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СУБКЛЕТОЧНОЕ РАСПРЕДЕЛЕНИЕ И НЕКОТОРЫЕ 
ОСОБЕННОСТИ ФОСФОПРОТЕИНФОСФАТАЗЫ ТКАНЕЙ КУР

Изучалась субклеточная локализация фосфопротепн-фосфатазы (ФПФ-азы) 
(КФ3.1.3.16) в различных тканях кур. Наиболее богата ФПФ-азпой активностью 
н адантохон др н альн а я н адоса доч н а я.

Свойства фосфопротеинфосфатазы (фосфопротеинфоофогидролазы 
КФ 3.1.3.16) (ФПФ-азы) и протеинкиназы тканей млекопитающих, 
участвующих в регуляции деятельности фосфосодержащих ферментов 
п других фосфопротеинов .привлекают в последнее время внимание мно
гих исследователей [14]. Значение и особенности ФПФ-азы птиц изуче: 
ны весьма недостаточно. Известно, однако, что энергетический обмен, и 
в частности обмен фосфопротеинов, у них отличается своеобразием. В 
связи с этим в настоящей работе было сочтено целесообразным рассмот
реть субклеточное распределение ФПФ-азы в тканях кур и изучить как. 
•«оперативную» модификацию ее активности под действием общеприня
тых активаторов и ингибиторов, так и возможную индукцию синтеза 
фермента при введении гидрокортизона и тироксина.

Материал и методика. В опытах были использованы гидрокортизон фирмы «Рих
тер» и 1.-тироксин (натриевая соль) фирмы «Реанал». В качестве субстрата для 
ФПФ-азы был взят чистый (по Хаммарстену) казеин фирмы «Реанал». Активность 
ФПФ-азы в гомогенатах тканей взрослых кур и куриных эмбрионов определяли по 
Файнштейну и Фольку [6], с некоторыми модификациями [3]. Неорганический 
фосфат (Ф.1) определяли по Фиске и Суббароу [7]. Инкубационная смесь содержала 
2,5 мл 1% раствора казеина, 0,5 мл гомогената ткани (1:10 в/об), и 0,5 мл раствора 
соответствующего реагента. Все растворы готовили на 0,2 М боратном буфере pH 6,2. 
Реакцию останавливали добавлением 1,5 мл 30% ТХУ. Активность ФПФ-азы выража
ли в мкг Ф„, отщепившегося от казенна в расчете на 1 г ткани .в 1 час (при 37°).

Гидрокортизон вводили в пугу яйца в количестве 2,5 мг на 100 г веса, а цыпля
там и взрослым курам—внутримышечно, в расчете 5 мг на 100 г веса. Животных за
бивали для определения активности ФПФ-азы через 3 часа после введения гормона.

Тироксин вводили тем же способом в расчете 0,5 мг (эмбрионы) или 1 мг (цыпля
та. взрослые куры) на 100 г веса в течение 2 дней, после чего животных декапитпрова- 
ли и гомогенаты тканей использовали для определения активности фермента.

Результаты и обсуждение. Изучение субклеточной локализации 
ФПФ-азы имеет значение для выяснения интимных ‘механизмов дей
ствия ферментов, ответственных за синтез и деградацию фосфопротеи
нов (ФП). Имеется достаточное количество работ по распределению 
ФПФ-азы в тканях млекопитающих [1, 4, 5, 10]. Приведенные нами в 
табл. 1 данные характеризуют особенности распределения ФПФ-азы в. 
различных тканях кур.



40 Л. П. Тер-Татевосян, Г. Т. Адунц и др.

Субклеточное распределение фосфопротеинфосфатазы в различных тканях 
взрослых кур, мкг Ф„, отщепившегося от казеина, па 1 г ткани 

за 1 час (при 37°) ________________________

Таблица 1

Ткань Гомогенат Ядра Митохонд
рии

Цитоплазма-Ь 
микросомы

Активность во 
фракциях, ։/о к 

гомогенату

Мозг 650+35 78±4 93+6 461+25 97,2

Сердце 668 ±25 157+19 56+8 406+12 92,6

Печень 1000+24 14.+Ч0 118+10 684+29 94.2

Скелетные мышцы 288 4՜ 35 95 ±14 22+2 142+16 90,0

Селезенка 801+27 98± 10 154+12 484+26 90,0

Наибольшая активность ФПФ-азы отмечается в печени и селезенке 
■кур, а наименьшая—в скелетных мышцах. Во всех тканях основная часть 
активности была сосредоточена в фракции цитоплазма + микросома (50 
— 70% от общей активности гомогената), тогда как в других фракциях 
субклеточных частиц фермент представлен в значительно меньшем коли
честве. ФПФ-аза, как и находящаяся в клеточном соке протеинкиназа, 
могут участвовать в фосфорилировании и дефосфорилировании фосфо
протеинов цитоплазмы и цитоплазматических мембран.

