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Цистатины – ингибиторы тиоловых протеиназ повсеместно присутствуют в тканях
млекопитающих. В мозгу они предотвращают нежелательный протеолиз и включаются в патогенез
некоторых нейродегенеративных заболеваний. При физиологических условиях оксид азота может
быть обнаружен почти во всех тканях, но при патологических условиях NO оказывает
повреждающий эффект. Увеличение его концентрации при различных нейральных патологиях
приводит к разрушению клеток из-за образования высокореактивного пероксинитрита.
В представленных нами результатах показано защитное дейсвие куркумина против разрушающего
действия NO на высокомолекулярный цистатин из мозга коз. NO вызывает интенсивные
структурные и функциональные нарушения цистатина, достигающие 89% потерь
антипротеолитической активности после 2-х часовой совместной инкубации. Структурные
повреждения происходят в виде усиленной деградации белков. Куркумин значительно
предохраняет высокомулекулярный цистатин из мозга коз от подобных повреждений. Эти данные
наводят на мысль, что куркумин обладает большим потенциалом в лечении болезней, вызванных
действием свободных радикалов азота, и этот потенциал должен быть использован для разработки
в дальнейшем новых лекарств.

Ключевые слова: оксид азота, высокомолекулярный цистатин из мозга коз,
антипротеолитическая активность, куркумин.

ВВЕДЕНИЕ. Куркумин (рис. 1) - главный компонент, экстрагируемый
из порошка высушенных корневищ куркумы длинной Curcuma longa L.
(Zingiberaceae).

209

* - адресат для переписки

Рисунок 1. 
Химическая структура куркумина.



Это растение традиционно используется в Индии для еды и медицинских
целей. Куркумин (К) обладает различными химическими, биологическими и
фармакологическими свойствами, включая антиоксидантную [1, 2] и
антивоспалительную активности [3, 4]. Более того, об антиканцерогенной
активности К сообщалось при различных, вызванных химикатами, опухолях,
включая пищеварительные органы [5, 6], раки кожи [7] и клеточные линии [8-10].

Хотя точный механизм, с помощью которого К проводит эти эффекты,
ещё предстоит выяснить, антиоксидантные свойства этого пигмента по-видимому
лежат в основе его плейотропных биологических активностей [11].

Окисление и образование свободных радикалов является интегральной частью
обмена у млекопитающих. В группу свободных радикалов включаются супероксиды,
гидроксилы, пероксилы, алкоксилы, тиилы и оксиды азота (NO•, NO•

2).
Оксид азота (NO•) является неорганическим свободным радикалом,
синтезированным из газа семейством изоферментов синтаз оксида азота.
Он локализуется в различных тканях, включая мозг, и играет активную роль
в биологии свободных радикалов и рака [12]. Он играет жизненно важную роль
как клеточно-сигнализирующая молекула в сосудистой, нервной и иммунной
системе [13]. Интенсивный и нерегулируемый синтез оксида азота рассматривается
как причинный или опосредованно приводящий к патофизиологическим
условиям, включая многие заболевания, завершающиеся летальным исходом,
а также изнуряющие заболевания [14].

Цистатины – это ингибиторы тиоловых протеиназ, повсеместно
обнаруженные в тканях млекопитающих [15]. Они предохранют клетки
от разрушения, предотвращая преждевременный протеолиз. Они активно
участвуют в создании различных патологических состояний, включая болезнь
Альцгеймера и других нейродегенеративных заболеваний [16-17]. 

В настоящей работе мы исследовали действие свободных радикалов оксида
азота на цистатин высокой молекулярной массы, выделенного из мозга коз (Ц),
и очищающий и предохраняющий эффект К против такого повреждения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ.
Реактивы. Папаин, нитрит натрия (НН), дитионит натрия (ДТН),

реактив Грисса, Сефадекс G-100 и К производства “Sigma Chemical Co” (США).
ДЕАЕ-целлюлоза производтсва “SRL” (Индия). Все остальные химикаты были
самой высокой чистоты, существующей в продаже.

