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S P E C I F I C C H A R A C T E R I S T I C S O F T H E 
FATTY ACID C O M P O S I T I O N O F P H O S P H A -
TIDYL C H O L I N E S AND S P H I N G O M Y E L I N S 
IN LOW DENSITY L I P O P R O T E I N S F R O M 
BLOOD P L A S M A O F C H U K O T A B O R I G E N E S 

E. N. Gerasimoua, M. M. Levacheva, N. V. Pe-
rova, Yu. P. Nikitina, /. N. Ozerova, S. N. Ku-
lahova, F. A. Medvedeva, Т. I. Torkhovskaya, 

I. A. Scherbakova, Т. I. Astakhova 
All-Union Cardio logica l Research Centre , In-
s t i tu te of Nutr i t ion, Academy of Medical 
Sciences of the USSR, N. I. P i rogov II Medical 
School, Moscow, Ins t i tu te of Therapy, Siberian 
Branch of the Academy of Medical Sciences of 

the USSR, Novosibirsk 

Con ten t s of cholesterol , t r iglycerides , high 
densi ty l ipoproteins (HDL) cholesterol as well 

as phospholipid and fa t ty acid composi t ions of 
phosphat idyl cholines and sphingolyel ins in low 
densi ty l iporoteins (LDL) were studied in 
blood p lasma of Chukot abor igenes — Eskimos 
as compared with Moscow inhabi tan ts . In Eski-
mos content of HDL cholesterol w a s higher 
but concent ra t ion of cholesterol and tr iglyce-
rides was lower in blood p lasma. In LDL con-
cent ra t ion of sph ingomyel ins was increased and 
fa t ty acid composi t ion of phosphat idyl cholines 
and sph ingomyel ins w a s al tered where a m o u n t 
of po lyunsa tu ra t ed f a t ty acids was elevated 
( 2 0 : 5 + 2 2 : 5 + 2 2 : 6 ) . The specific characte-
ristics of the LDL phosphol ipids observed in 
Eskimos migh t be responsible for the higher 
liquid proper t ies of the sur face monolayer in 
the l ipoproteins; this a l tera t ion migh t be im-
por tan t for the l ipoprotein proper t ies and t rans -
format ion as well as for the proper t ies of 
membrane -bound enzymes, for synthes is of 
th romboxanea and prostacycl ines . 

УДК (> 16.61-008.931:577.152.34j-074 

Э. А. Дилакян, JI. А. Локишна, В. П. Ореховым 

Х А Р А К Т Е Р И С Т И К А Ц И С Т Е И Н О В Ы X П Е П Т И Д Г И Д Р О Л A 3 

И З К О Р К О В О Г О С Л О Я П О Ч Е К Ч Е Л О В Е К А 

Институт биологической и медицинской химии АМН СССР, Москва 

В последние годы появился обшир-
ный материал об участии цистеиновых 
пептидгидролаз в ряде физиологиче-
ских и патологических состояний [6, 7, 
17, 19|. Это вызвало большой интерес 
к указанным ферментам и привело к 
открытию ряда новых цистеиновых пеп-
тидгидролаз : кате пси нов IT, L, Т, М и 
др. [8, 10, 18]. В то же время цистеи-
повые ферменты почек человека, за 
исключением катепсииа В, почти не 
изучены. Тем не менее в настоящее 
время имеются данные о том, что ка-
тепсины В и II почек активируют неак-
тивный ренин почек и плазмы челове-
ка [14, 21, 23]. Полагая , что такого 
рода процессы могут принимать уча-
стие в развитии почечной гипертонии, 
и учитывая, что изучение ренин-ангио-
тензиновой системы на протяжении 
многих лет проводится в нашей лабо-
ратории [5] , мы решили исследовать 
спектр цистеиновых пептидгидролаз в 
почках человека. 

