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• п with thiobarbituric acid (ТВА) and ceruloplasmin in blood of patients
t*; ^circulation encephalopathy (EP). It was shown distinctions of clinical
W ж es in three series of patients with EP what characterize different level of
^^roducts reacting with TBA, the activity of SOD and contents of the trace
Г  n ts  Zn, Cu, Fe in blood and hair.

ГГУЛЯЦИЯ ПРОТЕОЛИЗА: ВЛИЯНИЕ ОКСИДОРЕДУКТАНТОВ

И НУКЛЕОЗИДТРИФОСФАТОВ НА РАСЩЕПЛЕНИЕ БЕЛКОВ

СУБСТРАТОВ ПРОТЕИНАЗАМИ РАЗРУШЕННЫХ КЛЕТОК

COR YNEBA CTERIUM DIPHTHERIAE

Пыжова Н.С., Никандров В.Н.
////Я эпидемиологии и микробиологии Минздрава Республики Беларусь,

Минск 220114ул. Филимонова, 23; E-mail: nikandrov@fizio.bas-net.by

Изучено действие оксидоредуктантов (NAD, NADH, феназинмстосульфата, 12,6-

^^орфенолиидофенола, ферроцианида и рибофлавина), а также АТР и GTP в

широком диапазоне концентраций на расщепление белков субстратов (фибрина,

Фибриногена, казеина, тромбина, желатина) протеиназами разрушенных клеток

токсигенного -  PW-8 и нетоксигенного -  4895 штаммов Corynebacterium diphtheriae.

Показан сложный характер воздействия оксидоредуктантов и нуклеозидтрифосфатов

на протеолитическую активность разрушенных клеток коринебактерий дифтерии.

Направленность эффекта и его сила определяются не только концентрацией эффектора,

особенностью набора протеиназ у разных штаммов, но и видом расщепляемого белка

субстрата.
Полученные данные углубляют представления о механизмах регуляции

протеолиза, а также существенно расширяют спектр известных проявлений АТР-

ингибируемых реакций протеолиза и иллюстрируют отдельные особенности эффекта

GTP на эти реакции.

Введение

Реакции протеолиза занимают одно из ключевых мест среди
молекулярных механизмов инициации и генезиса многих физиологических
и патологических процессов, включая пищеварение, гемостаз и
фибринолиз, воспаление, иммунный ответ, гистогенез, малигнизацию,
репродукцию вирусов, апоптоз, некроз и ряд других [1,2]. Протеолиз
реализуется при действии множества специфических энзимов (экзо- и
эндопептидаз) практически во всех компартментах клетки,
протеолитическими энзимами наделены частицы ряда вирусов. В
последние годы свойства протеиназ обнаружены у ряда белков, функция
которых, казалось бы, напрямую не связана с расщеплением: фактор роста
нервов, белки ингибиторы протеолиза и др. [3].

Следовательно, протеолиз, его физико-химическая сущность и
механизмы регуляции представляют сложную актуальную проблему ряда
биологических, химических и медицинских наук. К изложенному следует
добавить широкое применение (даже системного плана) ряда
протеолитических энзимов в клинической медицине: при тромбозах,
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реакций. Так, обоснована конц^*^1

протеолиза, предусматривающая актива
и реализацию каталитической активности
активных форм кислорода [4,5]. Тем не м
окислительно-восстановительного характера

А на
’ лизис

ухудшениях микроциркуляции и т.п. Но несмотря на большую знач
этой проблемы, физико-химические механизмы реалм>У

протеолитических реакций и их регуляция на молекулярном и клето^*
уровне все еще далеки от полной ясности. Чн°м

Нами был обнаружен ряд новых феноменов при исследо
протеолитических ----------  ~с -----------
кислородзависимого
зимогенов протеиназ
участии собственных
влияние соединений
протеолитические реакции изучено крайне недостаточно. Кроме того
примере ряда реакций (активация плазминогена стрептокиназой -
фибрина лонголитином, плазминоген-активаторная и протеолитическа^
активность субъединиц фактора роста нервов, расщепление бел к
субстратов различными протеиназами) было обнаружено подавлен^

протеолиза АТР -  явление противоположные АТР-активируемом
протеолизу [6-8]. Оказалось также, что указанные реакции по-разномі
реагируют на другие родственные нуклеотиды. Однако глубоко этот
вопрос не изучен, з том числе широта распространения феномена и
?леханизм его.

