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Никандров В.Н, Пыжова Н.С.
НЕСКОЛЬКО НОВЫХ ИДЕЙ В ОБЛАСТИ РЕАЛИЗАЦИИ И

РЕГУЛЯЦИИ ПРОТЕОЛИТИЧЕСКИХ РЕАКЦИЙ. ИХ ВОЗМОЖНЫЕ
ПРИЛОЖЕНИЯ

Институт физиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь

Nikandrov V.N., Pyzhova N.S.
SEVERAL NEW IDEAS OF REGULATION AND REGULATION OF

PROTEOLYTIC REACTIONS. ITS POSSIBLE APPLUCATIONS
Institute of Physiology ofNAS of Belarus, Minsk, Belarus

Протеолиз -  один из универсальных механизмов регуляции жизне
деятельности организма, инициации и(или) генезиса практически всех
основных патологических процессов. Существует немало заболеваний,
обусловленных дефектом генов, кодирующих образование в организме
компонентов протеолиза [1]. Тем не менее, механизм расщепления пептидной
(амидной) связи и регуляция протеолиза на молекулярном, клеточном и
системном уровнях далеки от полной ясности.
В начале 1980-х годов в лаборатории биохимии Белорусского НИИ
эпидемиологии и микробиологии были начаты и велись исследования ряда
необычных проявлений природы протеолитических реакций и их регуляции.
С 1999 года они были продолжены совместно с лабораторией регуляторных
белков и пептидов Института физиологии НАН Беларуси. Полученные
результаты позволили описать следующие новые феномены.
Кислородзависимый протеолиз. Представления о кислородзависимом
протеолизе явились, прежде всего, альтернативой гипотезе «активаторного
комплекса» -  эквимолярного устойчивого комплекса Pg и SK. Этот комплекс
наделен эстеразной активностью и, по мнению сторонников гипотезы,
способен активировать Pg. Однако накопились факты, в т. ч. полученные в
нашей лаборатории, о способности SK активировать Pg в условиях, когда
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наличие такого комплекса SK-Pg физико-химическими методами не зафик
сировано [например, 2].

Механизм, по-новому объясняющий активаторную функцию SK,
зиждется на четырех основных моментах, впервые обнаруженных нами
экспериментально: активация Pg SK-ой блокируется перехватчиками
супероксидного радикала, необратимо связывающими O f; Pg человека,
кролика в водно-солевом растворе генерирует активные формы кислорода, в
т.ч. и О2"-радикал; SK обладает O f-конвергирующей способностью; при
обработке Pg человека источниками активных форм кислорода проявляется
четкая фибринолитическая активность. То есть данный механизм включает
генерирование О2~ Pg-ом и конверсию радикала SK-ой [3, 4]. Характер
продукта, образующегося при такой конверсии О2~, еще не выяснен.

Затем была продемонстрирована возможность активации трипсиногена,
а-химотрипсиногена А, пепсиногена при обработке источниками активных
форм кислорода, причем Н2О2-индуцируемая активация зимогенов резко
ингибировалась перехватчиком О2"-радикала нитротетразолиевым синим
(NBT). Лишь активация трипсиногена подавлялась слабее. Возможно, она
опосредована иными активными формами кислорода, например, «крипто-
гидроксильным» радикалом [5-7].

Фибринолитическая активность ряда сериновых, цистеиновой, аспар
тильной и металлопротеиназ была мало чувствительна к перехватчикам
синглетного кислорода и ОН-радикала, однако NBT полностью подавлял
таковую плазмина, папаина, пепсина, и стафиллококковой металопротеиназы
и умеренно -  активность урокиназы, субтилизина [2,8]. Он был неэффективен
лишь в опытах с трипсином и а-химотрипсином. Однако в последующем
нами выявлена чувствительность трипсина и а-химотрипсина к инги
бированию NBT в присутствии мочевины [1]. Можно думать, что O f-
генерирующие сайты этих протеиназ локализованы в узких щелях глобулы
энзима, куда молекулы перехватчика неспособны проникнуть из-за
достаточно больших размеров.

Обнаруженная способность зимогенов и протеиназ генерировать в
водно-солевом растворе активные формы кислорода, как и наличие у про
теиназ небольшой O f-конвергирующей способности [9,10] дополнительно
подкрепляют гипотезу кислородзависимого протеолиза.

В отличие от описанной в литературе способности активных форм
кислорода стимулировать протеолиз, модифицируя белок-субстрат или
инактивируя белки-ингибиторы, нами впервые предложен совершенно новый
путь: реализация протеолитического катализа через собственные, гене
рируемые молекулами протеиназ или зимогенов активные формы кислорода
[4,7,8]. Конечная стадия расщепления белка в таком случае остается
гидролитической, но суть внутреннего механизма в данной концепции иная.

