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МЫШЦЫ

Изучалась активность фосфопротепнфосфатазы (ФП-азы) в гомогенатах, сх-бкле- 
точных Фракциях сердечной мышцы быков, свиней, кроликов, белых крыс и кур.

Диализ и гельфильтрация черен Сефадекс Г-25 приводили к падению активности 
фермента растворимой фракции сердца крыс.

Поскольку добавление аддентов (ортОфенактролина, 8-оксн\.тнодина, цийнида. мо- 
чевины в концентоанин 10՜ К) М) к гомогенату ткани не привело к какому-либо 
с донгу в активности ферх։ента. сделано заключение, но выводимый при диализе низ­
комолекулярный кофактор не относится к ионам металлов.

Открытие Харрисом [8] в икре лягушки фермента, дефосфорил ир\ю- 
щего фосфопротеины, повлекло за собой целую серию исследовании, по­
священных более тетальному изучению свойств фосфопротеинфосфата- 
зы (ФП-азы). В этих работах высказывалась мысль о том, что обнару­
женная во многих тканях животных и растений ФП-аза является одно­
типным каталитически активным белком, обладающим примерно оди­
наковыми свойствами независимо от источника его выделения [4. 5, 9.
13, 21]. Наиболее частым объектом изучения в этот период становилась 
ФП-аза селезенки и печени, которая несмотря на высокую
не была достаточно специфичной, 
многих органических соединениях

расщеп л я я 
[И. 21. 24].

фосфоэфирные
Были даже

активность
связи во 

высказаны
предположения, что название ФП-аза является неточным, и исследовате­
ли, по сушествх. имеют дело с неспецифлчнон кислой фосфатазой ил 
фосфорами ызои [22. 23]. Однако проведенные в более поз шин верно I 
работы окончательно подтвердили как само существование фермента 
ФП-азы, специфичного к фосфосериновой связи в ФП. гак в его 1еири- 
генвость в наличие изофермевтного спектра [3, 16. 12, П. 25]. Одно­
временно расширился выбор изучаемых тканей, в частност । внтевеввно 
стали изучаться ФП-аза мозга млекопитающих, икры рыб и морских 
беспозвоночных, которые наряд) с ФП-азои содержат в значительном 
количестве эндогенные ФП, являющиеся естественных։ ос гратом и 
этого фермента. Малоизученной пока остается ФП-аза <ердсчпов и с к»֊ 
летных мышц различных животных. Известные нам исследования мы 
шечной ФП-азы проводились главным образом в .направлении сравни 1 
активности этого фермента в различных типах мышц пли в мышцах ра 
личных животных (1,4, 6].
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До последнего времен։! не предпринималось попыюк изолировать и
очистить ФП-азу мышц, изучить ее кинетические параметры, уточнить 
роль этого фермента в мышечном метаболизме. Между тем фермент 
дефосфорилиру ющий фосфорсодержащие белки ФП-аза, ио-видимому, 
чграет су шественнх ю роль в регуляции активности целою ряда фермен­
тов гликолитического цикла, являющихся по своему строению ФП. Воз­
можно также ее непосредственное участие в акте мышечного сокраще­
ния. в частности в дефосфорилированин фосфомиозина [6].

Определенные работы по изучению свойств ФП-азы мышц были
проведены нами [2, 3, 19].

Настоящая работа посвящена рассмотрению особенностей внутри­
клеточного распределения ФП-азы в сердечной мышце различных жи­
вотных и изучению некоторых свойств ФП-азы сердца белых крыс.

Материал и методика. Опыты были поставлены на сердечной мышце взрослых 
свиней, крупного рогатого скота, кроликов, белых крыс и кур.

