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ВОПРОСЫ Медицинской 

ХИМИИ 



тие заряда с фосфатных групп (напри-
мер, путем синтеза метилированных и 
этилированных производных) может 
обеспечить лучшую проницаемость ди-
ну клеозидфосфатов и соответственно 
привести к усилению противовирусного 
эффекта этих соединений. 
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I N H I B I T O R Y E F F E C T O F D E O X Y A D E -
N1 L Y L - ( 3 , 5 ) - D E O X Y G U A N O S 1 N E ON T H E 
A C T I V I T Y O F R N A P O L Y M E R A S E F R O M 

T H E I N F L U E N Z A A V I R U S 

N. F. Pravclina, Т. V. Veselovskaya, 
V. D. Stnirnov, G. A. Galegov 

D. I. I v a n o v s k y I n s t i t u t e of Vi ro logy , Acade-
my of Medical Sciences of the U S S R , Moscow 

D e o x y a d e n i l y l g u a n o s i n e (dAdG, 0.2-
0 .4 mM), a f f e c t i n g the R N A po lymerase ac-
t i v i t y , caused i n h i b i t i o n of t r a n s c r i p t i o n of 
the i n f l uenza A v i ru s in presence of precursor 
AdG by 50-60% and a 80-85% i n h i b i t i o n in 
absence of the precursor . The i nh ib i t o r exhibi-
ted its cf fect i n d e p e n d e n t l y on the t i m e of 
a d d i t i o n in to an i n c u b a t i o n m i x t u r e . Add i t i -
on of 0 .5 mM i n h i b i t o r i n to a c u l t u r a l m e d i u m 
i n h i b i t e d r e p r o d u c t i o n of the i n f l uenza A 
v i ru s in a c u l t u r e of ch icken e m b r y o n a l f ibro-
blas ts . 

У Д К <>12.41 1 .015 . 1 : 5 7 7 . 1 5 2 . 3 4 4 1 - 0 8 8 . 1 

JI. А. Ло/аиина, О. H. Лубкова, Т. А. Гуреева, В. Н. Орехович 

И З У Ч Е Н И Е СВОЙСТВ И СПЕЦИФИЧНОСТИ КАТЕПСИНА Н 
ИЗ С Е Л Е З Е Н К И Б Ы К А 

Институт биологической и медицинской химии АМН СССР, Москва 

На протяжении ряда лет в Инсти-
туте б и о л о г и ч ее ко й и мед и ц и и с к о й 
химии проводятся исследования актив-
ных в нейтральной среде тиоловых про-
теи наз селезенки быка 14 -8J. Два фер-
мента, обозначенные как протеипаза I 
и II, выделены в практически гомоген-
ном виде 16.1. Изучение свойств про-
теиназы II, обладающей как аминопепти-
дазной, так и эндопептидазной актив-
ностью, позволило заключить, что она 
является катепсином Н селезенки 16, 71. 
Катепсии И выделен в последние годы 
из ряда тканей животных и человека 
111 -13, 17 -19, 21]. Этот фермент гид-
ролизует некоторые белки и низко-
молекулярные синтетические субстра-
ты. Биологические функции катеп-
сина Н пока пе ясны. Показано, что 
•фермент образует биологически актив-
ные пептиды из компонентов компле-
мента 1161 и вызывает трансформацию 
лейкотриенов — медленно реагирую-
щих субстанций анафилаксии 1201. Учи-
тывая эти данные и полагая, что ка-
тепсии Н может участвовать в процес-

сах воспаления, мы исследовали его 
действие на ряд физиологически актив-
ных пептидов, изучали специфичность 
фермента и его распространение в не-
которых тканях. Кроме того, мы счи-
тали целесообразным суммировать дан-
ные о свойствах этой протеииазы, пред-
ставленные ранее в работах 1.6 -81, и 
сопоставить их со свойствами катеп-
синов IT, выделенных из разных источ-
ников [ 1 1 - 1 3 , 17—19, 211. 

