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Изучалось влияние цикл. З'.б'-АМФ, ингибиторов моноаминоксидазы—ипразида и 
трансамина и их сочетанное действие на активность фосфорилаза б киназы в мозге 
крыс. Полученные данные свидетельствуют о наличии активирующего влияния цикл. 
3',5'АМФ на активность этого фермента как в опытах in vitro, так и in vivo, а также вы
являют определенные сдвиги в активности фосфорилаза б киназы под влиянием ИМАО.

Биологическая роль фосфорилаза б киназы (АТФ : фосфорилаза
фосфотрансфераза; ЕС 2.7.1.38) недостаточно изучена в нервной ткани
[12]. Показано, что цикл. 3',5'-АМФ играет важную роль в передаче ин- 
рормации многих гормональных воздействий при регуляции функций и 
метаболизма в клетках [32]. Механизм адренэргической стимуляции гли
когенолиза in vivo включает повышение синтеза цикл. 3',5'-АМФ, кото-
рый ускоряет переход неактивной фосфорилаза б киназы в активную с
последующим переводом фосфорилазы б в фосфорилазу а [7, 23, 26]. По-ЗЕ

нышение содержания этого вещества в мозге как в опытах in vivo [9], так 
и in vitro [24, 28] вызывают катехоламины (норадреналин, адреналин). 
По представлению Стсльманса и др. [31], действие его реализуется через 
протеинкиназу, которая может катализировать по меньшей мере две
реакции: активирование инактивной киназы 
гликогенспнтетазы а в гликогенсинтетазу б.

фосфорилазы б и переход
Однако протеинкиназы,

чествующие в указанных реакциях, имеют разные параметры. Учиты
вая исключительно важную роль цикл. 3',5'-АМФ в переключении путей 
обмена углеводов, мы поставили перед собой задачу изучить активность 
фосфорилаза б киназы под влиянием цикл. 3',5'-АМФ и ингибиторов 
моноаминоксидаз (ИМАО), тормозящих окислительное дезаминирова
ние катехоламинов и приводящих к их накоплению в организме [33], в 
том числе и в мозге [36].

Материал и методика. Опыты ставили на белых крысах-самцах. Цикл. 3',5'-АМФ. 
фирмы Сигма, вводили иитрацнстернально [1] в количестве 2,28 нМ/г мозга [25, 27] за 
15 мин до исследования мозга, после замораживания животных в жидком азоте При 
ыборе времени и доз введения ИМАО—ипразида и трансамина—придерживались опп- 

ннон нами ранее схемы исследований [6]. В опытах in vitro цикл. 3',5'-АМФ. ипразид 
। трансамин вносили в концентрациях, рассчитанных на вес ткани в пробе, соответ
ствующих опытам in vivo, пробы инкубировали в течение 15 мин. Конечная концентра
ция цикл. 3',5'-АМФ в инкубационной среде составляла 1,2 нМ.