Ткани декапит).рованных животных немедленно пометались на лед. и дальнейшая 
их обработка осуществлялась в холодной комнате при температуре 0—4 . Мышца серд­
ца отмывалась от крови, освобождалась от жира и соединительнотканных элементов и 
ззмельчалась в гомогенизаторе Уорринга с 0.25 М раствором сахаром»! (в соотношении 
1:10) в течение 5 мин. •

Отдельные клеточные фракции выделялись метоюм дифференциального центри­
фугирования по схеме, предложенной Перри и Греем [20] и Роузом [22]. Гомогенат тка­
ни центрифугировался 10 мин при 60()£ для осаждения ядерно-.миофибрилярной фрак­
ции Надосадочнач жидкость центрифугировалась 15 мин при 190)0^. Получающийся 
при этом осадок отмывался однократно 0,25 М раствором сахарозы. Объединенная 
надосадочная фракция состояла из гиалоплазмы и микросом, а митохондриальная 
фракция была сосредоточена в осадке. Белок в гомогенате и субклеточных фракциях 
определялся методом Лоури [14].

Хктивность ФП-аты (КФ 3.1.3.16) определялась по Файнштейну и Фольку [7] с не­
которыми изменениями. В качестве субстрата использовался казеин. Реакционная смесь 

< «держала 1 .мл гомогената или соответствующей Фракции и 5 мл 1% раствора казеина, 
фиготовленного на 0.2М боратном буфере pH 6,1. После одночасовой инкубации при 
V ферментативную реакцию останавливали 3 мл 30% ТХУ. Активность фермента вы- 
дажали в мкг отцепившегося фосфата на 1 г сырого веса ткани или на 1 мг белка 

дельная активность) в 1 час.

Результаты и обсуждение. Была изучена в сравнительном аспекте 
активность ФП-азы как в гомогенатах, так и отдельных субклеточных 
фракциях сердечной мышцы у ряда сельскохозяйственных и лаборатор­
ных животных. Поскольку особенности внутриклеточного распределе­
ния белка в сердечной мышце изучены весьма недостаточно, мы опреде­
ляли также содержание белка в отдельных субклеточных фракциях 
этой ткани у указанных выше животных. Соотношение активности фер­
мента в той илл иной фракции и содержания белка в ней позволило со­
ставить представление также и об удельной активности фермента. Ре­
зультаты проведенных экспериментов приведены в табл. 1—3.

Как видно из табл. 1, наибольшей ФП-азной активностью обладает 
сердечная мышца белых крыс и кур, а ниже всего она у крупного рога­
того скота и свиней.
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Таблица 1 

азы в гомогенате и субклеточных фракциях сердечной
мышцы различных животных (средневзвешенная величина, мкг Р на I г ткани 

за I час при 37°)

Животное Гомогенат

300+45

Я гра мно- 
фибр! i.i л ы Мигохон три и Микросомы 

।иалоплазма

Свинья 
Кротик 
Крыса 
Кура 815+42

(5) 
(4i

(8)
(6)

159+23 (5)
189+23 (4)

(5)
(4)

70+9
91-4

300+48 (5)
197zt35 (б)

59+3
46—8
39+9

(•>)
(4)

(5)
(5)

566+28 (9>
<6>

В скобках здесь и в последующих таблицах число опытов.

Из субклеточных фракции высокой ФП-азной активностью (в рас­
чете на 1 г ткани) отличалась ядерно-мпофибрилярная фракция. Следу­
ет однако указать, что значительная часть ФП-азной активности этой 
фракции относится, по-ви тимому, к загрязняющим ее фрагментам полу­
разрушенных клеток и тканей. Весьма велика также активность фермен­
та во фракции мнкросомы-фгиалоплазма, а у крыс и к\р это вообще 
наиболее богатая ФП-азой фракция. 64% всей активности ФП-азы мыш­
цы сердца крыс и 59% кур сосредоточено в указанной фракции.

Поскольку по имеющимся сведениям ФП-аза в микросомах прак­
тически отсутствует [18. 22„ можно предположить, что՛ \ к\ р и белых 
крыс она в основном сосредоточена в цитозоле, а не в клеточных гра- 
н ул а х.