М е т о д и к а 

Выделение катепсина IT из селезенки быка 
проводили по методу, описанному ранее [6]. 
Активность фермента по гидролизу гистона, 
а зоказеииа и (З-нафтиламидов L-лейцииа (Leu 
NA) 1 и д р у г и х аминокислот («Sorvci») опре-

1 С о к р а щ е н и я : Leu NA, Arg NA, Lys NA, 
Ala NA, В ANA, — [3-нафтил амиды L-лей-
цииа , L -аргииииа , L -лизина , L -алаиииа , 
N-6cH30HJi-L-aprHHHHa; *[БАЭЭ-этиловый 
эфир Ы - б е н з о и л ^ - а р г и н и н а ; БАМА, Б Л Н А , 
L е u Н А - п - и и т р о а и и л и д ы N - б е н з о и л - L - n р г и 11 и -
на, М - б е н з о и л ^ - л и з и и а , L-лейцииа; н - Х М Б -
II - х л о р м е р к у р и й бе и з о а т, Д Т Т - д и т и от р е и тол 
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дел ял и при р Н 7,2 в присутствии 5- К ) - 4 м 
Д Т Т и Э Д Т А по методам, описанным ранее 
16]. Гидролиз тафцина («Serva»), энкефалина 
(Ьеи-эикефалин) 2 , тетрапептида G l y - G l y - P h e -
Leu и В-цепи окисленного инсулина («Serva») 
проводили в 0 ,05 М боратном буфере р Н 7,2 
в присутствии Д Т Т и Э Д Т А (10—4 М) при 
37 °С; к о н ц е н т р а ц и я пептидов в пробе 1 — 
3 - 1 0 ~ 3 М , к о н ц е н т р а ц и я фермента 1—ЗХ 
X 10—e М. Ферментативные гидролизаты ана-
л и з и р о в а л и методом тонкослойной хромато-
графии на п л а с т и н к а х с и л и к а г е л я («Merck»). 
В качестве растворителей использовали смесь 
п-бутанол — С Н 3 С О О Н — вода ( 4 : 1 : 1 ) или 
н-бутанол — пиридин — СНдСООН — вода 
(15 : 1 0 : 3 : 12). При расщеплении инсулина 
проба с о д е р ж а л а 300 мкг В-цепи и 3 мкг фер-
мента; через 30 и 60 мин отбирали аликвоты 
и в них определяли N-концевые аминокисло-
ты дансильным методом [9]. Д Н С - п р о и з в о д и ы е 
ферментативных гидролизатов а н а л и з и р о в а -
ли до и после гидролиза 6 н. НС1. Хромато-
г р а ф и ю Д Н С - п р о и з в о д н ы х проводили на 
полиамидных п л а с т и н к а х («Schleicher», 
«Schull») размером 7 X 7 см; в качестве рас-
творителей применяли следующие системы: 
86% м у р а в ь и н а я кислота — вода ( 1 , 5 : 100); 
бензол — СН3СООН (9 : 1), н-гептан — н-бу-
танол — СН3СООН ( 3 : 3 : 1). 

Определение кинетических параметров 
для гидролиза L e u N A , ArgNA, LysNA и 
BAN А проводили в диапазоне концентраций 
К) - 3 —1()~ б м; величины К м и V r a a x рассчи-
тывали по методу Л а й н у и в е р а — Б е р к а . Кол-
л а г е н о л и т и ч е с к у ю активность определяли 
по р а с щ е п л е н и ю 1 4 С-коллагена 1 типа при 
р Н 3 , 5 — 7 , 5 [2]. Антисыворотку против ка-
тепсина Н получали по методу, описанному 
ранее [81. Р е а к ц и ю двойной диффузии в ага-
ре проводили в микромодификации А. И. Гу-
сева [1 | . Д л я сравнения антигенных свойств 
катепсинов И из разных органов использо-
вали фракции белков , полученные из соот-
ветствующих э к с т р а к т о в осаждением суль-
фатом аммония при 0 , 4 — 0 , 7 насыщения . 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Выделенный по методу, описанному 
ранее 16], препарат катепсина Н был 
практически гомогенен при электро-
форезе в полиакриламидном геле в 
присутствии и в отсутствие додецил-
сульфата (ДДС№). Активность фер-
мента по гидролизу LeuNA составляла 
~ 1 , 5 м км/ми и на 1 мг и была увели-
чена по сравнению с экстрактом в 250-
300 раз. Мол. м. катепсина Н, опреде-
ленная с помощью электрофореза в 
присутствии Д Д С № ~ 30 000; р! по 

