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ОБ УЧАСТИИ ТЕРМОСТАБИЛЬНОГО БЕЛКОВОГО 
ИНГИБИТОРА В РЕГУЛЯЦИИ ДЕЯТЕЛЬНОСТИ 

ФОСФАТАЗЫ ФОСФОРИЛАЗЫ И КИНАЗЫ ФОСФОРИЛАЗЫ

Выявлен механизм действия фосфо- и дефосфоформы тсрмостабилыюго белково
го ингибитора на фосфатазу фосфорилазы в присутствии различных стбстратов-фос- 
фопротеинов. Утановлена также роль этого белка как модулятора киназы фосфо
рилазы, выделенной из мышц кролика.

Гликоген и липиды являются соединениями, запасающими энергию 
в тканях высших животных, и их мобилизация представляет важный 
физиологический процесс. Исследование регуляции этого процесса на 
гормональном и ферментативном уровнях выявляет сложную и тон
кую систему модуляции активности вовлеченных в него ферментов 
посредством их фосфорилирования и дефосфорилирования. Очевидная 
важность этого механизма, раскрывающего последовательность молеку
лярных событий, начиная с взаимодействия гормон-клетка и кончая ак
тивацией физиологических процессов, обусловливает интенсивное иссле
дование реакции фосфорилирования и дефосфорилирования. В пос
леднее время выявлено важное значение регуляторных субъединиц в 
реализации деятельности ряда ферментов, участвующих в этих про
цессах [1, 2]. Имеются, в частности, сведения о том, что фосфатаза 
фосфорилазы А в нативном виде представлена в виде белкового ком
плекса фермент-ингибитор [3].

Эти начальные, но многообещающие сведения побудили нас к 
изучению механизма действия и природы регуляторного белка—инги
битора фосфатазы.

Материал и .методика. Белковый термостабильный ингибитор фосфатазы фос
форилазы выделен по методу Брантда и др. [4]. Концентрация препарата составля
ла 0,5 мг белка/мл.

Препарат фосфорилазы получен методом Фишера и Кребса [5], он содержал 
20—25 мг белка/мл, или 1000—1300 Е/мл.

Киназа фосфорилазы выделена методом, предложенным Кохеном [6]. Очи
щенный препарат ее содержал 8—10 мг белка/мл. Фосфатазу фосфорилазы очищали 
по Брандту и др. [4], активированный препарат ее содержал 5,5 мг белка/мл. Все 
перечисленные препараты выделены из скелетных мышц кролика.

В качестве субстратов для фосфатазы фосфорилазы использовали мышечную 
фосфорилазу А, казеин (фирмы «Реанал») и фосвитин (Калбиохем). Содержание 
неорганического ортофосфата в среде определяли по Таусски и Шору [7], ак



64 Г. К. Парсаданян, П. Гергей. Г. Бот

тивность фосфорилазы—методом Кори [8]. фосфатазную активность—по Келле
ру и Кори [9]. если субстратом служила фосфорилаза А пли фосвитин. или по 
Файнштейну и Фольку [10]. если в качестве субстрата использовался казеин. 
Содержание белка определяли методом Лоури и др. [И].

Объем п состав инкубационной смеси варьировали в различных сериях опытов 
в зависимости от поставленных задач. При исследовании влияния белкового инги
битора на фосфопротеинфосфатазн,ую активность в присутствии различных субстратов 
применялась реакционная смесь: для фосвитина (общий объем -0,55 мл)—825 мкг 
фосфатазы, 55 мкг ингибитора, 2 мг фосвитина, на трис (40 мМ)—ЭДТА (2мМ)— 
—МЭ (10 мМ) буфере, pH 6,8; для казенна (общий объем—0,55 мл)—825 мкг фос
фатазы, 55 мкг ингибитора, 3 мг казеина на 0,2 М боратном буфере, pH 6.2. В обо
их случаях реакцию останавливали 0.2 мл ЗО°/о ТХУК. Для фосфорилазы А—550 мкг 
фосфорилазы. 550 мкг фосфатазы, 55 мкг ингибитора; объем смеси доводили до 
0,3мл трис-ЭДТА-МЭ буфером (см. выше). Реакцию останавливали 2,7 мл стоп- 
буфера (100 мМ 80 мМ р-глпцсрофосфат натрия—4 мМ ЭДТА, pH 6,8).