Следует отметить, что имеющиеся сообщения об эффектах на
протеолитические реакции оксидоредуктантов также касаются воздействия
агентов на очищенные протеиназы [например, 9].

3 настоящей статье продемонстрированы особенности
оксидоредуктатов, АТР и GTP на расщепление белков протеиназами
разрушенных клеток токсигенного и нетоксигенного штаммов
Corynebacterium diphtheriae.

Материалы и методы исследования

Клетки Corynebacterium diphtheriae (штаммы 4895, PW-8)
культивировали в стеклянных флаконах емкостью 50 мл, содержащих по
10 мл питательной среды. В качестве питательной среды готовили бульон
Лингуда (панкреатический гидролизат говядины с последующим
дрожжевым, дображиванием) [10]. В ряде экспериментов в питательную
среду добавляли 10% телячьей или лошадиной сыворотки. Питательную
сре;у инокулировали клетками перечисленных штаммов в соответствии со
стандартом мутности (ГИСК, Москва, Россия), флаконы с
инокулированной средой инкубировали при 34°С при периодическом
перемешивании. Рост биомассы учитывали турбидиметрически при 650
нм. Через трое суток -  время перехода в фазу замедления роста клетки
отделяли от жидкой фазы цетрифугированием при 5000 об/мин в течение
15 мин и отмывали or остатков культуральной жидкости 0.15 М раствором
NaCl. И к разрушали путем повторного замораживания-отт аивания либо
улыразву ковой дезинтеграцией.
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ппотеолитическую активность определяли методом лизиса
овых пластин как подробно описано в наши?: статьях [4,11],а также

ФибрИН
с>/ фибриногена, казеина, тромбина или желатина в тонком слое

по л
а г ар'а . Концентрация белков составляла 10 г/л, агар-агара -  15 г/л. В

tfaP’ в е  растворителя для приготовления фибриновых или белково-
каЧеС

тиН овых пластин использовали 0.01 М фосоатный буфер pH 7.4,
*сла ж а щий 0.15 М NaCl. Пластины с нанесенными пробами
^бировали ПРИ в  т е ч е н и е  24 часов. Зоны лизиса визуализировали
ИН боткой белок-агаровых пластин 2 н трихлоруксусной кислотой.

ер*а и и е  белка определяли колориметрическим методом [12].
б°д  ^ с е  исследования выполнены не менее, чем четырехкратно,

ультаты обработаны статистически по t-критерию Стьюдента.
ре3 В работе использовали кумасси голубой G-250, феназинмегосульфат,

ибофлавин (Fluka, Швейцария), бактоагар типа “Difco” (Ferak, Германия),
р j.neoTHjb( были фирмы “Reanal” (Венгрия), ф ібриноген человека -
поизводства РНПЦ гематологии и трансфузиологии Минздрава

республики Беларусь. Казеин по Гаммерстену и другие реактивы
квалификации “хч” или “чда” были производства стран СНГ, их
использовали после соответствующей дополнительной очистки.

Результаты и их обсуждение

Расщепление желатина протеиназами разрушенных клеток штамма
PW-8 более чувствительно к NAD, чем протеолиз фибриногена (рис. 1).
Так, статистически достоверное (р<0,05) увеличение желатинолиза
наблюдалось в диапазоне концентраций нуклеотида 1О'5-1О2 М с
максимумом при 10'3 М, тогда как гидролиз фибриногена не изменялся во
всем концентрационном диaпaзoнeNAD. В то же время NADH слабо
угнетал фибриногенолиз при концентрации 10* М, вызывая лишь
тенденцию к усилению расщепления желатина.

Феназинметосульфат при концентрации >10'3 М вызвал усиление
желатинолиза на 23-60% (р<0,05 ), тогда как расщепление фибриногена
подавлялось на 60% при максимальной концентрации оксидоредуктанта.

Дихлорфенолиндофенол при концентрации ІО^-ІО’М вызвал
небольшое -  на 20-30% усиление лизиса фибриногена и желатина, а при
увеличении концентрации эффектора на порядок угнетал на 60% лишь
фибриногенолиз.