Для выяснения тканевой специфичности ФПФ-азы было испытано 
действие ряда низкомолекулярных соединений, действующих на ее 
активность (табл. 2.). Тиоловые соединения — цистеин (10՜3—Ю^М), 
■глутатион-БН (10՜2—10-3М) повышают активность ФПФ-азы печени, 
мозга и скелетных мышц, но несколько снижают ее в сердечной мыш
це. Во всех случаях эффект цистеина был более выраженным, чем дей
ствие глутатиона. Из соединений, блокирующих БН-группы, моно

йодацетат (МИА) в концентрации 10~3—Ю-4 М незначительно 
снижал активность фермента в большинстве исследованных тканей. 
В этом отношении ФПФ-азы мышц составляли исключение, сущест
венно активируясь МИД. Будучи более жестким тиоловым агентом, 
п-ХМБ резко ингибировал активность ФПФ-азы во всех исследованных 
тканях кур в концентрации 10~3 М и несколько менее при 10՜5 
М. При этом, по характеру пересечения кривых на графике двойных об
ратных величин (рис.) установлено, что ингибирование это носит не
конкурентный характер, оказался эффективным ингибитором ФПФ- 
азы тканей кур в концентрациях 10՜2 — 10՜3 М. Из данных таблиц 
следует, что фермент сердечной и скелетных мышц несколько отличается 
от ФПФ-азы мозга и печени. Свойства последних в общем более совпада
ют с описанными в литературе свойствами ФПФ-азы из тканей различ
ных животных (14].

Значительный интерес представляет и выяснение роли различных 
гормонов в регуляции процессов фосфорилирования н дефосфорилиро
вания белков [5, 13]- Показано, что эстроген индуцирует синтез специ
фического белка 1Р матки крысы [8], обладающего ФПФ-азной актив-



Таблица
Действие некоторых низкомолекулярных соединений на активность фосфопротеинфосфатазы тканей взрослых кур, мкг Фн, отщепившегося 

от казеина, на 1 г ткани за 1 час при 37°

Ткань Норма
Цистеин Глутатион п-ХМБ Монойодацетат МаР

10՜3 М 10՜4 М 10՜2 М 10"3 М 10 "3 М 10՜6 М 10՜3 М 10՜4 М 10՜2 М 10-3М

Мозг 594 ±29 679+46 758+17 629+24 552+19 81±14 430+23 504+ 47 557±27 165+15 502+21
Сердце 640+25 552+27 590+49 595+21 568+27 143+16 490+27 650 ±28 59Э±31 205+11 550+27
Печень 880+28 1020+27 1043+26 977+12 1033 ±36 222+22 740±36 828+13 756 + 36 230+32 732±36
Мышцы 251 ±17 381+14 350+29 291 ±30 355+19 15±5 120+10 350+17 397+8 6±3 145+13

Таблица 3 
Действие тироксина и гидрокортизона на активность фосфопротеинфосфатазы тканей кур в ходе онтогенеза, мкг Фн, отщепившегося от казеина, 

на I г ткани за 1 час при 37°

Условия 
опыта

12-дневные эмбрионы 16-дневные эмбрионы 1-дневные цыплята Взрослые куры

МОЗГ печень сердце МЫШЦЫ МОЗГ печень сердце МЫШЦЫ МОЗГ печень сердце мышцы МОЗГ печень сердце МЫШЦЫ

Норма 620+13 720+20 550+13 440+7 530+11 740+19 480+12 430+10 910+15 — 885+17 670+12 — 395+7 665+35 846+60 561+35 242+14
Тироксин 212+6 176+11 119±8 84+5 106+3 110+14 126+6 46+2 74+9 630+10 — 540+42 455+12 — । —

772+22 1432+20 601+11 508+26
Г идрокортизон 591+7 705 ±5 411±8 442+10 640+21 762+77 455+30 470+14 738 +51 495+14 467+13 635+14 

1 -
545+19 711+9 574 ±27 304+20
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Рис. Зависимость обратных величин скоростей .реакции (1/мкг Ри на 1 г 
ткани) от обратных величин концентраций субстрата (1/М содержаще- 

■ гася в казеине фосфора ХЮ3) в присутствии различных концентраций п-ХМБ.