Выделение и очистку фосфорилаза б киназы проводили по методу Кребса [20] За
мороженную мозговую ткань гомогенизировали с 2.5 объемами нейтральной 4\!0՜3 М 
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ЭДТА в течение 2 мин при О С, гомогенат центрифугировали в течение 40 мин при 
6000е- Надосадочный слой фильтровали через стеклянную вату для отделения липид
ных веществ. На втором этапе pH холодного экстракта соответствовал 6,9, который при
водили к pH 6,1 с 1 и. уксусной кислотой; появлялась небольшая муть. Ставили в леди 
иую баню на 10 мин, затем смесь центрифугировали при 0°С в течение 30 мин при 6000/. 
Полученный осадок извлекали тремя мл 0,1 м натрий-р-глицерофосфата, содержащего 
4ХЮ- 3М ЭДТА (pH 8,2). В дальнейшем добавляли 3,0 мл 0.5 м натрий-р-глицерофос- 
фата, содержащего 2ХЮ~3М ЭДТА (pH 7,0), и проводили гомогенизацию с тефлоно
вым пестиком. Конечный pH смеси был равен 7,1. На третьем этапе полученную суспен
зию немедленно центрифугировали при 0°С в течение 90 мин при 30000 об/мин в цен
трифуге Спинко Е2/65К. На четвертом этапе надосадочную жидкость центрифугировали 
при 0'С в течение 180 мин при 40000 об/мин. На полученный осадок наслаивали 1 мд 
0,05 М натрий-р-глицерофосфата с 2Х1О֊2 М ЭДТА (pH 7,0), оставляли на 12 час для 
полного растворения осадка при 0°С. На следующий день добавляли еще I мл того же 
раствора, слегка гзболтав его. На пятом этапе к смеси добавляли по каплям насыщен
ный при 0сС аммоний сульфат до достижения 30% насыщения. Оставляли 30 мни и цеч 
трифугировали при 10000g в течение 15 мин. К осадку добавляли 0.2 мл охлаждении । 
дистиллированной воды и 1 мл 0.05 м натрий-р-глицерофосфата, 2ХЮ~2М ЭДТА буфе
ра с pH 6,8. Эту фракцию затем диализировали против того же буфера для удаления 
аммоний сульфата. Для определения активности фосфорилаза б киназы к 0.2 мл 0.125 М 
трис-0,125 М натрий-р-глицерофосфатному буферу (pH 8.6 или 6,8) добавляли 0,2 мт 
фосфорилазы б (около 5620 ед) и 0,1 мл фосфорилаза б киназы Смесь помещали в ба
ню при 30°С и через 2 мин добавляли 0,1 мл 1,8X10 3 М АТФ и 6Х1°~2М Мй(СН3СОО).,.
Через 5 мин 0,1 мл надосадочной жидкости переносили в 1,9 мл 0.04 М натрий-В-глице- 
рофосфат, 0,03 М цистеиновый буфер с pH 6,8. Определение активности, образующейся 
фосфорилазы а, проводили в отсутствие АМФ методом Кори [II]. В контрольною проб\ 
добавляли раствор киназы после 2-минутного кипячения в том же объеме. Выделение 
фосфорилазы б из скелетных мышц кролика и удаление АМФ в дальнейшем из раствори 
кристаллической фосфорилазы б проводили методом Фишера и Кребса [15]. Определение 
единиц фосфорилазы проводили методом Кори [II] Количество освобожденного неор 
ганического фосфата определяли по методу Фиске н Субарроу [16]. Фосфорилазу б ре
кристаллизовывали дважды. За единицу фосфорилаза б киназы принимали то количе
ство фермента, которое катализировало образование Ю0 ед. фосфорилазы а в течение 
5-и мин на мл киназной реакционной смеси при стандартных условиях Специфическую 
активность выражали числом единиц ферментативной активности на мг белка [21]

Результаты и обсуждение. Результаты исследований, приведенные 
в табл. 1, показывают, что активность фосфорилаза б киназы в мозге 
контрольной группы крыс во фракции, осажденной при 40 000 об мин, 
при pH 6,8 составляет 4,77±0,41 ед/мг белка, а при pH 8.2—25.0± 
0,26 ед/мг белка. Отношение активности киназы при pH 6.8/8,2 соответ
ствует 0,19.

Введение цикл. 3',5'-АА\Ф в наших опытах за 15 мин до начала ис
следования мозга вызывает повышение активности фосфорилаза б кина
зы при pH 8,2 и более значительное повышение при pH 6.8. Отношение 
активности киназы при pH 6,8/8,2 при этих условиях соответствует 0.24.

На основе полученных данных можно заключить, что цикл. 
3',5'-АМФ в мозге крыс оказывает действие, аналогичное механизму, вы
явленному в отношении мышц и печени (34]. АТФ в этой реакции служи 1 
фосфатным донором, но реакция полностью зависит от присутствия цикл. 
3',5'-АМФ [18]. Подспорьем для такого заключения является недавнее
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Т а б 1 и и а

\kiiiHnocib киназы, сд/мг 
белка

Отношение 
активности

Влияние цикл. 3'5'-ЧМФ. нлразнда и гранеамина in vivo на активность 
фосфор։ лаза б киназы в мозге крыс

(11 5)

Контроль
Цикл. 3'.5'-АМФ 22* ։։М г н ц

Р
Илразид 10 мг/100 г в/бр

Илразид 10 мг/1 г в брч-цикл.
З'.У-АМФ 2.28 нМ г н/ц

Трансамнн 1 мг 100 г в/6р
Р

Трансамин 1 м։ 100 i в бр цикл.
3 ,5'-А.МФ 2,2* i.M г н/ц

Р

4.7740,041 
6.81+0,023

<0.001
5.10-1-0,01

<0,01

5,73+0,16
<0,02
>0,01

3,08+0.097
<0.001

4,06+0,08
<0,001

25,0+0,260
27,16+0,41

ч OJ01
25,78+0,21

>0,05

26.52+0,19
>0,02

19,4+0,288
<0,001

22,34+0,32
<0,01

0,19 
0,24

0.20

0,22

0,15

0,18

м

•бнармжснне । ротеинкин.чзы мозга, активируемой цикл. 3'5'-АМФ 
[14. 22. 35].