М е т о д и к а 

Ферменты выделяли в частично очищенном 
состоянии из коркового слоя почек человека. 
Весь материал получен от доноров, погибших 

в результате острой травмы или заболеваний, 
не связанных с поражением почек. Ткань хра-
нили при —20 °С. Корковый слой почек после 
измельчения, 4-кратного замораживания и от-
таивания гомогенизировали и экстрагировали 
10~3 М раствором Э Д Т А (отношение вес/объ-
ем 1 : 2 ) ; рН экстракта 5,8—6,2. После центри-
фугирования (90 мин, 5000 об/мин) рН экст-
ракта доводили до 3,5 добавлением H 2 S 0 4 . 
Осадок удаляли центрифугированием, надоса-
дочную жидкость фракционировали сульфатом 
аммония. Фракцию белков, осаждаемую при 
40—70 % насыщения, растворяли в 0,01 М 
Na-фосфатном буфере рН 6,75, содержащем 
10~3 М Э Д Т А и 0,05 М NaCl. После удаления 
сульфата аммония на ссфадексе Г-50 (фирма 
«Pharmac ia») полученную фракцию белков 
подвергали гель-фильтрации через ссфадекс 
Г-100 (колонка 2 ,6X90 см) при рН 6,75 в 
указанном выше буфере. Все процедуры про-
водили при 4°С . 

Белок определяли по методу Лоури [13]. 
Протеолитическую активность исследовали 

по расщеплению ряда белковых и синтетиче-
ских субстратов. Большинство опытов прово-
дили в присутствии активаторов цистеиновых 
пептидгидролаз: дитиотреитола 2- Ю - 3 М 
(ДТТ) и Ю - 3 М ЭДТА. 

Гидролиз гемоглобина (фирма «Rcanal», 
В Н Р ) проводили при рН 4 , 1 - 4 , 5 в присутст-
вии и в отсутствие Д Т Т в течение 1 ч при 
37 °С. Расщепление азоказеина (фирма «Ser-
va», Ф Р Г ) исследовали при рН 6,3 и 7,2 с до-
бавлением ионов Са и без них. О гидролизе 
белков судили по приросту в трихлоруксусном 
фильтрате оптической плотности при 366 им 
(для азоказеина) и 280 им (для гемоглобина). 
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Активность в ы р а ж а л и в единицах оптической 
плотности на 1 мг фермента за 1 мин. 

Активность в отношении гистоиа определя-
ли при рН 5,8 и 7,2 по описанному методу 
[3). 

В р а б о т е использовали с л е д у ю щ и е субстра-
ты: р - н а ф т и л а м и д ы N a - л е й ц и н а (Leu- |3-NA), 
Ы а - б е н з о и л - О Ь - а р г и и и н а (БАМА) , глицил-L-
ф е и и л а л а н и н а ( G l y - P h e - P - N A ) , п -нитроанилид 
1Ч!а-беизоил-ОЬ-аргинина ( Б А П А ) , N a - б с н з о и л -
L - а р ги нинам ид • Н С1, к а р бо беизокси - гл у та ми л-
тирозин (Z -Gly -Tyr ) . Все с у б с т р а т ы ф и р м ы 
«Scrva» . 

Гидролиз Lcu-P-NA (0,07 м М ) , БАМА 
(0,15 м М ) , при рН 6,0—6,5 и G l y - P h c - P - N A 
(0,06 мМ) при р Н 5,4 проводили в течение 
30 мин при 37 °С. О с в о б о ж д а ю щ и й с я р -иафти-
ламип после с в я з ы в а н и я с д и м с т и л б е н з а л ь д е -
гидом определяли спектрофотометрически при 
450 нм [9]. Активность в ы р а ж а л и в наиомо-
лях р - н а ф т и л а м и н а на 1 мг фермента за I мин. 

Г и д р о л и а з 1 мМ Б А П А исследовали в тече-
ние 2 ч при р Н 5,5—6,0 и а к т и в н о с т ь в ы р а ж а -
ли в н а и о м о л я х п -нитроанилида (А-410) на 
1 мг фермента за 1 мин. 

А м и д а з и у ю активность (гидролиз Б А А при 
рН 5,4) определяли с п о м о щ ь ю м и к р о д и ф ф у -
зионного метода [4 | . 