Логичен вопрос о реализации подобных реакций в клетке. На суб
клеточных фракциях гомогенатов головного мозга и печени мышей выявлена
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их Pg-активаторная способность, в отдельных случаях умеренно угнетаемая
перехватчиками О2'-радикала -  NBT или даже Си, Zn-супероксиддисмутазой
[11,12]. NADH или цитрат усиливали эту активацию, в присутствии
субстратов существенно возрастал ингибиторный эффект NBT [2,12].
Нами описаны также активация Pg в присутствии дифтерийного токсина [13]
или очищенного вируса чумы птиц (ингибиторный анализ ее позволяет
считать вероятной реализацию активации зимогена именно по кислород-
зависимому механизму) [1]; связь Pg-активаторной и протеолитической
активности олигомера (7S) фактора роста нервов, его у- и 0-субъединиц с
образованием и трансформацией активных форм кислорода [14]; обнару
жение в образцах белков-ингибиторов протеиназ (соевого ингибитора
трипсина, овомукоида и овоингибитора) протеолитической активности,
способности разлагать Н2О2, конверсии О2’-радикалов [13]. Данные факты
позволяют иначе взглянуть на взаимодействие регуляторных белков с
рецептором (суб)клеточной мембраны. Считают, что при этом индуцируется
чисто конформационная перестройка рецептора и участка мембраны. Однако,
на наш взгляд, такие белки должны обладать и другими функциями, в
частности, энзиматической активностью, например, способствующей моди
фикации процессов, опосредуемых активными формами кислорода, и
вмешательству в протеолитические реакции. Здесь открывается широкая
перспектива дальнейших исследований. Кстати, остается совершенно
неясным механизм спонтанной трансформации нормальной формы белка
приона (Ргс ) в инфекционную (PrSc), как и способности последней осу
ществлять конверсию Prc —»PrSc. Представленные в литературе модели таких
превращений сводятся к изменениям конформации белка [15]. Но сущ е
ственные изменения ее вовсе не всегда сопряжены с изменениями его
функции. Известны также примеры, когда небольшие изменения структуры
белка сопровождаются принципиальными изменениями его функциональных
свойств. Мы предположили, что PrSc имеет собственный инструмент «агрес
сии», который и позволяет ему переводить популяцию Ргс  в патологическую
конформацию. Этим инструментом должен быть каталитический центр и,
весьма вероятно, протеолитический [1].

Именно концепция кислородзависимого протеолиза дала мощный им
пульс исследованиям воздействия Pg и SK на клетки нервной ткани,
приведшим к совокупности пионерских результатов абсолютной мировой
новизны, в т.ч доказательство нейротрофических и нейропротекторных
свойств SK и Pg. Настоящая концепция также создает основу для разработки
нетрадиционных ингибиторов протеолиза. В аспекте патогенеза заболеваний
приобретает особый смысл накопление в организме метаболитов или
ксенобиотиков, способных эффективно связывать О2'-радикал и иные формы
активированного кислорода, что может вести к блокаде протеолитическиз
реакций и, как следствие, накоплению избытка нежелательных белковых
субстанций.
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ATP-ингибируемый протеолиз. В последние десятилетия во всем мире
интенсивно исследуются механизмы ATP-активируемого протеолиза. В 1987
году нами был обнаружен и описан эффект противоположного плана. АТР
оказался способным подавлять SK-зависимую активацию Pg. [16]. Эффект не
зависел от количества макроэргических связей в нуклеотиде -  SK-зависимая
активация зимогена оказалась индифферентной к ADP, GTP, СТР и подав
лялась еще лишь 3’,5‘-АМР. Затем обнаружили подавление АТР фиб
ринолитической активности протеиназы гриба Arthrobotrys tonga [17]. Более
обстоятельные исследования влияния нуклеотидов на активность ряда
протеиназ и функцию активаторов Pg позволили выяснить два момента [18]:
-  в ряде случаев АТР в концентрации 10“3 М подавлял протеолитическую
активность пепсина, металлопротеиназы бацилл, а при большей концент
рации -  активность трипсина, химотрипсина, пепсина. Направленность и сила
эффекта существенно зависели от белка-субстрата.
-  оказалось, что феномен ATP-активированного и неопосредованного
убиквитином протеолиза распространен шире, чем принято считать. Ранее
такая активация протеолиза АТР была показана только в отношении папаина.
Мы же наблюдали этот эффект при расщеплении белков трипсином,
химотрипсином, субтилизином, пепсином, металлопротеиназой бацилл.