Очистка Ц. Ц был выделн и очищен из мозга коз по методу Sumbul и Bano
[18]. Вкратце процедура сводилась к следующему - свежий мозг коз, собранный
на бойне (150 г), гомогенизировали в 50 мМ натрий-фосфатном буфере (300 мл)
рН 7,5, содержащем 0,15 М NaCl, 3мМ ЭДТА и 2% бутанол, гомогенат
центрифугировали 30 мин при 3500 g. Образовавшийся супернатант подвергали
затем щелочной обработке при рH 11,0 с использованием 3,0 М NaOH, а затем
центрифугировали. После центрифугирования супернатант подвергали
окончательному 30-80% фракционированию сульфатом аммония. Полученный
осадок растворяли в 50 мМ натрий-фосфатном буфере рН 7,5 и трижды
диализовали против 100 объемов того же буфера, содержащего 0,15 М NaCl.
Белковый раствор наносили на колонку с Сефадексом G-100 и элюировали тем же
буфером. При дальнейшей очистке использовали ионо-обменную хроматографию
на ДЕАЕ-целлюлозе при рН 8,0. Собираемые фракции анализировали затем
на ингибирующую активность и на содержание белка, фракции с максимальным
ингибированием объединялись и концентрировались. Очищенный Ц давал одну
полосу при нативном 7,5% ПАГ электрофорезе. Молекулярная масса белка,
определённая в СДС-ПАГ электрофорезе на 12,5% геле, была найдена равной
70800 дальтон. Во всех пробах содержание белка определяли по методу Лоури [19]. 

Определение ингибитора тиоловых протеиназ. Ингибиторную активность Ц
против папаина определяли как описано Kunitz [20]. Ц инкубировали с NO
в присутствии и отсутствии К.
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Обработка Ц с NO. Ц обрабатывали оксидом азота, образованным при
редукции НН с ДТН как описано ранее [21]. Модификация проводилась путём
варьирования временных интервалов инкубации (0 мин – 3 часа) при 37°С.
Реакционная смесь содержала Ц (100 нмолей), НН (100 мМ) и ДТН (10 мМ). После
инкубации реакционную среду диализовали против 50 мМ натрий-фосфатного
буфера рН 7,5 для определения активности и электрофореза. Пробы нативного Ц,
инкубированные с одним НН (100 мМ) или с одним ДТН (10мМ), использовали
как контроли.

Обработка Ц в присутствии К. Запасной раствор К (1 мМ) готовили
растворением в абсолютном этаноле. Ц инкубировали с реактивами, образующими
NO (как описано выше), в присутствии различных концентраций К (0-300 мкМ)
в течение 2 часов при 37°С. Для ПАГ электрофореза, флуоресцентных
исследований и определения активности смесь диализовали против 50 мМ
натрий-фосфатного буфера.

Для оценки очищающей способности К от действия оксида азота 100мкМ К
инкубировали со 100М НН и 10М ДТН в 50мМ натрий-фосфатном буфере
в течение 2 часов. В конце инкубации реакционную смесь собирали для измерения
нитрита, образованного из NO, с использованием реактива Грисса [22].

Электрофорез в полиакриламидном геле. Ц (500 нмолей), обработанный NO
в течение различных интервалов времени, был исследован нативным ПАГ
электрофорезом с использованием 10% геля, подробно описанным Laemmli [23],
в трис-глициновом буфере, рН 8,3. Различные концентрации К с Ц и NO также
были анализированы нативным ПАГ электрофорезом. Гели были окрашены
по ранее описанному методу .

Флуоресцентная спектроскопия. Измерения собственной флуоресценции
проводились на спектрофлуориметре модели Shimadzu RF-450, снабжённом
рекордером данных DR-3 при 25±1°С. Флуоресценция регистрировалась в пределах
длин волн 300-400 нм после возбуждения раствора белка при 280 нм для общей
флуоресценции белка. Ширина щели была 5 нм для возбуждения и эмиссии.
Длина оптического пути пробы была равна 1 см. Для флуоресцентных измерений
использовали 1 мкМ Ц. Соответствующие контроли были проведены, и поправки
внесены, когда было необходимо. Каждый спектр был усреднённым как минимум
из четырёх сканеров. 

8-анилино-нафтален-сульфоновая кислота (ANS), флуоресцентные измерения.
Флуоресцентные спектры регистрировались с помощью спектрофлуориметра
Shimadzu (см выше). Ц инкубировали с химикатами, образующими NO,
в присутствии или отсутствии К в течение 2 часов при 37°С. Пробы затем
смешивали с концентрированным запасным раствором (1 мкМ) ANS,
растворённом в метаноле. Длина волны возбуждения была выбрана равной 365 нм,
а эмиссию регистрировали при длинах волн 400-600 нм. Во всех опытах молярное
соотношение белка и ANS было приблизительно равно 1:60. Соответствующие
контроли были проведены и при необходимости поправки были введены. Каждый
спектр был усредненным из четырёх и более опытов.

Данные анализов. Данные выражались как среднее арифметическое ± SE
(n=3). Все эксперименты проводились с параллельными и каждый эксперимент
повторяли не менее трёх раз. 