Во всех н а з в а н н ы х в ы ш е с л у ч а я х в пробы 
д о б а в л я л и Д Т Т и Э Д Т А (2 -10~ 3 М и 10~3 М 
соответственно) . Гидролиз Z -Gly -Tyr при р Н 
5,4 исследовали без д о б а в л е н и я а к т и в а т о р о в 
цистеииовых пептидгидролаз по методу Р а й -
ла [20]. 

Изоэлектрическое ф о к у с и р о в а н и е проводи-
ли в колонке LKB № 8101 ( Ш в е ц и я ) объемом 
110 мл в 1 % р а с т в о р е а м ф о л и н о в (рН 3,0— 
10,0 и 5,0—8,0) в градиенте плотности с а х а р о -
зы. Опыты проводили в присутствии Э Д Т А и 

Д Т Т ( Ю - 4 М) при н а п р я ж е н и и 200—500 В и 
т е м п е р а т у р е 4 °С в течение 43—45 ч. р Н изме-
ряли при той ж е температуре . 

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

Н а рис. 1 представлены эволюцион-
ный профиль и распределение актив-
ностей различных цистеииовых пептид-
гидролаз при гельфильтрации через 
сефадекс Г-100 белковой фракции 
(40 70 % насыщения сульфатом ам-
мония) водного экстракта коркового 
слоя почек человека. В высокомолеку-
лярной зоне (мол. масса белков 130— 
150 К Д ) привлекает внимание актив-
ность по Gly-Phe-p-NA — субстрату ди-
пептидиламинопептидазы I (катепсип 
С ) . В этой ж е области о б н а р у ж е н а ак-
тивность по гемоглобину, а т а к ж е Z-
Glu-Tyr — характерному субстрату ли-
зосомной карбоксипептидазы А (ка-
тепсип А; на рис. 1 не п р е д с т а в л е н а ) . 
В области белков с мол. массой —100 
и —50—70 К Д выявлена активность 
по азоказеииу при рН 6,3. Д а н н а я ти-
олз ави си м а я казеп полити ч еск а я а ктив-
j I ость увеличивается в присутствии 
ионов Са2+ (10~3 М ) . Возможно , что 
эта активность обусловлена действием 
Са 2+-зависимой нейтральной протеина-
зы [15] . 

А-280 

О,? 00 

0,100 

?М 

1000 

А-450 А-410 А-400 

0,300 

0,100 

0100 

N проб 

Рис. 1. Гель -фильтрация через с е ф а д е к с Г-100 ф р а к ц и и белков, о с а ж д а ю щ и х с я суль-
ф а т о м аммония при 40 70 % насыщении из водного э к с т р а к т а коркового слоя гючек 

человека . 
Н а н е с е н о 170 мг белка; колонка (2 ,6X90 см) уравновешена 0.01 M N a - ф о с ф э т н ы м буфером рН 6,75, со-
д е р ж а щ и м 10 ' Л\ Э Д Т А и 0,05 MNaCl , скорость элюцнн 12 мл/ч. / — белок (280 нм); 2 — гидролиз 
(*ily-Phe-P-NA (450 им); 3 — гидролиз БАЛ (400 нм); 4 — гидролиз гемоглобина в присутствии ДТТ 
при рН 4,2 (280 нм): 5 — гидролиз азоказеина (366 нм); 6 — гидролиз Leu-p-Na (450 им); 7 — гидролиз 
Г)Д11Д (450 им); 6' гидролиз БАПА (410 нм); 9 — гидролиз гемоглобина при рН 3.5 без ДТТ (280 им). 
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Распределение белка и активностей мептидгидролаз но фракциях мосле гель-фильтрации через 
сефадекс Г-100 

И с с л е д у е м а я 
фракции 

Гемоглобин Азоказеии 

к л «3 н 
X и 
£ о 
^ X О» и 

БАПА БАМА Leu-6-N А 

Фракция 
насыщения 

Фракция 
после гель 
ции: 

