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Досліджено фізико-хімічні властивості карбоксипептидази А (КА) немалігнізованої тканини молочної
залози. Молекулярна маса КА становила 44293 Да. Температурний оптимум КА встановлено при
37 оС, оптимум рН – в області від рН 5,0 до 5,5. Негативний вплив іонів двовалентних металів на
активність КА знижується в ряду: Cu > Mn = Pb > Zn = Co = Ba > Hg > Fe > Mg > Ca > Ni > Cd. За дією
більшості досліджуваних металів та температурною залежністю КА немалігнізованої тканини
молочної залози подібна, а за молекулярною масою, оптимумом рН та дією таких іонів, як Zn++ і Cа++, -
відрізняється від карбоксипептидази А з інших біологічних об’єктів.
Ключові слова: карбоксипептидаза А, молочна залоза, фізико-хімічні властивості.

ВСТУП

Карбоксипептидаза А (КФ 3.4.2.1) широко розповсюджений і
багатофункціональний фермент, що відіграє важливу роль в життєдіяльності
організмів [1–3]. Карбоксипептидаза А приймає участь в клітинному катаболізмі
звичайних та аномальних білків, токсинів, пептидів лікарських препаратів [4, 5], в
пост-трансляційній модифікації білків [1, 6].

Карбоксипептидаза А відіграє важливу роль в патогенезі багатьох хвороб [7–
11].

На сьогоднішній час даний фермент виділений з різних біологічних об’єктів
[12–17]. Однак, у світовій літературі нами не виявлено досліджень, присв’ячених
вивченню фізико-хімічних властивостей карбоксипептидази А молочної залози.

Метою роботи було вивчення фізико-хімічних властивостей карбоксипептидази
А немалігнізованої тканини молочної залози.

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ

Матеріалом для дослідження були резектовані зразки прилеглої до
новоутворення немалігнізованої тканини молочної залози жінок, в яких за
результатами гістологічного дослідження не було встановлено наявність атипових
клітин. Морфологічний стан тканини був верифікований гістологічними
дослідженнями за міжнародною класифікацією ВОЗ [18]. Матеріал для дослідження
та гістологічна верифікація забезпечувалися обласним онкологічним диспансером
м. Одеси, згідно договору про сумісні дослідження.
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З гомогенату зразків, за допомогою поетапного фракціонування (NH4)2SO4 [19],
діалізу в присутності 2  мМ Zn++ [19] та гель-хроматографії та сефадексі – G 75
(“Pharmacia”, Швеція) [19], була отримана пептидаза, яка гідролізувала специфічний
для карбоксипептидази А синтетичний субстрат –
карбобензоксиглутамілфенілаланін [20].

Активність карбоксипептидази А немалігнізованої тканини молочної залози
визначали по гідролізу 2,0 мМ синтетичного субстрату
карбобензоксиглутамілфенілаланіну за методом Bradshawа [20].

Молекулярну масу карбоксипептидази А немалігнізованої тканини молочної
залози визначали з використанням маркерних білків з відомою молекулярною
масою: білок сироватки крові людини – 66500 Да, овальбумін – 43000 Да,
хімотрипсиноген А – 25000 Да, лізоцим – 17500 Да та РНК-аза – 13700 Да за
методом Ендрюса [19].

Температурний оптимум карбоксипептидази А немалігнізованої тканини
молочної залози визначали по гідролізу 2,0 мМ розчину
карбобензоксиглутамілфенілаланіну за 30-хвилинної інкубації ферменту при
температурі від 20 оС до 60 оС. За 100 % (контроль) були прийняті найвищі
показники каталітичної активності ферменту, що були встановлені при температурі
37 оС.

Оптимум – рН карбоксипептидази А немалігнізованої тканини молочної залози
визначали по гідролізу 2,0 мМ розчину карбобензоксиглутамілфенілаланіну при 37
оС з використанням стандартних буферних розчинів з рН 3,0, рН 4,0, рН 5,2, рН 7,4
та 9,0. За 100 % (контроль) було прийнято максимальну активність ферменту,
отриману при рН 5,2 і температурі 37 оС.