Таблица 2
('одержание белка в гомогена го н субклеточных фракциях сердечной мышцы 

у разных животных (средневзвешенная величина, мг белка на г ткани!

Животное Гом п ена i Я ipa мио- 
фибриллы Митохондрии Микросимы 4- 

гиалоплазм.

Б ы 
Свинья 
К рыса 
Кролик 
Кура

217 + 15 (4) 
195+Н (4) 
220+10 (7) 
129.4 (8) 
292-23 (б)

168+19 (4>
138+П (4i
96+16 (4)
89л4 (8)

141±15 (6)

15+0,1 (4)
7+0,5 (4)

15+3 (4)
16+0,6 (8)
18+2 (6)

31+4 (4>
24+2 (4)
49+2 (6)
25+2 (8)
40-4 (6)

С\дя по данным табл. 2, можно отмстить, что как содержание бел­
ка в гомогенатах тканей, так и распределение его по отдельным клегоч-О 
ным фракциям сердца разных животных носит в общем однотипный ха­
рактер. Особняком стоит лишь мышца сердца кролика, где содержание 
белка несколько ниже, чем у остальных рассмотренных животных.

В табл. 3 приведены данные относительно удельной активности 
ФП-азы, позволяющие судить о том. что фермент этот не только по то­
тальной, ио и чо \ дельной активности локализован в растворимой фрак 
пни. Ни в одной из фракций, содержащих клеточные гранулы (за ис­
ключением митохондрий сердца свиней), \ хельная активность ФП а<ы 
не достигает столь высокого уровня, как в гналоплазмс. Она превышает 
активность гомогената сер та у быка на 64%. свиньи в - раза, кроли
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Таб.1 и ц а 3
Удельная активность фосфопротеннфосфата <ы в гомогенате и с \ бк.«сточных 

фракциях мышц сердца различных животных, мкг Р на мг г.елка <а I час при 3<

Животное Гомогенат Ядра-}-мио՜ 
фнбрн 1ЛЫ

Митохондрии Микросомы Г 
।налоплазма

Бык 
Свинья 
К р,»л и к 
Крыса 
Кура

1,4 
1Л 
3.1 
4.0 
4.0

0.9
1.4
2,0
3,1
14

0,7
7,3
3,7
3,0
•> 1

2,3
3,8
6,8

11.4
12,0

ка—в 2.2 раза, крыс и кур около 3 раз. Полученные результаты согла­
суются с данными литературы о внутриклеточном распределении ФП- 
азы в тканях различных животных [6. 15, 16, 18, 22].

!х настоящему временя назрела необходимость в получении высоко- 
очищенных препаратов ФП-азы для выяснения вопросов кинетических 
параметров, уточнения специфичности и механизма действия фермента.

Поскольку наиболее высокая ФП-азная активность была выявлена
в надосадочнон фракции, полученной при 19000^ из сердца крыс, мы 
сочли целесообразным использовать этот источник в качестве исходного 
материала для последующей очистки фермента.

При выделении ферментов обычно применяют те или иные приемы 
удаления низкомолекулярных соединении из исходного материала. При 
этой процедуре, однако, могут выводится низкомолекулярные кофакто­
ры. от которых в значительной мере зависит активность фермента.

Нами были испробованы диализ гомогената и проведение цитоплаз­
матической фракции через коллоид с Сефадексом Г-25, При пропускании 
через Сефадекс Г-25 указанной фракции сердечной мышцы крыс актив­
ность ФП-азы в ней полностью исчезала. Диализ гомогената сердца про­
тив дистиллированной воды при температуре 4՜ в течение су ток также при- 

>дил к значительному понижению активности фермента. Так, если в ис­
ходном гомогенате активность ФП-азы составляла 900+40 мкг Р/г ткани 
го в диализованном гомогенате активность падала до 300+20, в то вре­
мя. как в контрольной пробе, хранившейся в тех же условиях без диали­
за, активность ФП-азы почти не изменялась, составляя 860+35 мкг 
.՛ . ткани. Были предприняты попытки к выяснению природы низкомо­
лекулярного фактора, удаление которого приводило к падению ФП-аз- 
юй активности. Одной из возможных причин могло оказаться удаление 