Установлено также протекторное действие ряда нуклеотидов на мо
лекулу Pg при инактивации его УФ-облучением [2]. Причем, не обнаружено
связи между количеством макроэргических связей в нуклеотиде и его
протекторной эффективностью. Эти факты выдвигают проблему взаимо
действия нуклеозидфосфатов с протеиназами.

Полученные материалы позволили продемонстрировать целесооб
разность и полезность использования АТР в качестве своего рода «зонда» для
дифференциации штаммов патогенных микроорганизмов на примере
госпитальных штаммов Pseudomonas aeruginosa [2]. Их внеклеточные
протеиназы практически в одинаковой мере расщепляли желатин и фиб
риноген быка. Однако в присутствии АТР интенсивность расщепления белков
протеиназами штаммов различалась существенно. В ряде случаев про
теолитическая активность заметно подавлялась АТР в концентрации 10 5—10 3

М. Предпринята попытка использования данного феномена и в анализе
плазмы крови и бронхо-альвеолярной лаважной жидкости пациентов с
бронхо-легочной патологией [19]. Это -  первый шаг приложения эффек
торного действия АТР на протеолитические реакции к лабораторной
диагностике заболеваний.

Кроме того, колебания уровня внутриклеточного АТР и других нуклео
зидфосфатов при физиологических и патологических состояниях несомненно
отражаются не только на интенсивности ATP-активируемого убиквитин-
опосредованного протеолиза. Однако эта сторона проблемы пока остается
практически нераскрытой.
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Фосфатный эффект в протеолизе. Еще при исследовании активи
рующего действия ионов Fe на зимогены протеиназ было установлено, что в
ряде случаев оно проявляется лишь в присутствии в растворе неор
ганического ортофосфата [20]. Оказалось, что фибринолитическая активность
отмытых клеток лимфобластных линий человека зависит от присутствия
ортофосфата [21]. Этот эффект не был обусловлен ресинтезом АТР, так как
он слабо подавлялся 0,001М молибдатом натрия (~20%) или метаванадатом
натрия, являющихся ингибиторами ATP-азы и подавляющих АТР-акти-
вируемый протеолиз. При добавлении же к клеткам субстрата дыхания -
цитрата данные соединения даже вызвали рост протеолитической активности
на 19-37%. Все это создало предпосылки для выдвижении идеи о
самостоятельном «фосфатном эффекте» в регуляции протеолиза [22].
Добавление ортофосфата натрия заметно увеличило Pg-активаторную
способность практически всех субклеточных фракций гомогенатов головного
мозга и печени белых мышей [2]. АТР не влиял или угнетал их Pg-
активаторную функцию, а ADP+ортофосфат обусловил увеличение актива-
торной функции, не превысившее действие одного ортофосфата. Добавление
ингибиторов ATP-деградирующих энзимов, в целом ряде случаев не влияло
на действие ортофосфата либо даже усиливало его. Следовательно, неор
ганический ортофосфат влияет на Pg-активаторную способность субкле
точных фракций, по-видимому, без участия ресинтезируемого АТР. Это
подтверждается резистентностью фибринолитической активности митоходри-
альной фракции гомогенатов головного мозга и печени мышей (она
проявлялась лишь в присутствии ортофосфата) к цианиду и разобщителю
окислительного фосфорилирования -  2,4-динитрофенолу: они не снимали
эффект фосфата [2,7].

Дальнейшие исследования расщепления ряда белков-субстратов про
теиназами различных групп (сериновыми, цистеиновыми, аспартильными,
металлопротеиназами), а также Pg-активаторной способности SK, урокиназы
и тканевого активатора Pg из сердца свиньи выявили во многих случаях
сильную стимуляцию ортофосфатом расщепления белков протеиназами [18].
Эффект в значительной мере определялся белком-субстратом. Выяснение
механизма «фосфатного эффекта» -  задача специальных исследований
взаимодействия ионов фосфата с сайтами молекул протеиназы и белка
субстрата. Это объемная задача, которая внешне выглядит вполне
стандартной, однако может быть сопряжена с целым рядом неожиданных
моментов.

Значение фосфатного эффекта заключается в возможности исполь
зования неорганических фосфатов в качестве «зондов» при исследовании
особенностей перестроек системы протеолиза в организме, а также для
стимуляции солями фосфатов протеолитических процессов в случае такой
необходимости. Кроме того, колебания уровня ортофосфата в клетках и
тканях неизбежно сопровождаются изменениями интенсивности опреде-
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ленных протеолитических реакций. Этот аспект -  самостоятельная проблема
не только протеолиза, но и биохимической регуляции в целом. Основываясь
на фосфатном эффекте, нами предложен способ ведения панкреатического
гидролиза белкового сырья [23].