Для изучения влияния белкового ингибитора на активность киназы фосфори
лазы применяли реакционную смесь следующего состава: 1 мг фосфорилазы 
Б. 'Э5 мкг ингибитора, 1 мкг киназы,- 3 мкмоля Мц (СН3СОО)2 и 1 мкмоль АТФ; 
объем смеси доводили до 0,3 мл трис (0,125 М)—р-глпцерофосфат (0,425 М) буфе
ром с pH 8,6. Реакцию останавливали 4,7 мл стоп-буфера.

При изучении зависимости активности киназы фосфорилазы от концентрации 
белкового ингибитора реакционная смесь содержала: 1 мг фосфорилазы Б. 2,5 мкг 
киназы, 3 мкмоля М£ (СН3СОО)2, I мкмоль АТФ, ингибитор (45—185 мкг). Объем 
смеси доводили до 0,35 мл трис—глицерофосфатным буфером. Реакцию останавливали 
4,65 мл стоп-буфера.

Исследование действия белкового ингибитора на активность киназы фосфори
лазы в зависимости от ее концентрации проводилось в реакционной смеси (объем 
0,3 мл) следующего состава: 1 мкг фофорилазы Б, 0,1 мл трис-глнцерофосфатного 
буфера, 50 мкг ингибитора, 1—5 мкг киназы, 3 мкмоля М£ (СН3СОО)2 и 1 мкмоль 
АТФ. Реакцию останавливали 4,7 мл стоп-буфера.

При изучении влияния добавок субстрата на скорость фосфорилирования фос
форилазы Б в присутствии белкового ингибитора использована реакционная смесь: 
2 мкг киназы, фосфорилаза Б (1—2 мг), 75 мкг ингибитора, 3 мкмоля ацетата маг
ния и 1 мкмоль АТФ. Объем смеси доводили до 0,35 мл трис-глицерофосфатным 
буфером. Реакцию останавливали 4,65 мл стоп-буфера.

Для разделения субъединиц киназы фосфорилазы препарат фермента предва
рительно подвергали термообработке (5 мин., 100°) в додецилсульфате аммония 
(0,2% р-р на 50 мМ глицерофосфат—2 мМ ЭДТА—2 мМ МЭ буфере, pH 6,8). 
Гельхроматография субъединиц киназы проведена на колонке с Сефадексом 0-200 
(1.5X40 см), уравновешенной 0,2% раствором додецилсульфата аммония (см. выше). 
Объем каждой фракции—3,5 мл.

Результаты и обсуждение. Блокирующее действие термостабиль
ного оелка Брандта-Ли на процесс ферментативного дефосфорилирова- 
ния было испытано с применением различных субстратов-фосфопроте- 
инов. ,

Как видно из рис. 1, этот белок блокировал реакцию дефосфо
рилирования фосфорилазы А, причем фосфоформа ингибитора дей
ствовала наиболее эффективно, снижая активность фосфатазы фос
форилазы в 3 раза. В то же время с другими фосфопротеинами—ка
зеином и фосвитином—ингибирующего эффекта не наблюдалось. Не
большое увеличение неорганического фосфата в присутствии фосфо
ингибитора свидетельствует скорее всего о его собственном дефосфори
лировании.
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Рпс. 1. Влияние белкового ингибитора па фосфопротеинфосфатазную 
активность в присутствии различных субстратов; а—реакционная смесь 

без ингибитора, б—с дефосфопнгибитором, в—с фосфоингибитором.

Возник вопрос, не может ли этот регуляторный белок модулировать 
и обратную реакцию—фосфорилирование фосфорилазы Б соответствую
щей киназой. Данные, приведенные на рис. 2, свидетельствуют о том,

что эта реакция также ингибируется в присутствии белка Брандта-Ли, 
причем, как и в предыдущем случае, фосфоформа ингибитора дей
ствует эффективнее, вызывая более чем двукратное ингибирование.

Рис. 3 и 4 иллюстрируют некоторые кинетические характеристики 
фосфорилаза-киназной реакции в присутствии белкового ингибитора. 
При возрастании содержания ингибитора вплоть до 0,5 мг на 1 мл 
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инкубационной смеси сохраняется линейная зависимость ингибиро
вания от концентрации белка Брандта-Ли (рис. 3).