фракция 
фракция 
фракция 
фракция 

-10 — 7 0 % 
( N H 4 ) , SO4 

белков 
фильтр а -

X 
1 
1 1 
I 1 I 

172 

3 0 , 4 5 
I 9 , 06 
1 8 , 32 
24 , 07 

1 00 

21 , 2 

10,6 
13,9 

0 , 0 1 5 

0 , 0 5 4 
0 , 0 3 4 
0,014 

1 00 

76 
2 5 , 5 

9 , 9 

0,0013 

0, 001 
0 , 0 0 3 8 
0 , 0 0 4 4 
0 , 001 

1 00 

1 6 
.') 2, 9 
3 6 , 6 

8 , 6 

0 , 8 5 

1 , 7 2 
4 , 2 
1 , 23 

I 00 

22 
52 
20 

2,2 

4 , 2 
6 , 5 
3 , 2 

21 
4 4 , 4 
2 0 , 2 

П р и м е ч а н и е . Активность по гемоглобину и азоказеину в ы р а ж а л и в е д и н и ц а х оптической плотности 
(при 280 и 3 6 6 нм соответственно) на 1 мг фермента за 1 мин, активность по Б А П А — в иаиомолях п-питроа-
ннлина ( А - 4 10) на 1 мг фермента за 1 мин, активность по БАМА и L e n - f i - N A — в наномолях (3-нафтиламина Hi 
I мг фермента за 1 мин. 

В зоне белков с мол. массой ~ 5 0 К Д 
отмечена а м н д а з н а я активность по 
БАА при р Н 5,4, которая может быть 
с в я з а н а с действием лизосомпой кар-
боксипептидазы В (катепсина В-2) . 
Кроме того, д а н н а я ф р а к ц и я белков 
х а р а к т е р и з у е т с я протеолитической ак-
тивностью по гемоглобину и казеину 
(см. т а б л и ц у ) . П о с л е д н я я частично 
совпадает с протеолитической актив-
ностью по расщеплению гемоглобина 
при рН 3,5, не требующей присутствия 
тиолов и тормозимой пепстатином, г. е. 
активностью катепсина D (мол. масса 
белков 40 К Д ; см. рис. 1). 

Наиболее детально изучались низко-
м о л е кул я р и ые бел ки, э л юи ру ющиеся 
после катепсина D. На основании рас-
пределения активностей по расщепле-
нию казеина , гемоглобина , БАПА, 
БАМА и Leu-i(3-NA нами выделены три 

ф р а к ц и и - - I, II и 111 (см. рис. 1). Со-
д е р ж а н и е белка и активности этих 
фракций представлены в таблице (дан 
ные одного из опытов) . Ф р а к ц и я I 
с о с т а в л я ю щ а я 1 1 % от количества бел 
ка, нанесенного на колонку, х а р а к т е 
ризуется активностями по р а с щ е п л е 
иию всех перечисленных выше субстра 
тов. Ф р а к ц и я II проявляет наибольшук 
активность по Б А П А (52 %) - х а р а к 
терному субстрату катепсина В, и ш 
азоказеину ( 3 6 , 6 % ) и гистону (послед 
няя не представлена на рис. 1 и в таб 
лице ) . В отличие от двух названны; 
ф р а к ц и я III почти не гидролизует бел 
ковые субстраты. В этой фракции об 
н а р у ж е н ы м а к с и м а л ь н а я активность п» 
Leu-p-Na и по БАМА (см. таблицу) 
С оот н о ше и и е акт и в н остей по гид р о л из; 
этих субстратов во фракции III состав 
ляет 5 : 1, тогда как во фракции 1 2 : 1 

Рис. 2. Зависимость от рН гидролиза Leu-p-NA (У) и БАПА (2) ферментами, содер-
жащимися во фракциях \ (Л), II (Б) и III (В) . 