Вплив металів на активність карбоксипептидази А немалігнізованої тканини
молочної залози визначали за інкубації ферменту в присутності 0,05 мМ розчинів
йонів двовалентних металів: ртуті (Hg++), заліза (Fe++), нікелю (Ni++),  барію (Ba++),
магнію (Mg++), кадмію (Cd++), міді (Cu++), кобальту (Co++), кальцію (Ca++), свинцю
(Pb++), марганцю (Mn++), цинку (Zn++) при температурі 37 оС. За 100% (контроль)
була прийнята активність карбоксипептидази А, отримана при інкубації ферменту
без додавання йонів двовалентних металів.

Результати дослідження були оброблені статистично з визначенням коефіцієнта
Ст’юдента [21].

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ

Молекулярна маса карбоксипептидази А, що була отримана з немалігнізованої
тканини молочної залози, становила 44293 Да (рис. 1).

Відповідно до літературних даних, карбоксипептидаза А немалігнізованої
тканини молочної залози відрізнялася за молекулярною масою від
карбоксипептидази А з інших біологічних об’єктів. Виділений фермент мав більшу
молекулярну масу, ніж карбоксипептидаза А підшлункової залози людини і ссавців
[15, 16]; підшлункової залози великої рогатої худоби [12]; епідермальних клітин
дводенних щурів [13]; морського кільчатого червяка [22]; легень людини [17];
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кісткового мозку мишей [23]; мозку людини [9]; немалігнізованої тканини яєчників
і доброякісного та злоякісного новоутворень яєчників людини [24].

Рис. 1. Молекулярна маса карбоксипептидази А немалігнізованої тканини
молочної залози (n = 3)
Примітка:
1 – альбумін сироватки людини (66500 Да);
2 – карбоксипептидаза А немалігнізованої тканини молочної залози (44293 Да);
3 – овальбумін (43000 Да);
4 – хімотрипсиноген (25000 Да);
5 – лізоцим (17500 Да);
6 – РНК-аза (13700 Да).

Карбоксипептидаза А немалігнізованої тканини молочної залози мала меншу
молекулярну масу, ніж карбоксипептидази А концентрованої сечі людини [14] і
мононуклеарних клітин периферійної крові людини [5].

Залежність активності карбоксипептидази А немалігнізованої тканини
молочної залози від температури описувалась типовою куполоподібною кривою, а
найвищі показники каталітичної активності були встановлені при температурі 37 оС.
При зниженні або підвищенні температури відносно встановленого температурного
оптимуму (37 оС) спостерігалось зниження каталітичної активності ферменту, в
порівнянні з контролем (рис. 2).

Було встановлено,  що зниження температури до 30 оС призводить до
незначного, в порівнянні з контролем, пониження каталітичної активності
карбоксипептидази А немалігнізованої тканини молочної залози на 12,0%-ки.
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Однак, при знижені температури до 20 оС спостерігалось стрімке зниження
активності ферменту на 45,0%-ки, в порівнянні з контролем (рис. 2).
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Рис. 2. Вплив температури на активність карбоксипептидази А немалігнізованої
тканини молочної залози (n = 3)
Примітка: Контроль - за 100 % було прийнято активність карбоксипептидази А, отриману
при 37 оС.

В результаті підвищення температури до 40 оС було встановлено зниження
активності карбоксипептидази А немалігнізованої тканини молочної залози на
25,0%-ки, в порівнянні з контролем, а подальше підвищення температури до 50 оС і
60 оС приводило до втрати, відповідно, 34,0%-ків і 41,0%-ків карбоксипептидазної
активності (рис. 2).

Отже, температурний оптимум карбоксипептидази А доброякісного
новоутворення молочної залози знаходиться в межах 37 оС, що співпадає з
температурним оптимумом карбоксипептидази А концентрованої сечі людини [14],
карбоксипептидазо-А-подібного ферменту нирок щурів [25], водоемульсійної
моделі карбоксипептидази А [26].