иО. он металлов, играющих определенную роль в осуществлении катали­
тической асЬункцьи ферментов. Для выяснения этого вопроса ислользова-

тиомочевина
ил ком л. ц. ксо тбразу ющие реагенты {8-оксихинолнн, ортофенагролин, 

. цианид). Добавление комилексообразователей в диапазо­
не концентраций 10 5 —1()՜2 М не привело, однако, к существенны м
изменениям активности фермента (табл. 4). Помимо приведенных в та­
блице данных, было испробовано также действие КСМ, что также не 
повлекло за собой никаких сдвигов в активности ФП-азы. Ранее нами 
было установлено также, что активность ФП-азы мышц белых крыс не 
изменяется пол действием ЭДТ \ [19].
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Таблица 4
Влияние металлсвязывающнх агентов на активность фосфопротеинфосфатазы 

гомогенат? сердечной мышцы белых крыс (средневзвешенная величина.
мкг Р на 1 г гкани за I час при 37е)

К< > м п л е кеш >б рц з՛ > на - 
тель

Конечная концентрация реагента в реакционной смеси, М

10՜2 10 3 10՜4 Контроль

Тиомочевина 
Ортофенан тролнн 
8-оксихинолип

700+55 (4) 740+10 (4)
640+60 (5)
680+55 (6)

700+35 (4) 
450+42 (5) 
740 ±75 (6)

740+30 (4)
580+35 (5)
730+65 (6)

720+40 (4)
600+65 (5)
740+60 (6)

Как известно, активность металлоферментных комплексов и боль­
шинства истинных металлоферментов тормозится аддентами. В силу 
своей ин тнфферентности к металлсвязывающим агентам ФП-аза не мо­
жет быть, по-видимому, отнесена к металлоферментам, и ионы металлов 
след\ет исключить из числа возможных низкомолекулярных кофакто­
ров, удаление которых приводит почти к трехкратному падению актив­
ности фермента. Для выяснения природы выводимого при диализе низ­
комолекулярного соединения будут проделаны модельные опыты с до­
бавлением к диализату некоторых коферментов и других биоактивных 
соединений.

Проведенные исследования позволили нам уточнить некоторые осо­
бенности ФП-азы сердечной мышцы и произвести выбор наиболее пер­
спективного источника для последующей ее очистки.
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/1,սո,մնասիրվել է ֆռսֆռպրոտեինֆոսֆատազայի ակտիվով յռնր խոշոր 
եղջերավոր անասունների, խոզերի, ճագարների, սսշի֊տակ առնետների 
վերի սրտամկանի հ ո մ ո դեն ա տն եր ո > մ և ենթաբջքային ֆրակցիաներով, Գիա- 
,ի,,շ, /, գեշֆիշտրալՀւան Սեֆադեկս 1-25֊ով հանդեցրեշ են առնետների սրտս, 
մրկանի շոլծեշի ֆրակցիայից ստացած ֆերմենտի ակտիվության անկման,

Քանի որ տղեն,շների (օ֊ֆենանտրոշին, 8-օքսիխինոշին, ցիանիդ, միզա- 
նշռթ, /'> ■-’ /0-6 \\ . Հսցենտրացիաներռմ) ավեշացովր հյուսվածքի վմոգ .
նատի վրա .ի աոաջացրեւ ֆերմենտի ակտիվռթյան նկատեյի փ ո վ,ո խ յռն , 
կարէ,շի I եզրակացնել որ զիտշիզի րն,թացքո,մ դուրս եկած ցածրամոշեկաշ֊ 
յար կ ո !/> սէ կ տ ո ր ր մ ե ւո աղի իոն շէէ
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