Брекенриджем и Норманом [8] выявлена активация фосфорилазы а 
в мозге .морской свинки вслед за аноксией, инсулиновой гипогликемией и 
под действием субконвульсивных доз амфетамина. Введение ипразида за 
1о час. до начала исследования мозга вызывает в наших опытах повыше
ние активности фермента при р! I 6.8, при pH 8,2 сдвигов нет. Ранее нами 

ы.ю показано, что введение ипразида вызывает повышение активности
а-глюканфосфорилазы и концентрации катехоламинов в мозге [2, 5]. Ана
логичный эффект в отношении гликогенфосфорилазы мозга под влияни
ем ипразида наблюдался также другими авторами [17]. Повышенное со
держание катехоламинов и повышение активности а-глюканфосфорила- 
зы в мозге при повышенной активности фосфорилаза б киназы приводят 

л
к мысли, что, поводимому, стимулирование перехода фосфорилазы б в 
фосфорилазу а может обусловить повышение активности а-глюканфос- 
форилазы после введения ипразида. Метаболическая роль взаимоперехо- 
да этих ферментов, ио всей вероятности, заключается в экономной и 
адаптивной сборке менее активной формы фермента внутри клетки в от
вет на условный сигнал, в то время как активная форма, (фосфорилаза 
а), проявляющая максимальную активность в ответ на экстраклеточные 
сигналы, представляет собой экстраклеточную форму фермента (29]

При сочетанном введении ипразида с цикл. 3',5'АМФ повышается
при pH 6.8, и несколь-активность фосфорила а б киназы мозга

" при pH -2. если сравнить с результатами опытов, полученны
ми после введения только ипразида. Однако уровень ее не достигает та- 
кового после введения
трансам ина֊

цикл. 3',5'-АМФ. Введение другого ИМАО 
в наших опытах вызывает понижение активности фосфори



Активность фосфорилаза б киназы в мозге 27

лаза б киназы при pH 6,8, так и при pH 8,2. Эти данные хорошо согла
суются с результатами наших предыдущих исследований, где трансамин 
значительно понижал активность а-глюканфосфорилазы как в мозге, 
так и в печени [2].

При сочетанном введении трансамина и цикл. З'.б'АМФ повышается 
активность фермента при pH 6,8 и 8,2 по сравнению с активностью его 
после введения только трансамина, однако она не достигает контроля.

Интерес представляло изучение тех же веществ в опытах in vitro.
Внесение как цикл. 3/,5/-АМФ, так и ипразида в пробы при инкубации» в 
течение 15 мин приводит к повышению активности киназы при pH 6,8 и 
8,2. Совместное внесение цикл. 3',5'-АМФ и ипразида в пробы значи
тельно повышает этот показатель при обоих pH, причем степень этого по
вышения более выражена, чем в опытах с ипразидом и с цикл. 3',5'-АМФ.
Трансамин при тех же условиях опыта вызывает значительное пониже
ние активности фосфорилаза б киназы как при pH 6,8, так и при pH 8,2. 
При сочетании цикл. 3',5'АМФ с трансамином аннулируется понижаю
щее влияние трансамина на активность этого фермента.

Таблица 2
Влияние цикл. 3',5'-АМФ, ипразида и трансамина in vitro на активность 

фосфорилаза б киназы в мозге крыс 
(п-5)

Условия опыта

Контроль
Цикл. 3',5'-АМФ

Р
Ипразид

Р
Ипразид+иикл. 3',5’-АМФ

Р
Трансамин

Трансамин֊; цикл. 3',5'-АМФ

Активность киназы, 
ед/мг белка

pH 6.8 pH 8.2

Отношение 
активности 

киназы при 
pH 6,2/8.2

4,77+0 >02 
7.74+0,15 

<0,001
6,30+0,15 
<0,001

8.52+0,16 
<0.001

3,44+0.18 
<0,001

6,2810,16 
<0,001

25,0+0,09
26,90 +0,38

26,22 + 0,16
<0.01 

29,94+0,33
<0,001

22,66+0,27
<0,001

26,26+0,23
<0,001

0,18
0,29

0,24

0,21

0.15

0,22

Таким образом, в наших исследованиях выявлено активир\юни< 
влияние цикл. 3',5'-АМФ на активность фосфорилаза б киназы мозга 
крыс как в опытах in vivo, так и in vitro, особо выраженное при pH 6,8. 
Отношение активности фосфорилаза б киназы в мозге при pH 6,8 к тако 
вой при pH 8.2 в наших опытах находится в пределах 0,2. Таким обра
зом, оно выше, чем в скелетной мышце [19] и сердце [13].