Т а б л и ц а I 

Гидролиз синтетических субстратов катепси-
иом II 

z s 
03 X Я 

Субстрит 
К о н ц е н т - K A 2 

мМ 

s 
2 

Субстрит р а ц и я , мМ X м л мМ . A 
^ О ^ 

мМ 
X 4 

i 
5 x * 

я 2 

• 

ArgNA 0,2 1,1 0 ,05 1,53 
BANA 0,2 0,33 0,087 0 ,53 
LeuNA 0,2 1,0 0,058 1,4 
LysNA 0,2 0,95 0,071 1,4 
GlyNA 0,2 0,28 
AlaNa 0,2 0,42 
AspNA, 
G luNA 0,2 0 
БАМА 0,5 0 
Leu HA 1 ,0 0,39 
БЛ1-1А 1 , 0 0 
БАЭЭ 1 , 0 0 

2 В ы р а ж а е м благодарность ст. науч. сотр. 
Института биоорганической химии АН СССР 
Л . М. Гинодмаиу за предоставление препа-
рата энкефалина и ст. науч. сотр. Института 
биологической и медицинской химии АМН 
СССР В. Ф. Поздневу за препараты Gly-Gly-
Phc-Leu и T y r - G l y - G I y , 

П р и м е ч а н и е. Представлены данные д л я 
препарата фермента, активность которого не-
сколько снижена при хранении. 

данным изоэлектрофокусирования 6,8— 
6,9 [6]. 

Результаты действия катепсина Н 
на ряд синтетических субстратов при-
ведены в табл. 1. Фермент хорошо 
расщепляет LeuNA, ArgNA, LysNA; 
BANA гидролизуется значительно сла-
бее; д-нитроанилид лейцина расщеп-
ляется примерно в 3 раза хуже, чем 
соответствующий (3-нафтиламид, тог-
да как БАНА и БЛНА практически не 
расщепляются. Катепсин Н не гидро-
лизует БАЭЭ, а также р-нафтиламиды. 
дикарбоновых кислот. Определены 
и V для гидролиза LeuNA, ArgNA, 
LysNA, BANA (см. табл. 1). Сравнение-
этих величин для гидролиза ArgNA и 
BANA (У<м 5,0- Ю-6 и 8,7- 10^г> М1/ |пах 
1,53 и 0,53 мкм/мин соответственно) 
показывает, что субстрат с N-замещен-
ной группой гидролизуется катепсииом' 
Н с меньшей скоростью и несколько 
хуже связывается ферментом. 

Оптимальный рН для гидролиза 
LeuNA, BANA и гистона катепсмиом 
Н находится в пределах 7,0- 7,5 и 
практически одинаков для всех трех 
субстратов 161. Катепсин Н гидроли-
зует разные фракции гистонов, слабо 
расщепляет азоказеин и коллаген, не 
гидроли зует гемоглоби н, не и накти-
вирует альдолазу и глюкозо-6-фосфат-
дегидрогеназу, не активирует фосфо-
д и эстер азу ц и к л и ч ее к и х пук л еот и дов 
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Рис. 1. Схемы хроматограмм продуктов 2-ча 
сового гидролиза тафцина (Л) и энкефалина 

(Б) катепсином Н. 
Х р о м а т о г р а м м ы на п л а с т и н к а х с и л и к а г е л я ( 6 x 1 2 см) 
п р о я в л е н ы 0 , 2 % раствором нингидрина . И с п о л ь з у е -
мые растворители: б у т а н о л — C H g C O O H — вода 
( 4 : 1 : 1; А), б у т а н о л — пиридин — СЫ 3 СООН — 
пода ( 1 5 : 1 0 : 3 ; 12; Б). А : 1 — тренонин; 2 — 
л и з и н ; ,7 — аргинин; 4 — тафцин; 5 — тафцин + ка-
тепсии IT. IS : 1 — T y r - G l y - G l y ; 2 — тирозии-f-
глицин; ;} — эикефалин; 4 — энкефалин-Нкатепсин 
IT, 5 — G l y - G l y - P h e - L e u ; 6 — G l y - G l y - P h e - L e u - | -

катепсии Н. 