Феррицианид практически не влиял на расщепление протеиназами
фибриногена, но в концентрации 104 М слабо (на 25%) усиливал
расщепление желатина.

Фибриногенолиз мало чувствителен и к рибофлавину -  только при
концентрации 10'3 М расщепление этого белка возрастало на 30%. Еіместе
с тем, гидролиз желатина угнетался на 50% при концентрации этого
эффектора 10'3 М и усиливался на 35% при увеличении концентрации на
порядок.
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Рис 1. Влияние оксидоредуктантов на расщепление фибриногена и

желатина протеиназами разрушенных клеток Corynebacterium diphtheriae

штамм PW-8 (FMS — феназинметосульфат, DC IP -2,6-

дихлорфенолиндофенол)
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дТР в концентрации 10'6 М и 10 ‘ М угнетал расщепление фибрина
еиназами разрушенных клеток PW-8 на 38 и 50% соответственно, в то

ПР01 мЯ гидролиз фибриногена угнетался в присутствии нуклеотида в в
*е ^проком диапазоне концентраций: 10’4-10 2 М на 30-40% (рис.2.),
^щепление казеина в присутствии АТР (10'6-10‘3 М), наоборот, слабо -
^аС

9 0-30% усиливалось, тогда как расщепление тромбина в присутствии
Ю'3 М и 102 М АТР подавлялось на 30, 40, 100%, соответственно.

1 р в целом на расщепление фибрина, фибриногена и тромбина оказал
°  ший эффект. Только в концентрации 10’2 М нуклеотид подавлял
М полиз лишь фибрина на 45%. Этот нуклеотид, в отличие от АТР,
одавлял гидролиз казеина на 42-50% во всем концентрационном

диапазоне.
На расщепление фибриногена протеиназами разрушенных клеток

^токсичного штамма 4895 АТР и GTP оказали несколько иное
оздействие. Причем, в концентрации 10*6-10"’ М АТР усиливал

іибриногенолиз на 20-35%, а при 10‘2 М угнетал на 20%. GTP
статистически достоверно (р<0,05) изменял расщепление фибриногена
лишь при концентрации 10‘5 М, угнетая процесс на 20%. Гидролиз казеина
протеиназами этого штамма заметно изменялся (угнетался на 30%) лишь
при максимальной концентрации АТР.

Полученные материалы свидетельствуют о сложном характере
воздействия оксидоредуктантов и нуклеозидтрифосфатов на
протеолитическую активность разрушенных клеток коринебактерий
дифтерии. Направленность эффекта и его сила определяются не только
концентрацией эффектора, особенностью набора протеиназ у разных
штаммов, но и видом расщепляемого белка субстрата. Последний момент
вполне может быть отражением расщеплениями одного и того же белка
субстрата разными протеиназами с неодинакоиой эффективность. Однако
как было показано ранее на очищенных образцах протеиназ действие АТР
и GTP существенно зависит и от белка субстрата при расщеплении одной и
той же протеиназой [8, 13]. Причины этого пока неясны и требуют
проведения дальнейших исследований. Влияние оксидоредуктантов, как
явствует из приведенных данных, определяется не только величиной
редокс-потенциала.

Здесь возможны электростатические взаимодействия эффекторов с
субстратом и протеиназами, локальные модификации структур этих
макромолекул. Нельзя исключть и наличие в белках специфических сайтов
связывания, например, NAD или АТР.
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-80 ■ GTP (фибрин)

- - о -  - GTP (фибриноген)
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• • • * •  СТР (казеин)
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Рис 2. Влияние АТР и GTP на расщепление белков субстратов

протеиназами разрушенных клеток Corynebacterium diphtheriae, штаммы

PW-8 и 4895
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Заключение

Гзедовательно, в клетках микроорганизмов уровень
этических реакций регулируется на метаболическом уровне

цр°те ениями оксидоредуктантного характера и нуклеозидтрифосфагами.
соеД

иН бп яет представления о механизмах регуляции протеолиза. Кроме
9го У полученные материалы существенно расширяют спектр известных
Т°Г°’ ений ATP-ингибируемых реакций протеолиза и иллюстрируют
пРсЯ име особенности эффекта GTP на эти реакции
отдельны
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