РЕЗУЛЬТАТЫ.
Действие оксида азота на Ц.
Функциональная инактивация Ц с помошью NO. Оксид азота, образованный

в реакции НН (100 мМ) и ДТН (10 мМ) вызывал потерю ингибирующей
активности Ц (табл. 1). Инкубация Ц с в течение часа приводила к образованию
соединения с потерей ингибирующей активности более 50%, тогда как инкубация
в течение 2 часов приводила к потере почти 90% ингибирующей активности Ц.
Общая (100%) потеря ингибирующей активности наблюдалась после 3-х часовой
инкубации с NO (табл. 1).
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Структурная модификация Ц с помощью NO. Структурные изменения Ц с NO
исследовались с помощью полиакриамидного гель (ПАГ) электрофореза
и измерением собственной и наведенной (bis-ANS) флуоресценции. Результаты
ПАГ электрофореза показали, что инкубация Ц с NO в течение 0-2-х часов
вызывала деградацию белка (рис. 2). Увеличение времени инкубации с 2 до 4-х
часов приводило к образованию аггрегатов, что приявлялось сдвигом белковой
полосы в верхнее положение на геле (рис. 3). Результаты определения собственной
флуоресценции. показали экспозицию триптофановых остатков (0-2 часа),
что приводило к увеличению собственной флуоресцентной интенсивности
при 335 нм (табл. 2). Последующее увеличение времени инкубации от 2 до 3 часов
сопровождалось снижением собственной флуоресценции возможно благодаря
экранированию триптофановых остатков при образовании аггрегатов (рис. 3).
Наведённая флуоресценция с bis-ANS также показала, что NO вызывал разрушение
гидрофобного ядра Ц (табл. 2). Инкубация Ц с NO приводила к экспозиции
гидрофобных фрагментов, что определялось по увеличению флуоресценции
при 480 нм. Однако, когда время инкубации увеличивалось до 3 часов происходило
разрушение гидрофобных фрагментов и флуоресценция при 480 нм также
снижалась (табл. 2).
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Таблица 1. Действие варьирующих временных интервалов инкубации с NO
на антипротеолитическую активность Ц.

Примечание: Здесь и далее Ц инкубировался с 100 мМ Н и 10 мМ ДТН. Ингибиторная активность
измерялась казеинолитическим методом.



Сумбул и др.

213

Рисунок 2. 
ПАГ электрофорез Ц (500 нмолей) инкубированный с 100 мМ НН и 10мМ ДТН для различных
интервалов времени. Трасса А-нативный Ц, трассы B,C,D,E и F - содержат Ц, инкубированный

с НН и ДТН в течение 15, 30, 60, 90 и 120 мин.

Рисунок 3. 
То же, что на рисунке 2, но время инкубации 150, 180, 195,210 и 240 мин.



Предохраняющий эффект К против разрушения Ц оксидом азота.
Предотвращение функциональной инактивации Ц. К (0-100 мкМ) был

использован для демонстрации его очищающей способности от NO,
предохранения Ц от разрушения NO. Было найдено, что 60 мкМ К предотвращает
почти 50% потерю функциональной активности Ц, тогда как 100 мкМ К
почти полностью предохраняет Ц от инактивации (табл. 3) Для того, чтобы
исключить возможность включения азотистых радикалов в повреждение Ц,
концентрация нитритов в пробах была измерена с использованием реактива
Грисса. Также было найдено, что К препятствует превращению NO в радикалы
нитрита, поэтому количество нитрита, образованного из NO, практически
не обнаруживалось реактивом Грисса. Концентрации К, использованные в опытах,
не влияли на определение концентрации нитритов в смеси с реактивом Грисса
(данные не приведены).
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Таблица 2. Действие различных временных интервалов инкубации Ц с NO
на интенсивность собственной и наведённой флуоресценции Ц. 

Таблица 3. Действие различных концентраций К на протеолитическую активность Ц,
обработанную NO.



Очистка К от оксида азота и его действие на структурную модификацию Ц.
К в различных концентрациях (0-100 мкМ) предотвращает деградацию Ц оксидом
азота (рис. 4). При инкубации Ц с NO в присутствии 100 мкМ К никаких
структурных изменений Ц по ПАГ электрофорезу не наблюдалось (рис. 4).
Результаты измерения собственной флуоресценции также показали, что 100 мкМ К
предотвращают какие-либо большие структурные модификации Ц (табл. 4, рис. 5).
Результаты исследования наведённой флуоресценции показали, что К предотвращает
разрушение гидрофобного ядра Ц путём очистки от NO (табл. 4). Дальнейшие
исследования показали, что наблюдается почти 100% возвращение наведённой
флуоресценции к нативной флуоресценции Ц в присутствии 100 мкМ (рис. 6).
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Рисунок 5. 
Спектр собственной флуоресценции нативной Ц (А), Ц, обработанной NO в течение 2 часов (В),
Ц, обработанной NO в течение 3 часов (С), Ц, обработанной NO в течение 2 часов в присутствии

100 мкМ К (D).

