
ных митохондриях мозга кошек и субмитохон- 
дрнальных фракциях~~(в мкмоль аминогрупп 
за 60 мин инкубации в расчете на 1 мг белка). 
1 —очищенные митохондрии, 2 — внутренние
мембраны, 3—наружные мембраны, 4—раство
римая фракция (матрикс и межмембранное 

пространство).

Детельствуют о высокой степени чистоты полученных митохондрий и 
качественном разделении мембран (рис. 3), на что указывают и дан
ные определения активности маркерных ферментов. Так, активность 
МАО в наружных мембранах составляет 36,9±2,0 условных спектро
фотометрических единиц в расчете на 1 мг белка: во фракции внутрен
них мембран—6,5±0,3 единиц. Активность цитохромоксидазы во 
фракции внутренних мембран выше в 3 раза по сравнению с наруж
ными и равна 18,2±0,6 и 5,6±0,2 условных спектрофотометрических 
единиц/мг белка соответственно.

* Активность аминотрипептидазы (мкмоль а.миногруюп/мл белка/г), сукцинат
дегидрогеназы (мкмоль сукцината/мг белка (г), АХЭ (мкмоль АХ/мг белка/г) и 
глюкозо-6-фосфатазы (ммоль Р(/мг белка/мин).

123



Данные, касающиеся исследования активности аминотрипепти
дазы в очищенных митохондриях и субмитохондриальиых фракциях 
приведены на рис. 4. Субмитохондриальные фракции различаются 
между собой по активности аминотрипептидазы. Самая высокая У. Л. 
обнаружена в растворимой фракции (содержимое матрикса и меж
мембранного пространства), несколько ниже она во фракции наруж
ных мембран. Величина У. А. фермента во фракции внутренних мемб
ран в 4 раза ниже по сравнению с таковой наружных мембран.

Особенности локализации аминотрипептидазы в компартментах 
митохондрий связаны с определенными функциями данного фермента. 
По-видимому, митохондрии имеют полный набор как экзо-, так и 
эндопептидаз, в совокупности обеспечивающих и процессинг синтези
рованных и распад «отработанных» митохондриальных белков до 
■свободных аминокислот [29, 30].

REGIONAL, CELLULAR, SUBCELLULAR AND SUBORGANOIDAL 
DISTRIBUTION OF AMINOTRIPEPTIDASE. IN CAT NERVOUS

TISSUE

GENGIN M. T„ MELESHKO V. I., REVA A. D.

Chair of Biophysics and Biochemistry, State University. Dnlepropetrovsk

Regional, cellular (neuronal and glial) distribution, subcellular and 
suborganoidal localization ol aminotripeptidase in cat brain was studied. 
The order of increasing enzyme activity in different areas of CNS is as 
follows: radix anterior of the spinal cord, white matter, radix posterior 
of the spinal cord, medulla oblongata, white matter of the big hemisphe
res, cornu posterior, cornu anterior of eminentia lumbalis, grey matter of 
big hemispheres, cerebellum. The activity of aminotripeptidase is 1,5- 
fold higher in the glial fraction than in neurons. All subcellular fractions 
studied exert enzyme activity, the maximal activity is detected in the 
mitochondrial fraction. The submitochondrial distribution of aminotripep
tidase activity is different.
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