— © 

Рис. 2. Схемы хроматограмм даисилироваи-
иых В-цепи окисленного инсулина (Л) и 
продуктов ее 60-минутлого гидролиза катепси-
ном Ы (Б) до ( / ) и после ( / / ) гидролиза 6 и 

НС1. 
Хроматограммы на п о л и а м и д н ы х пластинках ( 7 х 
Х 7 см). 1 — D n s - B - ц е п ь и н с у л и н а ; 2 - D n s - P h e ; /У — 
Dns-Val ; 4 — D n s - A l a ; 5 — D n s - L e u ; пятна б е з но-
меров на рис. Б, I — Dns — пептиды. И с п о л ь з у е -
мые растворители у к а з а н ы в р а з д е л е «Методика» 
( Н а р и с у н к е д а н ы арабскими цифрами в к р у ж о ч к а х ) . 

161; он не расщепляет фибронектин из 
сыворотки быка и кур 131. 

Как установлено ранее, активность 
катепсина И проявляется полностью в 
присутствии Д Т Т и ЭДТА (Ю - 3— 
5-10"5) ; ингибиторами фермента явля-
ются п-ХМБ, иодуксусная кислота, лей-
пептии и пуромицин 161. В сыворотке 
крови присутствует ингибитор фер-
мента 161. Катепсин Н весьма лаби-
лен и часто инактивируется в процессе 
выделения и при хранении. Он наи-
более устойчив при рН 6 - 6,5. 

Для выяснения возможных биоло-
гических функций катепсина Н и его 
специфичности изучали действие фер-
мента на ряд физиологически актив-
ных пептидов и В-цепь окисленного 
инсулина. При действии катепсина Н 
ла тетр а пептид тафцин (Тh г- Lys-Pro-
Arg), обладающий фагоцитоз-стиму-
лирующей, хемотактической, иммуно-
стимулирующей и некоторыми другими 
активностями [151, наблюдалось от-
ще п л е н и е N - кон це во го тр еон и н а 
(рис. 1, а). Одна N-концевая амино-
кислота — тирозин — освобождалась и 
при гидролизе энкефалина — пента-
лептида с опиатными свойствами 
(рис. 1, б). Образующийся при этом 
тетрапептид Gly-Gly-Phe-Leu не под-
вергался дальнейшей деградации 
(рис. 1, б). Поскольку удаление N-
концевого тирозина приводит к утрате 
биологической активности энкефали-
на [101, а отщепление треонина от таф-

цина ведет к образованию его ингиби-
тора [15], можно предположить, что 
катепсин Н может быть включен в 
инактивацию этих пептидов. 

В отличие от тафцина и энкефалина, 
при расщеплении которых наблюдалась 
лишь аминопептидазная активность 
катепсина Н, при его действии па В-
цепь окисленного инсулина отмечалась 
как аминопептидазная, так и эидо-
пептидазная активность. Как видно 
из рис. 2, I, на хроматограмме ДНС-
производных продуктов ферментатив-
ных гидролизатов В-цепи инсулина 
наряду с ДНС-пептидами был обна-
ружен ДНС-фенилалании. Поскольку 
фенилаланин является N-концевой ами-
нокислотой В-цепи, можно заключить, 
что он отщепляется катепсином Н. 
При анализе ДНС-аминокислот, кото-
рые появляются после соответствую-
щего кислотного гидролиза дансилиро-
ванных продуктов ферментативного 
расщепления на хроматограммах, кро-
ме ДНС-фенилалаиииа и ДИС-валина 
(являющихся N-концевой и следующей 
за ней аминокислотами В-цепи), были 
обнаружены ДНС-аланин и небольшие 
количества ДНС-лейцина (рис. 2, Бу 
I I ) . Поскольку остатки аланина и лей-
цина расположены в средней части 
В-цепи инсулина, можно заключить, 
что катепсин Н гидролизует централь-
но расположенные пептидные связи (С-
концевой аланин катепсином Н не от-
щепляется, поскольку среди продуктов 
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ферментативного расщепления не был 
обнаружен свободный аланин). Свя-
зи, гидролизуемые катепсином Н, в 
молекуле В-цепи инсулина не были ло-
кализованы ввиду негомогенности пре-
парата субстрата. Аминоэндопепти-
дазная активность катепсина Н была 
обнаружена ранее при изучении его 
действия на вазоактивные пептиды 17]. 
Установлено, что катепсин Н отщеп-
ляет от каллидина N-концевой лизин 
и превращает его в брадикинин. За-
тем он инактивирует брадикинин на 
50%, гидролизуя в нем центрально рас-
положенные связи Gly4-Phe5 и Phe6-
Ser(; 171. В этой же работе было обна-
ружено, что ангиотензины I и II ка-
тепсином Н не расщепляются [7]. 