Неожиданные взаимодействия компонентов протеолиза с тканевыми
белками. Обычно межбелковые взаимодействия в регуляции протеолити
ческих процессов рассматривают в трех вариантах: протеиназа-белок-суб-
страт, протеиназа-белок-ингибитор, протеиназа(зимоген)-рецептором клетки.

Методами гель-хроматографии и дифференциальной спектроскопии
нами впервые установлено, что в водно-солевых растворах образуются
эквимолярные устойчивые комплексы SK или Pg с лактат-, малат-дегид-
рогеназами, каталазой или пируваткиназой [24]. Каталитические свойства (Км
и kj) оксидоредуктаз(пируваткиназы) в составе комплексов существенно не
менялись [25]. Судя по кинетике дифференциальных спектров, разница
кинетических и равновесных параметров (kb  кь, к_], Ка, Kd) взаимодействия
SK или Pg с каждым из энзимов и взаимодействия SK с Pg (одним из самых
быстрых взаимодействий белков) -  не существенна.

Смысл образования таких комплексов для биосистем неизвестен. Необ
ходимы исследования их биологического действия. Это создает достаточно
широкий фронт работ. Pg-активаторная функция SK и способность Pg
активироваться в составе всех эквимолярных комплексов принципиально не
менялись, за исключением комплекса «SK-пируваткиназа», имевшего Pg-
активаторную способность на ~ 30% выше в сравнении с нативной SK [24].
Изложенные факты продиктовали исследования влияния SK, Pg и их
комплексов с пируваткиназой на жизнедеятельность клеток нервной ткани и
электрическую активность нейронов ствола головного мозга. Среди наиболее
демонстративных результатов -  блокада электрической активности нейронов
дыхательного центра при продолжительной суперфузии понтобульбос-
пинального препарата раствором Pg [26], стимуляция пируваткиназой
пролиферации и дифференциации клеток нейробластомы IMR-32, деструкция
клеток глиомы С6 [27,28].

Парадоксальный эффект фенилметилсульфонилфторида. При изучении
расщепления белков-субстратов протеиназами разрушенных клеток Согу-
nebacterium diphtheria токсигенного штамма PW-8 замечен необычный
эффект этого ингибитора сериновых и цистеиновых протеиназ -  активация
протеолиза [29]. Сходную картину наблюдали и на супернатантах
культуральной жидкости различных штаммов микроорганизма [30]. Приме
чательно, что расщепление протамин-сультата ингибитором трипсина соевых
бобов или фибрина овоингибитором заметно возрастало в присутствии
фенилметилсульфонилфторида [1]. Полученные результаты дают основание
предполагать существование еще ряда протеиназ с необычными свойствами в
растительных, микробных и животных клетках.
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О непротеиназном протеолизе. In vitro неэнзиматическое расщепление
молекулы белка показано неоднократно. Его возможность в биосистемах пока
остается предметом дискуссий. Однако в экспериментах с супернатантами
культуральной жидкости патогенных штаммов Pseudomonas aeruginosa
выявлены резкое снижение их протеолитической активности при отделении
на колонке с сефадексом G-25 низкомолекулярных сине-зеленых пигментов, а
также проявление их фракцией протеиназных свойств [31]. Этому аспекту
следует посвятить отдельные исследования, поскольку они могут весьма
существенно изменить наши представления о протеолизе.

Заключение. Кратко представленные результаты и положения ил
люстрируют новые ракурсы проблемы протеолиза. Каждый из них выли
вается в самостоятельную проблему со своими теоретическими и при
кладными аспектами. Одной из важных прикладных сторон описанных
феноменов для патологии человека является разработка дифференциально
диагностических тестов на основе проявлений кислородзависимого протео
лиза и эффектов фосфатов. Кроме того, открываются возможности нетра
диционных подходов к разработке ингибиторов протеолитических реакций, в
том числе катализируемых протеиназами вирионов. Тем более, что вирусы
способны инициировать протеолитические реакции по кислородзависимому
механизму [1]. Создается основа для принципиально нового подхода к
проблеме ряда специфических белков, наделенных функцией регуляции
биологических процессов. К ним следует отнести также токсины и прионы.
Наконец, материалы о быстром процессе формирования устойчивых комп
лексов белков различного функционального плана могут оказаться
полезными для понимания белок-рецепторных взаимодействий, что имеет
исключительное значение для физиологии и патологии эукариотической и
прокариотической клетки.
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