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В последние годы возрос интерес к изучению культур высших ба 
зидиальных грибов как источников биологически активных соедине
нии, в том числе протеиназ, обладающих фибринолитическим и тром
болитическим действием (').

Исследования литического действия ферментного препарата из ба
зидиомнцета Coprinus 7N при экспериментальном тромбозе показали, 
что данный препарат вызывал отчетливую стимуляцию фибринолити
ческой системы и обладал прямым тромболитическим действием. Не
видимому, в механизме наблюдаемых явлений определенное значение 
имеет как непосредственное фибринолитическое действие препарата, 
так и возможная активация эндогенного плазминогена (2).

Настоящая работа посвящена изучению компонентного состава 
ферментного комплекса базидиомнцета Coprinus 7N, проявляющего 
высокую протеолитическую активность по гидролизу фибрина.

Материалом исследования служил культуральный фильтрат выс 
шего оазидиального гриба штамма Coprinus 7N из коллекции Ботани
ческого института им. В. Л. Комаров! АН СССР (Ленинград). Куль
туру выращивали в течение 120 ч при 264’С на круговой качалке (120 
об/мин) в колбах Эрленмейера объемом 1 л, содержащих 0,15 л глю
козо-пептонной питательной среды (3).

Определение активности сериновой протеиназы проводили но гид
ролизу хромогенного пептидного субстрата Z-Ala-Ala-Leu-pNА (4). ак
тивность металлопротеиназ определяли по гидролизу синтетического 
пептидного субстрата DNP-Gly-Gly-Val-Arg (5). Протеолитическую ак
тивность определяли также по гидролизу азоказеина (6), фибрина (7), 
искусственных тромбов (8), а также по свертыванию молока (®).

Диск-электрофорез проводили в 7.5%-ном полиакриламидном ге
ле с pH разделения 9,5 по методу Девиса (|0). Электрофорез проводи
ли в стеклянных трубках (4ХИ0 мм) в течение 4—4,5 ч при силе то
ка 4 мА на трубку при 4°С. Электрофоретическую подвижность опре
деляли относительно маркера—бромфенолового синего. Окрашивание 
белковых зон проводили 0,5%-ным раствором кумасси бриллиантового 
голубого G—250 в 30%-ной грихлоруксусиой кислоте в течение 10 мин. 
Избыток красителя удаляли промыванием юля 7,5%-ной уксусной 
кислотой. Сканирование гелей проводили при 033 нм на прибор*’ 
Ultroscan XI. Laser Densitometer фирмы LKB (Швеция). 
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Для определения локализации протеиназ в полиакриламидном ге
ле после электрофореза последние разрезали на сегменты длиной Змм 
Затем в каждом сегменте определяли протеолитическую активность 
по гидролизу соответствующих субстратов в 50 мМ трис-HCI буфере, 
pll 8,5, содержащем 2 мМ CaCla, вышеуказанными методами.

Гель-фильтрацию проводили на колонке (1,6X70 см) с сефадек
сом G 75 (сверхтонкий), предварительно уравновешенной 50 мМ 
трис-HCI буфером, pH 8,0, содержащим 0,15 М NaCl и 2 мМ СаСЬ. 
Для определения молекулярной массы з качестве белковых стандар
тов использовали калибровочный набор фирмы Pharmacia (Швеция/. 
Свободный объем колонки определяли с помощью голубого декстран-։, 
а полный объем—с помощью CuSO^.

Нами впервые обнаружено, что культуральный фильтрат базидио 
мицета Coprinus 7N содержит протеиназы, проявляющие фермента
тивную активность ио гидролизу специфических синтетических хромо
генных пептидных субстратов субтнлизнниподобных сериновых протеи
наз и термолизиноподобных металлопротеиназ, соответственно, Z-\1а- 
Ma Leu-pNA и DNP-Uly-Gly-Va-A g. Исследуемый культуральный 
фильтрат проявляет также высокую протеолитическую активность по 
гидролизу белковых субстратов—казеина, фибрина, искусственны . 
тромбов, обладает высокой молокосвертывающей активностью.

Изучение динамики роста культуры Ccprinus 7N и кинетики на
копления протеиназ показало, что накопление активности протеина з, 
гидролизующих Z• А!а-Ala-Leu-рКА, казеин, фибрин и тромбы, по 
времени совпадает с накоплением биомассы, достигая .максимума в 
конце логарифмической фазы роста (рис. 1). В дальнейших исследо 
вапиях использовали культуральный фильтрат, выращенный до начала 
стационарной фазы роста.