Суммируя приведенные выше данные, 
можно сделать некоторое заключение о 
специфичности катепсина Н: 1) фер-
мент обладает аминоэндопептидазной 
активностью, причем аминопептидазная 
активность, по-видимому, несколько 
превалирует над эндопептидазной. На 
это указывают данные о расщеплении 
к а л л и д и н а и к и и ет и чес к и е парам етр ы 
гидролиза ArgNA и В ANA; 2) катеп-
син Н преимущественно гидролизует 
связи основных и гидрофобных амино-
к и слот. Связи дика р боновых ами но-
кислот ферментом не расщепляются; 
3) остатки пролин а ограничивают дей-
ствие катепсина Н, о чем свидетель-
ствуют данные о гидролизе тафцина, 
каллидина и брадикинина (см. схему); 
4) катепсин Н расщепляет, по-види-
мому, пептиды и небольшие белки 
типа гистонов. Более крупные белки 
гидролизуются, очевидно, очень изби-
рательно. 

Каллидип 

Брадикинин 

Тафции 

Энкефалип 

Сравнение свойств катепсинов Н, 
выделенных из разных источников, по-
казывает, что все ферменты имеют близ-
кую молекулярную массу (26 ООО— 
30 ООО), близкие изоэлектрические точ-
ки, но различаются наличием отдель-
ных изоформ и стабильностью (табл. 2). 
Некоторые различия наблюдаются и 
в энзиматических свойствах: ферменты 
отличаются оптимальным рН для гид-

ролиза одних и тех же субстратов и 
главное характеризуются разной ак-
тивностью по отношению к В AN А и 
LeuNA. Это является важным факто-
ром, так как указывает на различное 
соотношение эндопептидазной и амино-
пептидазной активности. Самые высо-
коактивные препараты катепсина Н, 
выделенные из печени крыс [121 и лег-
ких кролика 1181, гидролизовал и 
BANA лучше, чем LeuNA, тогда как 
ферменты из печени человека [17], лим-
фатических узлов 121.1 и селезенки быка 
предпочтител ьн о р асщеп л я л и субстрат 
со свободной NHo-группой (см. табл. 2). 
Различия отмечались и в коллагеноли-
тической активности катепсинов Н. 
Так, например, фермент, выделенный 
из легких кролика, в отличие от боль-
шинства других хорошо гидролизо-
вал коллаген в кислой среде 1181. Воз-
можно, это могло быть обусловлено при-
месью в препарате еще одной тиоловой 
протеиназы-катепсина L, который об-
ладает высокой коллагенолитической 
активностью 1141. 