По осям абсцисс — рН; по осям ординат — активность (в %). 
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С целью изучения ферментов, нахо-
д я щ и х с я во ф р а к ц и я х I—II I , был ис-
следован оптимум р Н д л я гидролиза 
Б А П А и Leu-i[3-NA. Эти субстраты были 
выбраны, потому что первый из них, 
согласно данным литературы, гидроли-
зуется катспсином В, а второй — катеп-
сином Н, в то время как БАМА и белки 
р асще п л я ются обои м и фер ментам и 
[11] . К а к видно из рис. 2, А—-Ву опти-
мум рН д л я гидролиза Б А П А во всех 
трех ф р а к ц и я х практически одинаков. 
Аналогичная картина получена и для 
гидролиза Leu-iP-NA во ф р а к ц и я х II и 
I I I ; оптимум при р Н 7,0—7,1 (см. рис. 2, 
Б и В) . Во фракции I, кроме этого, на-
блюдается второй оптимум при 
р Н ~ 6 , 0 (см. рис. 2, А). Анализ полу-
4 е н н ы х дан н ы х п о з в о л я ет за к л ю ч и т ь, 
что во ф р а к ц и я х II и III присутствуют 
катепсины В и Н ; первый гидролизует 
Б А П А с оптимумом в районе рН 5,5, 
а второй — Leu-ip-NA с оптимумом при 
рН 7,0—7,1. Во фракции II превалиру-
ет содержание катепсина В (катепсин 
В/катепсин Н 1,7:1), тогда как во фрак-
ции III отмечено преобладание катеп-
:ина Н (катепсин В/катепсин Н 1:2). 
Во фракции 1, кроме у к а з а н н ы х фер-
ментов, присутствует одна или несколь-
ко протеиназ , гидролизующих как 
Leu-.|3-NA, так и Б А П А с оптимумом 
рН 6,0 (см. рис. 2, А). К а к видно из 
таблицы, эта ф р а к ц и я характеризуется 
гаибольшей активностью по отноше-
ние) к белковым субстратам. При по-
пытке идентифицировать фермент или 
ферменты, с о д е р ж а щ и е с я во фракции I, 
viы обратили внимание на описанные 
•гедавно катепсины М, Т и L. Катепсин 
VI, выделенный из печени кролика , рас-
цепляет как исследованные выше син-
тетические субстраты, так и некоторые 
5ел к и [18] . Моле кул я р н а я масса к а -
-епсииа М соответствует зоне элюции 
1сследуем0й фракции I. Вместе с тем 
ю фракции I может присутствовать и 
сатепсин Т, который о б н а р у ж е н на 
ючках и печени крыс, имеет мол. мас-
у 35 К Д и характеризуется высокой 
:азеинолитической активностью [8] . 
5 а сщеп л е н и е бел ко в ы х су бет р а то в 
зракциёй I может быть т а к ж е обуслов-
л ю действием еще одной цистеиновой 
[ротеиназы — катепсина L, который 
ьтделен из ряда источников [12, 16, 22, 
4] . Однако м о л е к у л я р н а я масса опи-
аппого катепсина L (23 -25 КД) метть-
ic, чем м о л е к у л я р н а я масса исследуе-
гой фракции . 

Д л я характеристики катепсинов В и 
Н и выбора условий д л я их разделения 
проведено изоэлектрическое фокусиро-
вание у к а з а н н ы х ферментов. П о к а з а н о , 
что катепсин В существует в виде двух 
форм с изоэлектрическими точками при 
р Н 5,32 и 5,65; у катепсина Н т а к ж е 
о б н а р у ж е н ы две формы с изоэлектри-
ческими точками при р Н 6,03 и 6,7. 

Д л я дальнейшей очистки катепсинов 
В и Н использовали х р о м а т о г р а ф и ю на 
КМ-целлюлозе (0,02 МЫа-ацетатный 
буфер р Н 5,02, с о д е р ж а щ и й Э Д Т А и 
Д Т Т в концентрации 10~ 4 М). О д н а к о с 
помощью примененного метода не бы-
ло достигнуто достаточно полного раз-
деления ферментов. 