Рисунок 4.
ПАГ электрофорез Ц (500 нмолей), инкубированный с НН и ДТН в присутствии и в отсутствии К.
Трасса А - нативный Ц, трасса В - Ц, обработанный NO, трассы C, D, E, F и G - Ц, обработанный К

вместе с 20, 40, 60, 80 и 100 мкМ К, соответственно.
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Рисунок 6. 
Спектр ANS наведенной флуоресценции Ц. Обозначения те же что на рис. 5.

Таблица 4. Действие различных концентраций К на интенсивность собственной
и наведённой флуоресценции Ц, обработанной NO.



ОБСУЖДЕНИЕ. NO является плейотропной молекулой необходимой
для физиологических функций, особенно в мозге. Окись азота вызывает
вазодилатацию, ингибирует апоптоз, играет важную роль в процессах памяти,
делая её (окись азота) предполагаемым ценным терапевтическим агентом
болезней, ассоциированных с возрастом. Однако NO может быть и вредным
фактором, особенно в условиях окислительного стресса из-за окисления
функционльных белков. Таким образом, когда NO образуется в избыточных
количествах в мозгу, он изменяется от физиологического нейромодулятора
до нейротоксического фактора. 

В представленной статье мы привели результаты исследования роли К
в предотвращении разрушения Ц. Цистатины играют очень важную роль
в контроле преждевременного протеолиза в мозге млекопитающих. Из-за своей
важной функции они включаются в различные патофизиологические процессы,
включая болезнь Альцгеймера [16], церебральную амилоидную ангиопатию [17]
и другие нейродегенеративные заболевания [25].

Настоящее исследование показало, что свободные радикалы азотистого
оксида вызывают функциональное и структурное разрушение Ц. Найдено, что NO
вызывает деградацию Ц (рис. 2), приводящую к его функциональной инактивации
(табл. 1). Эта функциональная инактивация может быть связана с окислением
остатков триптофана в активном центре, что было показано результатами
определения собственной флуоресценции (табл. 2). В настоящей работе далее
была исследована предохраняющая роль К против этого повреждения.
Было найдено, что К значительно предотвращает это повреждение. Установлено,
что 100 мкМ К проявляют очень выраженную защиту против функционального
(табл. 3) и структурного повреждения (табл. 4, рис. 5) Ц оксидом азота.
Оксидативный стресс играет главную роль в патогенезе различных заболеваний,
включая миокардиальную ишемию, церебральную ишемию/реперфузионные
повреждения, геморрагию и шок, нейральные клеточные повреждения, гипоксию
и рак [26]. Сообщалось, что К обладает сильными антиоксидантными свойствами,
сравнимыми со свойствами витаминов Е и С [27].

Пищевые добавки К, как было найдено, полезны при нейродегенеративных
заболеваниях, таких как болезнь Альцгеймера [28, 29]. 

Таким образом, в свете наших исследований и ранее сообщённых
результатов [30], мы можем сделать заключение, что К обладает очень целебным
эффектом против поражений, вызванных радикалами азота. К, по-видимому,
будет иметь большое значение в лечении многочисленных болезней, вызванных
оксидативным стрессом. 

В заключение отметим, что предохранительный эффект К обусловлен,
главным образом, его антиоксидантными свойствами и в дальнейшем они должны
быть тщательно исследованы для более точной оценки благоприятного действия
на воспаление и на другие, связанные с оксидативным стрессом, состояния и на
разработку новых лекарств.

Благоприятные условия, созданные для работы Aligarh Muslim University
заслуживают особой благодарности. Авторы благодарны программам SAP-DRS и
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EFFECT OF CURCUMIN ON THE NITRIC OXIDE INDUCED STRUCTURAL AND 
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Cystatins are thiol proteinase inhibitors ubiquitously present in the mammalian body. In brain, they
prevent unwanted proteolysis and are involved in several neurodegenerative diseases. Under physiological
conditions nitric oxide can be found in almost all the tissues, but under pathological conditions NO has
damaging effects. Its increased concentration, under various neural diseases leads to cell damage through
formation of highly reactive peroxynitrite. Our present study was designed to investigate the protective
effect of curcumin against NO induced damage of HM-GBC. NO caused intensive structural and functional
damage of HM-GBC, resulting in 89% loss of its antiproteolytic activity after 2 h of incubation. Structural
damage occurs in the form of protein degradation. Curcumin significantly protected HM-GBC against this
damage. This suggests that curcumin has a significant potential in the treatment of diseases caused by
nitrogen free radicals and this potential must be further explored for the development of novel drugs. 

Key words: nitric oxide, high molecular mass goat brain cystatin, antiproteolytic activity, curcumin. 
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