Рис. 1. Динамика накопления протсолнтнчсскон 111 “ ь>ЛЬ
тура льном фнльтр-те СоргШиа 7И по гидролизу: '֊казенна 
м/мл), 2- тромбов (Ав, уел. ед), 2-фнбрнна (Аа. усл с
хромогенного субстрата З-Ма .\ia-Lcu-pNA (А„ ед/мл).

са (г/л)
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Исследование влияния на ферментативную активность культу
рального фильтрата Сорппиз 7N ингибиторов сериновых и металло
протеиназ, соответственно фенилметилсульфонилфторнда и 1,10-фе- 
нантролина, показало, что одновременное использование этих реаген
тов приводит к полному блокированию ферментативной активности 
протеиназ, активных по гидролизу фибрина, азоказенна, 7-л.1а-Л1а- 
-Гси-рХЛ и свертыванию молока при pH 8.0 (таблица). Таким обра
зом, в гидролизе фибрина и азоказеина в слабощелочной среде основ
ное участие принимают протеиназы двух типов—металлопротеиназы 
и сериновые протеиназы. Вклад этих ферментов примерно одинаков и 
составляет, соответственно, 42 и 30% от общей протеолитической ак
тивности по гидролизу азоказеина. Интересно отметить, что .молохо
свертывающая активность полностью блокировалась под действием 
5 мМ фенилметилсульфонилфторнда, в то время как 10 мМ 1,10-фе- 
нантролина не оказывали ингибирующего действия. Последнее свиде
тельствует о том, что молокосвертывающая активность обусловлена 
наличием в культуральном фильтрате Сорппиэ 714 сериновой протеи
назы.

Ингибирование протеиназ культурального фильтрата prlnu* 7N

Ис о и. Г։ культуральный фильтрат

А КТИНПОСТ1. 
-- ---------------------------

фибрин азоказеин

no субпр'там. "о

молоко Z-Ala-Ala- 
Leu-pNA

100 100 ICO юн
Остаточная активность после ингибирования

1,10 фенантролинем (.0 мМ)
Фенн тчетилсульфоиилфторидом 5 мМ) 
1,10 фе >ан ролином (10 мМ) и
фени :■֊ егилсу.п.фо1илфюр пом (5 мМ)

40
72

0

30
42

0

100 
0

0

90 
0

0

Ингибирование проводили при pH 8,5 в течение 30 мин при 20°С.

Электрофорез культурального фильтрата в 7,5%-ном полиакрила
мидном геле при pH разделения 9,5 позволил обнаружить четыре ос
новные белковые зоны, обладающие протеолитической активностью по 
гидролизу азоказеина с Rf 0,19; 0,62; 0,78; 0,82 (рис. 2). Наиболее 
активный по гидролизу азоказеина белковый компонент с R, 0.19 
проявил также наивысшую активность но гидролизу Z-Ala-Ala-Leu- 
рХА Ферментативная активность этого компонента составляла при
близительно 70% от общей активности но данному субстрату. Также 
был обнаружен минорный компонент, пре явивший активность по гид
ролизу Z-Ala-Ala-L u-pNA, который в тех же условиях имел R, 0,62.

Помимо азоказенна и Z-Ala-Ala-Leu-pNА ферменты культураль
ного фильтрата гидролизовали также DNP-(il\-(ily-Vai-Arg. Гидролиз 
этого пептида с расщеплением связи Cily-Val характерен для метал
лопротеиназ, например таких, как термолнзин из Bacillus thermopro- 
t'Olyti as ("). металлопротеиназы Вас- siibtills (l2J, а также метил- 
л шрог.-ин 1зы г.ыс него базидиомицета Fiammullna veluilpes (”)• Наи-
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.1 -ш/ о р *.) л ентативную 
в юнах с |?г 0,78 и 0,82. 
гн релизу азоказенна.

активность по данному субстрат на Лк т ли 
в которых была обнаружена а-;- -и .о . по

Рис. 3. Фракционирование прог. ни. к л:,- 
турал՛ ого ф/.льтргла Сорггчл 7\ на 
сефадексе С։ 75. <—и< глог.ц-пч.՛ \. ; 
: ՝ | внести по гидро, из) р зз >,д!՝■ и: I, 
о—7-Л1а-А1а-1с11-рЬ1а. г—О.\Р-С11у-61у-

УаЬАгд

Рис. 2. Определение протеолитической ак- 
। п мТ.1 з сег. с::тах пл։ а ал. .и՛ ь •> ։ •. 
треферез;։ культурального ф:։л;,: ,>згз <՝..՝>■ 
.111115 7\. I—поглощение Абэз (сканирован։։!. 
. краии нног 1 геля>. акнеюсти п՛ гн >,» ՛ 
; 2- О^-С1у-(ЛуА’а1-Аг£. 3—А1а-А1а-Ьеи- 

рКА, 4—азоказеина

Субстраты

Ъ- А1 а- А1 а-Ьеи-рЬ*.