В наших опытах выявлена разница во влиянии ПМАО ипразида и 
трансамина—на активность фосфорилаза о киназы мозга как в опытах 
in vivo, так и in vitro: ипразид повышает активность фосфорилаза б ки
назы мозга, трансамин, напротив, понижает ее.

При сочетанном введении ипразида и цикл. 3 ,5-АМФ имеет месте 
потенцирование повышающего влияния ипразида на акпшность фосф(
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рпла։а 6 киназы мозга при pH 6.8. В наших предыдущих исследованиях 
при изучении действия ппразнда с цикл. 3'.5'-АМФ на активность глико- 
генсинтетазы мозга было выявлено понижающее влияние цикл. 
3',5'-АМФ на повышенную ипразндом активность обшей гликогенсинте- 
тазы, и особенно ее а-формы. Недавно была доказана способность фос
форилазы а подавлять активность синтетаза фосфатазы, катализирую
щей переход б-формы в а-форму гликогенсинтетазы [30]. Можно пред
положить, что повышение активности фосфорилаза б киназы в наших 

опытах при совместном введении цикл. 3',5'-АМФ и ппразнда приводи! 
к активированию перехода фосфорилазы и в а, которая путем подавле
ния синтетаза фосфатазного перехода понижает активность а-формы
гликогенсинтетазы в мозге крыс.

Ереванским медицинский институт, 
ла оратория биосинтетических реакций мозга

I lociynn.io И. X 1974 г.

Դ. II. ԽԱՉԱՏՐՅԱՆ, 8. 1Г. ՍՈՍՅԱՆ

Ֆ(111ՖՈՐ1ՎԱԱԱ b ԿԻՆԱ<ԷԱՅԻ ԱԿՏԻՎՈՒԹՅՈՒՆՍ ԳԼԽՈՒՂԵՂՈՒՄ |’111Ի|..11Տ1։11՚1|
ՆՅՈՒԹԵՐԻ ԵՎ ՑԻԿ1.ԻԿ .5 ԱՄՖ-Ւ ԱԶԴԵՑՈՒԹՅԱՆ ՏԱԿ

Ա d փ n փ ո ւ ւ1

Ֆոսֆորիլաղա հ կինաղա ֆերմենտր անջատվել և մաքրվել է 40000 
պտ/ր դեպքում, Սիկլիկ 3',5' ԱՄՖ բարձրացնեմ է ուսումնասիրվող ֆերմենտի 
ակտիվությռնր ինչրես Щ ViVO, այնպես էլ յՈ vitTO փորձերում։ Մոնոամի֊ 
նոօքսիդաղայի արգելակիչ իպրաղիդր առաջ է բերում ֆոսֆորիլադա Ь կինա֊ 
ղա ֆերմենտի ակտիվության բարձրացում pH 6,8֊ում,

Օարձրացումր շարունակվում է նաև նրա ու ցիկւիկ 3',5' ԱՄՖ֊ի համատեղ 
ներմուծման ժամանակ, In VitrO փորձերում իսլրաղիղր բարձրացնում է 
ֆերմենտի ակտիվությունր pH 6,8 և 8,2֊ում, Մոնոամինոօքսիղազայի մյուս 
արղելակիչ , տրանսամինր իջեցնում է ֆերմենտի ակտիվությունր թե' Щ 
VIVO, և թե' in VitrO փորձերում։

Ա-գյյռկան ֆոոֆորիլաղայի ակտիվռթյան բարձրացռմր, որբ ի հայտ Հ 
քեբկեւ մեր նախկին փորձերում իպրաէյիղի ա,„ձցո,թյան տակ, պետք է են- 
րաՂրեէ, որ պայմանավորված կ ֆո ,,ֆո ր իյա ,,,ո b կինազայի ակտիվով! յան 
բարձրացումով,
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