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Аминопептидаза А (АРА) е цинк-зависима металопептидаза, широко разпространена в 

органи и тъкани на бозайниците и човека. Ензимът има висока експресия в епителните 

клетки на извитите бъбречни каналчета, където взима участие в обработката на първичната 

урина. Известно е, че експресията на АРА се повишава при различни видове неопластични 

лезии на бъбреците. АРА се активира от Са
2+

 йони. В настоящето изследване се оценява 

въздействието на други два алкалоземни метала (Sr
2+

 и Ва
2+

) върху активността на ензима 

чрез биохимичен анализ на тъканни хомогенати от бъбрек на мишка. Според получените 

резултати Sr
2+

 активира АРА най-силно, по-слабо Са
2+

 и най-слабо ензимът се активира от 

Ва
2+

. Отсъствието на метални йони в инкубационната среда води до силно понижаване 

активността на ензима. Получените резултати имат съществено значение за изясняване 

механизмите на подтискане и активиране на АРА – ключов ензим  за функционирането на 

бъбреците при бозайниците и човека. 
 

ВЪВЕДЕНИЕ 

АРА е мембранно-свързана аминопептидаза, която катализира отделянето на глутамова 

и аспартова киселина от амино-края на полипептиди като Ангиотензин II, холецистокинин-8 

и др.[6]. АРА се експресира най-силно в епитела на извитите бъбречни каналчета, епитела на 

тънките черва и ендотела на капилярите. В централната нервна система ензимът се 

експресира главно в ендотела на микрокапилярите в главния мозък[5]. Местата, на които се 

локализира в бъбреците, а също и в тънките черва, са богати на протеази[3]. АРА изпълнява 

алиментарна функция в тънките черва, а в бъбреците участва в обработката на първичната 

урина. Друга важна функция е участието в регулацията на кръвното налягане като превръща 

Aнгиотензин II в Ангиотензин III. Инхибиторите на АРА са потенциални антихипертензивни 

средства [1]. Установена е свръхекспресия на ензима и в различни видове малигнени тумори, 

включително при карциноми на бъбрек [4].АРА се активира от Са
2+

 и се инхибира от 

хелатиращи агенти и йони на преходни метали[2]. 

Целта на настоящето изследване е да се оцени въздействието на други два алкалоземни 

метала - Sr
2+

 и Ba
2+

 върху активността на Аминопептидаза А. 
 

МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ 

Хистохимично изследване 

Полово зрели BalbC мишки от двата пола бяха декапитирани под дълбока анестезия. 

Парчета от бъбреците бяха замразени в течен азот. Срези с дебелина 10µm бяха нарязани на 

криотом Reinchert-Jung (Germany) при -26
0
С. Срезите бяха покрити с 0,5 % целоидин за 1 

минута на стайна температура. След това те бяха инкубирани в среда, съдържаща 0,5 mM 

субстрат 4-(α-глутамилхидразидо)-N-хексил-1,8-нафталимид и 0,5 mg/ml пиперонал в 0,1 М 

какодилатен буфер с рН 7.4, за 120 минути при 37
0
С. Към пробите бяха добавени и 

съответните метални йони в концентрация  1 mM, като една от пробите не съдържаше 

метални йони. Срезите бяха пост-фиксирани в 4 % неутрален формалин и бяха оцветени с 
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хематоксилин по класически хистологичен метод. Те бяха включени в среда 

глицерол/желатина и бяха изследвани под микроскоп Leica DM5000B (New York, USA).   
 

Биохимичен анализ 

Полово зрели BalbC мишки от двата пола бяха декапитирани под дълбока анестезия. 

Бъбреците бяха разделени на половина, като всяка половина беше хомогенизирана в 

хомогенизатор MSE (England) с 5 ml 0,1 М какодилатен буфер с рН 7.4 и 1 mM от 

съответните метални йони, като при четвъртата проба не бяха добавени метални йони. 

Получените хомогенати бяха центрофугирани за 20 min при 3000 rpm. След 

центрофугирането, към супернатантата бяха добавени 0,1 М какодилатен буфер със 

съответните йони, беше измерена абсорбцията на пробите при 260 и 280nm на 

спектрофотометър - Speckol 1500 (Analitjk, Jena) и белтъчното съдържание беше изчислено, 

както е описано от Dawson et al. (1991). Активността на АРА под действието на съответните 

метални йони беше измерена в инкубационни разтвори, съдържащи 0,5 mM субстрат α-

глутамил-4-нитроанилид при 37
0
С. Аликвотите бяха отбирани през 15 минути, а реакцията 

беше стопирана с 3N HCl в съотношение 1 : 10 спрямо количеството на аликвотата. 

Абсорбцията на пробите беше измерена спектрофотометрично при дължина на вълната – 405 

nm. За контрола беше използвана проба, която беше стопирана веднага след добавянето на 

субстрата. Зависимостта на отделеното количество реакционен продукт (4-нитроанилин) от 

времето беше определяна графически чрез програмата SigmaPlot 9.0. Активността на ензима 

беше определена посредством регресионен анализ. 
 

РЕЗУЛТАТИ И ОБСЪЖДАНЕ 
Ефектът, който наблюдавахме при криостатните срези от бъбрек (Фиг.1) показва, че 

АРА се активира силно от Са2+и Sr2+,по слабо от Ba2+, а при липса на метал се наблюдава 

съвсем слаба активност. Нивата на активност са оценени на полуколичествен принцип в 

зависимост от интензивността на флуоресцентно светене.  

 
 

Фигура1. Активност на АРА в бъбрек от мишка. 400х 
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Резултатите, получени от биохимичния анализ на бъбречните хомогенати (Фиг.2) по-

точно показват разликите в активирането на АРА под действието на различните метални 

йони. Става ясно, че Sr2+ най-силно активира АРА, по-слабо се активира от Са2+, и най-

слаба активация се наблюдава с Ва2+. Пробата с отсъствие на метални йони служи за 

контрола и се приема за единица, спрямо която са измерени останалите стойности. 

 
Фигура2. Биохимичен анализ на нивата на активност на АРА 

Хистохимичното изследване показва, че Са
2+

 и Sr
2+

 активират почти в еднаква степен 

АРА, но по-точният биохимичен анализ показва, че ензимът се активира по-силно от Sr
2+

 и 

по слабо от Са
2+

. 

Досега се знаеше, че АРА се активира най-силно от Са2+, но нашите изследвания 

показват, че ензимът от бъбрек на мишка се активира по-силно oт Sr2+. Редът, по който се 

активира ензимът от различните метални йони, според получените резултати е следния: 

Sr2+>Ca2+>Ba2+. 

На този етап от изследването не може да се определи дали този ред на активация в 

бъбрек на мишка се дължи на изоензим, който е по-чувствителен към Sr2+ отколкото към 

Са2+. Изясняването на този въпрос ще бъде обект на следващи наши изследвания. 
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