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К ВОПРОСУ О МЕХАНИЗМЕ ДЕЙСТВИЯ ГАНГЛИОЗИДОВ НА 
АКТИВНОСТЬ И а+-К+-АТФазы МИКРОСОМ МОЗГА

Э. Е. МХЕЯН, О. П СОЦКИЙ. С. Э. АКОПОВ

Приводятся данные о действии человеческих ганглиозидов на К+-фосфатаау мик
росом мозга белых крыс, ингибирующих активность фермента. Ионы К снимают 
■ингибирующий эффект ганглиозидов на 1Ча * -К+-АТФазу и К'' -фосфатазу. Поскольку 

№+-К+ -АТФаза является аллостерическим ферментом, то предполагается, что ган
глиозиды как аллостерические ингибиторы уменьшают его сродство к ионам К, это и 
обусловливает обнаруженный эффект. Вычисление коэффициента Хилла подтвержда- 
е> данное предположение.

Выяснение физиологической роли ганглиозидов, являющихся специ
фическими липидами мембран нервных клеток, представляет одну из ос
новных задач современной нейрохимии. Согласно современным данным, 
ганглиозиды, являясь полианионами, играют важнейшую роль в функ
ционировании биологических мембран [1], а именно, связывая ионы К, 
Ма, Са, участвуют в переносе их через мембраны [2, 3]. Не исключено, 
что они влияют на процессы транспорта ионов через Иа+ —и ^-акти
вируемую Ме2+ -зависимую АТФазу (КФ 3614), особенно, если учесть 
корреляцию между активностью На+—К+֊АТФазы и содержанием ган
глиозидов в различных органах [4]. Нашими предыдущими исследовани
ями было показано, что ганглиозиды в различных концентрациях оказы- 
ва ют двоякое действие на На՜։՜ — К+—АТФазу микросом мозга т уПго: 
в малых концентрациях они активируют транспортную АТФазу, а в 
больших ингибируют [5].

С целью выяснения некоторых сторон механизма влияния ганглио
зидов на Иа+ —К+-АТФазу нами было изучено влияние экзогенных ган
глиозидов на К "‘■-фосфатазу, ответственную за третий этап переноса 
ионов через биологические мем'браны [6].

Материал и методика. \’а+—К^-АТФаза выделялась из больших полушарий моз
га белых крыс. Ферментный препарат получали по методу Цильмера и Тарве [7]. 
Крыс забивали декапитацией, мозг отмывали от крови и гомогенизировали в гомоге
низаторе Поттера в растворе՝ (10 мл на 1 г ткани), содержащем 0,25 М сахарозу, 
1 мМ ЭДТА, 1 мМ трис-НС1 и 0,2й/о дезоксихолат натрия (pH 6.83). Гомогенат цент
рифугировали при 30000Хй в течение 1 часа. Надосадочную жидкость разводили в 
7—10 раз бидистиллированной- водой и центрифугировали в .ультрацентрифуге УАС- 
607 в течение 1 часа при 125000Хй- Осадок ресуспендировалп в указанном растворе, 
но без деэоксихолата и использовали как ферментный препарат.
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Манипуляции выделения фермента производили при температуре 0—3°. Его ак
тивность определяли по приросту неорганического фосфата в реакционной смеси, со
держащей 30 мМ трис-НС1, 5 мМ МгС12, 100 мМ ЫаС1, 20 мМ КС1,3 мМ АТФ- 
грис (pH 7Д); в контрольные пробы добавляли 0,2 мМ оуабаина. Реакцию начина

ли с добавления ферментного препарата (20—'50 мкг белка). Объем проб составлял 
2 мл. Инкубацию проводили в течение 20 мин при 37°. Фосфор определяли по Якуше
вой и Орловой [8].

Активность К+ -фосфатазы определяли в 1,5 мл смеси, содержащей 30 мМ трис- 
НС!, 5 мМ МцС12. 5 мМ КС1, 3 мМ п-нитрофеиилфосфата (pH 7,4). Контролем слу
жили пробы, не содержащие КС!. Реакцию начинали с добавления ферментного пре
парата (20—40 мкг белка). Смесь инкубировали при 37° в течение ГО мин.

Ганглиозиды выделяли из серого вещества людей, погибших от несчастных слу
чаев, по методу Богоча в модификации нашей кафедры [9]. Белок определяли по 
Лоури [Ю]. Полученные данные статистически обработаны с применением критерия 
Фишера-Стьюдента.