О некотором различии катепсинов Н 
в разных органах свидетельствуют ре-
зультаты иммуиохимических исследо-
ваний. Ранее была получена кроличья 
антисыворотка против катепсина Н из 
селезенки быка 181. Она была мсполь-
з ов а и а д л я изучения распростр a 11 ения 
катепсина Н в разных тканях и срав-
нения его антигенных свойств с двумя 
другими тиоловыми протеи пазами се-
лезенки - катепсинами В и L (про-
теи назой 1). Как видно из данных им-
м у п од и ф фу з и о н н о г о анализа, к а т е п с и н 
Н отличается по своим антигенным 
свойствам от катепсина В и L, которые 

не реагируют с антисывороткой (рис. 3; 
а). В печени, легких и почках присут-
ствуют ферменты, идентичные катеп-
сину Н селезенки (рис. 3, б). Кроме 
того, в почках и, возможно, в легких 
обнаружены формы, частично идентич-
ные ферменту селезенки (см. рис. 3, б). 
Почки, по-видимому, на и более богаты 
катепсином Н, тогда как в мозге он 
содержится в небольшом количестве или; 
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S T U D Y O F P R O P E R T I E S A N D S P E C I -
F I C I T Y O F C A T H E P S 1 N H F R O M B O V I N E 

S P L E E N 

L. A. Lokshina, 0. N. Lubkova, 
T. A. Gureeva, V. N. Orekhbvich 

I n s t i t u t e of Biological and Medical C h e m i s t r y , 
A c a d e m y of Medical Sciences of the U S S R , 

Moscow 

Act ion of c a t h e p s i n H f rom bov ine sp leen 
on t u f t s i n , e n k e p h a l i n , the ox id ized В cha in 
of insu l in and a v a r i e t y of s y n t h e t i c s u b s t r a t e s 
was s t u d i e d . Ca theps in H sp l i t s off only one 
N - t e r m i n a l a m i n o acid f rom each t u f t s i n and 
e n k e p h a l i n , wh ich , acco rd ing to the l i t e r a tu -
re, led to i n a c t i v a t i o n of pep t ides . The enzy-
me acts on the ox id ized В cha in of insu l in as 
an a m i n o e n d o p e p t i d a s e : it sp l i t s off the N-
t e r m i n a l p h e n y l a l a n i n e and the c e n t r a l l y 
located bond(s) . K m and V m a x for the ca thep -
sin H ca t a lyzed hydro lys i s of LeuNA, ArgNA 
LysNA and BANA were d e t e r m i n e d . Sub-
s t r a t e s wi th the free N I L group were hydro-
lyzed at a h igher r a t e . Based on the da ta ob-
t a i n e d and the p r e v i o u s l y r epor ted resu l t s 
on convers ion of k a l l i d i n in to b r a d y k i n i n , 
the s p e c i f i c i t y of c a t h e p s i n H and its possible 
b io log ica l f u n c t i o n s were discussed. Cathep-
sin H appea r s to p a r t i c i p a t e in f o r m a t i o n and 
i n a c t i v a t i o n of phys io log ica l ly ac t ive pept i -
des. U s i n g the a n t i s e r u m to sp leen ca theps in 
И it was found t h a t l ive r , k i d n e y and lung 
t i ssues c o n t a i n e d the enzymes iden t i ca l and /or 
p a r t i a l l y i den t i ca l to c a theps in H f rom sp leen . 
The d a t a on the proper t ies of ca theps in H f rom 
var ious sources are s u m m a r i z e d . 
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Исключение из диеты животных с 
перевивными опухолями L-лизина (как 
и любой другой незаменимой амино-
кислоты) приводит к торможению роста 
о п у х о л ей иувеличениюпр од о л ж и тел ь -
ности жизни животных [7, 14]. Эти 
и некоторые другие результаты по-
будили исследователей к поиску фер-
ментов, катализирующих необратимый 
распад незаменимых аминокислот и со-
ответственно снижающих концентра-
цию их до минимального уровня, а 
также к применению чистых фермент-

ных препаратов в лечении опухолевых 
заболеваний животных и человека И 
3, 4, 10 131. 

Одним из таких ферментов, перспек-
тивных в проблеме энзимотерапии опу-
холей, я в л яетс я L - л и з и и - а - о кс и да з а, 
котор ы й к ата л и з и р у ет о к и сл и тел ь ное 
дезамииирование L-лизина с образова-
нием а-кето-е-аминокапроновой кисло-
ты, аммиака и перекиси водорода. 

Указанная реакция в тканях жи-
вотных не имеет места, поскольку ана-
логичного фермента не обнаружено, а 
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