Таким образом, в корковом слое 
ночек человека нами о б н а р у ж е н ы ак-
тивности следующих цистеиновых пеп-
т и д г и д р о л а з: д и пен т и д и лам и н о п е п т и -
д а з ы I, лизосомных карбоксипептидаз 
А и В, катепсинов В и Н, а т а к ж е 
Са 2+-зависимой нейтральной протеина-
зы. Выявленную в зоне белков с мол. 
массой 50 - 6 0 К Д тиолзависимую про-
теолитическую активность по расщеп-
лению гемоглобина и казеина мы пока 
не можем достаточно достоверно соот-
нести ни с одним из известных фермен-
тов. Возможно, что отмеченная актив-
ность обусловлена действием цистеи-
новой протеииазы, аналогичной описан-
ной нами ранее в почках свиньи [2] . 
Этот вопрос, а т а к ж е идентификация 
ферментов, которые мы сравнивали с 
катепсинами Т, М и L ( ф р а к ц и я I ) , 
требуют дальнейшего исследования. 

Пр едет а влен на я работа является 
первым этапом изучения цистеиновых 
пептидгидролаз почек человека . Инте-
ресно, отметить, что распределение ак-
т и в и о ст е й п р оте о л и т и ч с с к и х ф е р м е и то в 
и спектр цистеиновых пептидгидролаз , 
выявленные при гель-фильтрации пре-
парата из почек человека , соответст-
вуют таковым, полученным нами ранее 
при изучении ферментов из почек 
свиньи [1] . 
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Spec t rum of cysteine peptide hydro lases w a s 
s tudied in h u m a n kidney cortex us ing a var ie ty 
of protein and synthet ic subs t r a t e s a f te r the 
p repara t ion was f rac t iona ted on Sephadex 
G-100 fo l lowing the precipi tat ion with ammo-
nium su l fa te 40-70 u/o. Activities of dipeptidyl 
aminopept idase I, lysosomal ca rboxypept idases 
A and B, ca theps ins В and H, as well as the 
activity of Ca+ 2 -dependen t neutra l pro te inase 
were detected. A th iol -dependent proteolyt ic 
activity, which w a s apparen t ly s t imulated by 
cathepsin T- and -M like enzymes, was also 
observed. Besides, the pro te inase with molecular 
m a s s of 50-60 KDa and high hemoglobin and 
casein sp l i t t ing activity w a s found. This activity 
canno t be a t t r ibu ted to any of the pro te inases 
so far known. I soe lec t rofocus ing technique 
showed tha t two fo rms of ca thepsin В occurred 
in h u m a n kidney with isoelectric points ai 
pH 5,32 and pH 5.65; two forms of cathepsin 
IT were also detected exhibi t ing isoclccric point* 
al pi I 6.03 and pi I 6.7. 
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АКТИВНОСТЬ М О Н О А М И Н О К С И Д А З Ы И У Р О В Е Н Ь 
у - А М И Н О М А С Л Я Н О Й КИСЛОТЫ ПРИ ГИПЕРОКСИИ. 

В Л И Я Н И Е Х Л О Р Г И Л И Н А 

Ростовский университет им. М. А. Суслова 

Д л я патологических состояний, со-
п р о в о ж д а ю щ и х с я стимуляцией пере-
кисного окисления липидов, характер -
ны качественные изменения каталити-
ческих свойств митохондриальной 
моноаминоксидазы - М А О [амин: кис-
лород-оксидоредуктаза (деза миниру-
ю щ а я ) ( ф л а в и н с о д е р ж а щ а я ) , КФ 
1.4.3.4] — к л ю ч е в о г о фермента обмена 
моноаминовых медиаторов . Изменения , 
п р о я в л я ю щ и е с я в снижении активности 
фермента со специфическими субстра-

тами и появлении способности дезами 
пировать целый р я д веществ, в норм< 
пс я в л я ю щ и х с я субстратами MAC 
(диамины, полиамины, амииосаха 
ра и др . ) , о б н а р у ж е н ы при лучевое 
поражении, злокачественном росте 
гипервитаминозе D [2] , холодовог 
стрессе [7] , гипоксии [6] , эксперимен 
тальмой гиперхолестеринемии [9] , чс 
репно-мозговой т р а в м е [1] . При все 
изученных состояниях изменяется суС 
стратная специфичность чувствитель 
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