Рис. 3. Зависимость фосфорилаза-киназной активности от концентрации 
белкового ингибитора

Картина образования фосфорилазы А в зависимости от концен
трации соответствующей киназы в присутствии и без белкового инги
битора представлена на рис. 4. Повышение содержания киназы в ин- 
кубационой смеси оказывается малоэффективным и в концентрации 
более 5 мг/мл не приводит к дальнейшему ускорению фосфорилиро
вания фосфорилазы Б. Приведенные факты подтверждают предполо
жение, что термостабильный ингибитор соединяется скорее с субстра
том, а не с ферментом. Поэтому и повышение концентрации фермента 

не приводит к восстановлению или хотя бы к некоторому увеличе
нию скорости ферментативного фосфорилирования.

Наконец, было установлено, что образование фосфорилазы А рез
ко возрастает после добавления к предынкубированной с ингибито
ром реакционной смеси дополнительной порции фосфорилазы Б 
(рис. 5).

Если бы протеин-ингибитор блокировал киназу, а не субстрат 
(фосфорилазу Б), добавление последнего вряд ли привело бы к уве
личению выхода конечного продукта—фосфорилазы А.

Нами была предпринята также попытка выяснить природу тер- 
мостабильнооо белка-ингибитора. В 1973 г. Кохен [6] установил, что 
после термообработки при 100° в присутствии додецилсульфата препа-



Рис. 4. Действие белкового ингибитора на активность киназы фосфори
лазы в зависимости от ее концентрации

Рис. 5. Влияние добавления субстрата на скорость фосфорилирования 
фосфорилазы Б в присутствии белкового ингибитора. Реакционная смесь 
без ингибитора— □; с ингибитором— . Общее количество фосфорила

зы Б в реакционной смеси составляло 1 мг (а) или 2 мг (б).

рат киназы фосфорилазы, пропущенный через колонку с Сефадексом 
0-200, давал два-три белковых пика. Возникло предположение, что 
один из этих белков может оказаться тем самым термостабильным ин
гибитором фосфопротеинфосфатазы, который был выделен Брандтом 
и Ли [3]. На рис. 6 приведен элюционный профиль термообработан
ной в додецил сульфате киназы фосфорилазы. Белковые пики отмече
ны в 10, 18 и 24 фракциях. Первый пик действительно обладал опреде- 
деленным ингибирующим эффектом.

Основываясь на полученных данных и учитывая то обстоятель
ство, что при очистке как фосфатазы, так и киназы всегда остается со
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путствующая активность противоположно действующего фермента, 
можно предположить существование своеобразного нативного ком
плекса фосфатаза+кпназа+регуляторная ингибиторная субъединица,

Рис. 6. Элюционный профиль субъединиц киназы фосфорилазы после гель- 
хроматографии на сефадексе 0-200.

в котором регуляторный белок модифицирует ферментативную реак
цию, блокируя при этом не сам фермент, а фосфо- или дефосфоформу 
субстратов—фосфопротеннов. Благодаря этому киназная или фосфа
тазная реакции в обычных условиях протекают не с максимальной 
скоростью.

В последующих исследованиях будет проверено действие ингиби
торного белка и на другие фосфатазы для выяснения степени его спе
цифичности.
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Լ. Կ. ՓԱՐՍԱԳԱՆՑԱՆ, «I. ԳԵՐԳԵՅ, Գ. ԲՈՏ

ՋԵՐՄԱԿԱՅՈՒՆ ՍՊԻՏԱԿՈՒՑԱՅԻՆ ԻՆ2ԻՈԻՏՈՐԻ ՄԱՍՆԱԿՑՈՒԹՅՈՒՆԸ 
ՖՈՍՖՈՐԻԷԱՋԱՅԻ ՖՈՍՖԱՏԱԶԱՅԻ ԵՎ ՖՈՍՖՈՐԻԼԱՋԱՅԻ 

ԿԻՆԱԶԱՅԻ ԳՈՐԾՈՒՆԵՈՒԹՅԱՆ ԿԱՐԳԱՎՈՐՄԱՆ ՄԵՋ

Ամփոփում

Բացահայւովել է թերմոստաբիլ սպիտակուցային ինհիբիտորի ֆոսֆո- 
և դեֆոսֆոձևերի ազդեցության մեխանիզմը ֆոսֆորիլազայի ֆոսֆատազա- 
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յի վրա տարբեր սուբստրատների ֆոսֆոպրոտեինների ներկայությամբ։ 
Բացահայտված է նաև, որ այդ սպիտակուցը հանդես է գալիս որպես մո
դուլյատոր ճագարի մկաններից անջատված ֆո սֆո րիլա զա յի կինազայի հա
մար։
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