Фракции
I II ш

26 кДа 67 к£а 20 «Да

а б В г

ЬКР-С1у-б1у--Агк

а б в г

Азоказеин

KV.II.актнниоеп1 игнбиторов пп ||ротсоли։и,1ескчоРис. I Влияние
гуралыюго фнлир.п • Сорппгь 7 , фр 1КЦ11О11НрО1>аН,Ц,ГО III ч 

нативного фермента. %. о 
дсульфоннлфторпда (- м/ о.фадсксе 0—75, а—активность 

нах актиниостыюсле действия феиилмстн.
1,10 фенантролинч (5 мМ); с—ЭДЬ ( м‘

(I —
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При фракционировании культурального фильтрата Сорппи.ч 7М с по
мощью гель-фильтрации на сефадексе 0—76 обнаружен один пик 
ферментативной активности по гидролизу 2-А1а-АИ-Ееп-рЫЛ (рис. 3). 
Молекулярная масса, определенная для наиболее активной белковой 
фракции (I), равна 26 000. Этой же фракции соответствовала и наивыс
шая активность по гидролизу азоказеина. Активность же по гидролизу 
ОХ’Р-01у-61уЛ а!-Аго в I фракции отсутствовала. Ингибитор серино
вых протеиназ, фенилметилсульфонилфторид, полностью блокирует 
ферментативную активность данной белковой фракции по гидролизу 
азоказеина и 7-А1а-А1а-1еи-р1ЧА. Протеолитическая активность I фрак
ции частично подавлялась ЭДТА и таким ингибитором 2п-зависимых 
металлопротеиназ, как 1,10-фенантрол:!и. При этом ЭДТА в концент
рации 5 мМ подавляла ферментативную активность приблизительно па 
40 %, а 1,10-фенантролнн (5 мМ)—на 10% (рис. 4).

В результате гель-фильтрации также были обнаружены два пика 
активности по гидролизу специфического синтетического субстрата ме
таллопротеиназ—□КР-01у-61у-Уа1-Ат£ (фракции II и III). Ьолсе ак
тивной по гидролизу □1Х1Р-О1у-й1у-\ а1-Агй III фракции соответство
вала молекулярная масса 20000. менее активной II фракции—67 000. 
При этом ферментативная активность данных белковых фракций пол
ностью подавлялась типичными ингибиторами металлопротеиназ— 
ЭДТА и 1,10-фенантролииом в концентрации 5 мМ, в то время как 
фенилметилсульфонилфторид в концентрации 2 мМ не оказывал инги
бирующего действия.

Таким образом, приведенные данные показывают, что высший ба- 
зилномицет Сорппиэ в чистой культуре секретирует по крайней 
мере три протеолитических фермента двух типов—сериновую протеи
назу (фракция I) и две металлопротеиназы (фракции II и III) (рис 
4). Обнаруженные ферменты различаются как по субстратной специ
фичности и отношению к ингибиторам, так и по молекулярной массе и 
электрофоретической подвижности в полиакриламидном геле.

В заключение следует подчеркнуть, что если внутриклеточные и 
внеклеточные металлопротеиназы выделены и изучены у нескольких 
видов высших базидиальных грибов (;՜՛ 1$), то протеиназы серинового 
типа обнаружены впервые.
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որ տվյւպ կուրո ու րւււն ււինթեդում Լ թայ/ Հիմնային մի
ջավայրում բարձր ակտիվություն ցուցաբերող երկու տիպի պրոտեինազներ։ 
Աոաջին տիպին վերաբերվում են թերմոլիզինանման մ ե տ ալ ոպր ոտ ե ինա զ ա ;/> 
սուբստրատր՝ D N P — ( J ly — է J |y — V<l I — Af |Հ ճեղքող երկու մ ե տ։պ ո պր ոտ եի - 
նազներ։ Երկրորդ տիպին վերաբերվում է 26000 մպ. զանգվածով սերինա
յին պրոտեինաղան, որր ճեղքում է u ուր տ իլի զին անմ ան սերինային պրոտհի 
հաղայի յուրահատուկ սինթետիկ պեպւոիգային սուբստրւստր՝ /. — Ala — Mil — 
Leu—pNA.

Բարձրակարգ բագիր/իսւ/ սնկերի մոտ մեր կողմից աոաջին անգամ հայտ
նաբերված սերինային տիպի սլրոտ եինազան հատուկ Հ ե տ ա քրքրույթ ուն / ներ
կայացնում Հետագա ու ս ումն ա սիր ութ յուննե րի համար։
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