При досліджені залежності активності карбоксипептидази А немалігнізованої
тканини молочної залози від рН середовища було встановлено,  що крива,  яка
описує залежність активності ферменту від рН середовища, має куполоподібну
форму, а оптимум рН знаходиться в інтервалі від рН 5,0 до 5,5 (рис. 3).

У порівнянні з оптимумом рН, підвищення концентрації іонів водню (Н+)  в
середовищі призводило до значного зниження активності карбоксипептидази А
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немалігнізованої тканини молочної залози на 39,0%-ки при рН 4,0 і 54,0%-ки при
рН 3,0. Пониження концентрації іонів водню в середовищі, також призводило до
зниження активності досліджуваного ферменту на 42,0%-ки при рН 7,4 та на 60%-
ки при рН 9,0 (рис. 3).
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Рис. 3. Вплив рН середовища на активність карбоксипептидази А
немалігнізованої тканини молочної залози (n = 3)
Примітка: Контроль – за 100% було прийнято активність карбоксипептидази А, отриману
при рН 5,2 і температурі 37 оС.

Отримані результати дослідження рН-залежності карбоксипептидази А
немалігнізованої тканини молочної залози відрізняються від літературних даних,
отриманих при дослідженні карбоксипептидази А великої рогатої худоби оптимум –
(рН 6,0) [12]; карбоксипептидази А водних екстрактів підшлункової залози ссавців і
людини – (рН 7,5) [15, 16]; карбоксипептидази А сечі людини – (рН 7,0) [14];
карбоксипептидазо-А-подібного ферменту з епідермальних клітин дводенних щурів
– (рН 8,5) [13] і нирок щурів – (рН 7,4) [25].

За результатами дослідження впливу іонів двовалентних металів на активність
карбоксипептидази А немалігнізованої тканини молочної залози було встановлено, що
інкубація ферменту в присутності всіх розчинів іонів металів, в порівнянні з контролем,
приводила до пониження активності ферменту, а їх негативний вплив змінювався в
ряду: Cu > Mn = Pb > Zn = Co = Ba > Hg > Fe > Mg > Ca > Ni > Cd (рис 4).
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Рис. 4. Вплив іонів двовалентних металів на активність карбоксипептидази А
немалігнізованої тканини молочної залози (n = 3)
Примітка:
1 – контроль – за 100% прийнята активність карбоксипептидази А без додавання іонів

двовалентних металів;
* – вірогідне пониження активності карбоксипептидази А відносно контролю,   р < 0,05.

При інкубації карбоксипептидази А немалігнізованої тканини молочної залози
в присутності Cd++ і Ni++ було встановлено зниження активності ферменту на 18,0%-
ки і 20,0%-ки, в порівнянні з контролем, що співпадає з даними літератури і
свідчать про те, що абсорбція іонів цих металів на поверхні молекули
карбоксипептидази А приводить до зниження її пептидазної активності [27–29]
(рис. 4).

Присутність в інкубаційному середовищі іонів Ca++, Mg++, Fe++, Hg++, Zn++, Co++,
Ba++, Mn++ і Pb++,  в порівнянні з контролем,  призводила до втрати від 35,0%-ків до
45,0%-ків активності карбоксипептидази А немалігнізованої тканини молочної
залози (рис. 4).