ностью [15]. По сообщению Лю и Грингард [9], 9-фторгидрокортизони 
альдостерон способствуют повышению активности фосфатазы мембран
ного фосфопротеина Д из пузыря жабы, не вызывая в то же время су
щественных изменений в активности протеинкиназы. В свою очередь 
одним из нас еще в 1964 г. был изучен обмен фосфопротеинов в условиях 
экспериментального тиреотоксикоза у кроликов. Было установлено, что 
хроническое введение тиреоидина •приводит к повышению содержания 
ФП и снижению ФПФ-азной активности в сердечной и скелетных мыш
цах [2]. Однако все еще отсутствуют сведения о характере воздействия 
того или иного гормона на активность ФПФ-азы в ходе индивидуально
го развития организма. Мы задались целью изучить действие тирокси
на и гидрокортизона на ФПФ-азу куриных эмбрионов, цыплят в день 
их вылупления и у взрослых кур. Активность ФПФ-азы у зародышей 
определяли на 12-й, 16-й дни инкубации. Было принято во внима
ние, что к 12-му дню развиваются щитовидная, надпочечная и дру
гие железы, а у 16—17-дневных эмбрионов начинается интенсивное ис
пользование минеральных солей скорлупы для костеобразования. Пере
нос же неорганических ионов через клеточные мембраны тесно связан с 
обменом ФП. Кроме того, нами было ранее установлено, что свойства 
ФПФ-азы тканей куриного эмбриона претерпевают определенные, изме
нения на 15—'16-й дни инкубации и к моменту вылупления [3]. Прове
денные нами эксперименты показали, что под .влиянием тироксина резко 
подавляется ФПФ-азная активность во всех тканях развивающегося эм
бриона и у однодневных цыплят (у последних составляет исключение 
ФПФ-аза мышц) (табл. 3). В то же время у взрослых кур наблюдает
ся существенное .повышение активности фермента во всех тканях и осо
бенно в скелетных мышцах (более чем вдвое).
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Гидрокортизон не вызывает резких сдвигов в активности ФПФ-азы 
тканей эмбриона, но угнетает активность фермента во всех тканях (кро
ме мышц) у однодневных цыплят. У взрослых же кур этот гормон пони
жает активность ФПФ-азы мозга и печени- Следует особенно отметить, 
что ФПФ-аза мышц проявляет нарастающую чувствительность к этому 
гормону в ходе эмбриогенеза, с максимальным активированием к момен
ту вылупления (на 60%). Эффект этот сохраняется и у взрослыхжур.

Предметом оживленной дискуссии в последнее время является пра
вомерность использования тех или иных ФП в качестве «подходящих суб
стратов для ФПФ-азы [5, 12]. Проведенные нами кинетические исследо
вания позволили установить достаточно высокое сродство ФПФ-азы к 
используемому в наших опытах казеину. Величина К„ по этому субстра
ту составляла 3,7 X Ю՜4 М (рис.).

Приведенные в предыдущей [3] и настоящей работах данные о вли
янии низкомолекулярных активаторов и ингибиторов и гормональной ин
дукции (табл. 2 и 3) свидетельствуют как о тканевой гетерогенности 
ФПФ-аз, так .и об определенных изменениях в ее свойствах в ходе инди
видуального развития. Последнее, по-видимому, обусловлено тонкой 
адекватной регуляцией активности отдельных молекулярных форм 
фермента в условиях постоянного изменения функционального состоя
ния развивающегося организма под влиянием как внутриклеточных, 
так :и интегрированных эффекторов.
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Լ. Պ. ՏԵՐ-ԹԱԹԵՎՈՍՅԱՆ, Գ. I*. ԱԳ(11*Ն8, Ի. Լ. ԱՍԼԱՆՅԱՆ, 
Ա. Ա. ԳԱՍՊԱՐՅԱՆ, ձ.. Կ. ՓԱՐՍԱԴԱՆՅԱՆ

ՀԱՎԵՐԻ ՀՅՈՒՍՎԱԾՔՆԵՐԻ ՖՈՍՖՈՊՐՈՏԵԻՆ ՖՈՍՖԱՏԱԶԱՅԻ 
ԵՆԹԱՐՋՋԱՅԻՆ ՏԵՂԱԲԱՇԽՈՒՄԸ ԵՎ ՈՐՈՇ 

ԱՌԱՆՋՆԱՀԱՏԿՈԻԹՅՈԻՆՆԵՐԸ

Ամփոփում

Ուսումնասիրվել է ֆոսֆոպ րոտ ե ին ֆոսֆատաղայի (ՖՊՖ-ազայի ) (ՖԿ 3՛ 
1. 3. 16) ենթաբջջա յին լոկալիզացիան հավեցի տարբեր հյուսվածքներում։ 
Ամենաբարձր ՖՊՖ-աղային ակտիվությամբ օժտված .է վերմիտ\ոքոնդրիալ հե
ղուկը։ Սրտի և կմախքային մկանների ՖՊՖ֊ադան խթանիչների և ինհիբիտոր- 
ների նկատմամբ ունեցած ռեակցիայով տարբերվում է ուղեղի ֊և լյարդի 
ՖՊՖ-ից։ ներարկված (0,5— 1 մգ 100 գ կշռին) տիրոքսինի ազդեցությունը 
տարբեր է անհատական զարգացման ընթացքում։ Էմբրիոնների և նոր դուրս 
եկող ճտերի մոտ այդ հորմոնը ընկճվում է, իսկ սեռահասուն հավերի մոտ 
զգալիորեն բարձրացնում է ՖՊՖ-ազայի ակտիվությունը հյուսվածքներում։ 
Հիդրոկորտիզոնի ներարկումը (2,5—5 մգ 100 գ կենդանի քաշին) էմբրիոնալ 
զարգացման ընթացքում չի առաջացնում խիստ տեղաշարժ ՖՊՖ-ազայի ակ
տիվության մեջ, այն դեպքում, երբ պոստնատալ շրջանում այն ակտիվաց
նում է մկանների ՖՊՖ-ազան' ընկճելով ուղեղի և լյարդի ֆերմենտները։
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