Отримані результати дослідження впливу більшості іонів двовалентних металів
співпадають з даними літератури, що свідчать про їх негативну дію на активність
досліджуваного ферменту [28, 30]. Однак, результати впливу таких металів, як Ca++

і Zn++, що є активаторами карбоксипептидази А, виділеної з інших біологічних
об’єктів, відрізняються від літературних даних щодо їх позитивного впливу, який
сприяє стабілізації структури карбоксипептидази А [22, 24, 28, 31, 32]. Негативний
вплив іонів цинку знаходить своє пояснення в деяких роботах, результати яких
свідчать про те, що перенасичення молекули карбоксипептидази А при абсорбції
надлишком Zn++ приводить до інгібування її пептидазної активності [22, 31].
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Найбільший негативний вплив металу для карбоксипептидази А
немалігнізованої тканини молочної залози був встановлений при інкубації з Cu++,
що приводило до втрати, в порівнянні з контролем, 60,0%-ків активності ферменту
(рис.  4).  Надлишок іонів Cu++, за даними літератури, може викликати інгібіторну
дію та зниження активності карбоксипептидази А в результаті абсорбції металу на
поверхні молекули ферменту, що приводить до зміни просторової конформації [22].

Отримані результати свідчать про те, що за дією більшості досліджуваних
металів та температурною залежністю карбоксипептидаза А немалігнізованої
тканини молочної залози подібна до карбоксипептидази А інших біологічних
об’єктів,  однак,  відрізняється –  за молекулярною масою,  оптимумом рН та дією
таких іонів, як Ca++ і Zn++, які понижували пептидазну активність ферменту.

ВИСНОВОКИ

1. Молекулярна маса карбоксипептидази А немалігнізованої тканини молочної
залози становить 44293 Да.

2. Температурний оптимум карбоксипептидази А немалігнізованої тканини
молочної залози встановлено при 37 оС.

3. Оптимум рН карбоксипептидази А немалігнізованої тканини молочної залози
встановлено в області від рН 5,0 до 5,5.

4. Активність карбоксипептидази А немалігнізованої тканини молочної залози
знижується в присутності іонів у ряду Cu > Mn = Pb > Zn = Co = Ba > Hg > Fe >
Mg > Ca > Ni > Cd.
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Филипцова Е.А. Физико-химические свойства карбоксипептидазы А немалигнизированой ткани
молочной железы / Е.А. Филипцова // Ученые записки Таврического национального университета
им. В.И. Вернадского. Серия «Биология, химия». – 2012. – Т. 25 (64), № 1. – С. 305-313.
Исследовано физико-химические свойства карбоксипептидазы А (КА) немалигнизированой ткани
молочной железы. Молекулярная масса КА составляла 44293 Да. Температурный оптимум КА
установлен при 37 оС,  оптимум рН -  в области от рН 5,0  до 5,5.  Негативное влияние ионов
двувалентных металов на активность КА снижается в ряду: Cu > Mn = Pb > Zn = Co = Ba > Hg > Fe >
Mg > Ca > Ni > Cd. По действию большинства исследованных металов и температурной зависимостью
КА подобна, а по молекулярной массе, оптимумом рН и действием таких ионов, как Zn++ и Cа++,  –
отличается от карбоксипептидазы А с других биологических объектов.
Ключевые слова: карбоксипептидаза А, молочная железа, физико-химические свойства.

Filipcova E.A. Physicochemical properties of carboxypeptidase A from the non-malignized tissue of the
mammalian gland / E.A. Filipcova // Scientific Notes of Taurida V.Vernadsky National University. – Series:
Biology, chemistry. – 2012. – Vol. 25 (64), No. 1. – Р. 305-313.
Physicochemical properties of carboxypeptidase A (CA) from the non-malignized tissue of mammalian gland
were studied. Molecular mass of this CA is 44293 Dа. Optimum of temperature of this CA is presented at 37
оС, optimum pH - in region of the pH 5,0 – 5,5. The negative influence of bivalent metal ions on the activity
of this  CA is reducted in series:  Cu > Mn = Pb > Zn = Co = Ba > Hg > Fe > Mg > Ca > Ni > Cd. By the
influence majority of bivalent metal ions and optimum of temperature this carboxypeptidase A from the non-
malignized tissue of mammalian gland is not differentiation, and by the molecular mass, optimum pH and
influence of this metal ions, as the Zn++ and Cа++, – is differentiation of the carboxypeptidase A from the other
of biological objects.
Keywords: carboxypeptidase A, mammalian gland, physicochemical properties.
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