Результаты и обсуждение. Полученные данные, приведенные в таб
лице, свидетельствуют о том, что ганглиозиды в концентрациях 
10~5, 2-Ю՜5, 6-Ю՜5, 10՜4, 2-10՜3 и 3-Ю՜3 мМ ингибируют активность 
К+-фосфатазы соответственно на 9, 26, 49, 60, 78 и 80% (таблица).

Таблица
Влияние ганглиозидов в различных концентрациях 

на К^-фосфатазу in vitro, °/о от контроля

Концентрация ган
глиозидов. мМ

Кон
троль, 70 (Опыт, % Р

10՜5 100 91±1>5 <0,05
2 10՜5 100 74+1,83 <0,05
6-10՜5 100 51+0,61 <0.01
ю՜4 100 40±0,95 <0,05

2-Ю՜3 100 22+0,98 <0,05
з-ю՜3 100 20±1,1 <0,05

В каждой графе-^результаты обработки данных 8-ми опытов.

При этом обнаружилось, что ингибирующий эффект их зависит от вре
мени контакта с ферментным белком. Максимум ингибирования отме
чался на тридцатой минуте преинкубации ганглиозидов с белком при 
37° (рис. 1).

Из полученных данных следует, что в отличие от Ыа+ —К+- 
АТФазы ганглиозиды в малых концентрациях не оказывают активирую
щего влияния на К+ -фосфатазу, а проявляют слабый ингибирующий 
эффект. Большие концентрации ингибируют К+-фосфатазу в значи

тельной степени.
Эти данные дают основание предполагать, что ингибирующий эф

фект ганглиозидов на Ьта+—К+-АТФазу связан с их влиянием на фос- 
фатазную реакцию, являющуюся третьей реакцией рабочего цикла фер
мента. Активирующий эффект малых концентраций, по:видимому, свя
зан с их воздействием па первые этапы транспортного цикла.
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В дальнейшем для уточнения механизма влияния ганглиозидов нз 
Ма+_К+_дТФазу и К+-фосфатазу нами изучалась конкурен
ция ганглиозидов с активирующими ионами Na и К- Результаты опы
тов представлены в виде графиков Гантера и Даунса [111 (Рис- 2)-

%

«г* № w

Рис. 1. Ингибирующий эффект ган
глиозидов на активность К+-фосфа- 
тазы в зависимости от концентрации, 
I—без преинкубации; И — с преин
кубацией в течение 30 мин при 37°.

HU! КИЯ пчя МКЛ!

Рис. 2. Конкуренция между ганглиозида
ми и Ыа *՜ или К4՜ за №+—К+-АТФазу н 
К+-фосфатазу. I — конкуренция с К + 
(№+—К+ -АТФаза); 11 ~ конкуренция с 
№+(Ыа4—К + -АТФаза); III —конкуренция 

с К+ (К+-фосфатаза).

Результаты опытов показали, что ганглиозиды конкурируют с иона
ми К за №+—К+-АТФазу и К+-НФФ. Значение ИНкдИ (где [з] _ 

концентрация ингибиторов, 1—часть активности фермента, которая уг
неталась при данной концентрации катиона) возрастало с ростом кон
центрации К+ в среде (рис. 2, кр. I и III). Конкуренции же между ган
глиозидами и ионами № в наших экспериментах не обнаружено. Значе

ние ------ не возрастало с ростом концентрации Ыа+ в среде

(рис. 2, кр. II).
Таким образом, ионы К снимают ингибирующее действие ганглиози

дов на №+_ К+-АТФазУ- в т0 вРемя как ионы Ыа не оказывают такого
влияния. Поскольку №'г —К+֊АТФаза является аллостерическим фер
ментом [13, 12], можно предположить, что ганглиозиды как аллостери
ческие ингибиторы в результате конформационных изменений уменьша
ют его сродство к Кь , это и обуславливает обнаруженный эффект. Но 
так как, являясь в то же время полианионами, они способны связывать 
Кь, не исключено, что в основе ингибирующего эффекта их лежит 
уменьшение концентрации активирующих ионов К. Для уточнения это
го вопроса нами разностным методом [14] был рассчитан коэффициент 
Хилла по формуле:

1а(/__1__________ 1 \ // 1__________ I \]
ЧкУр-У; Уо-У|// \Vq-Vi Ур-Уг/]

где Уо—скорость реакции без ингибитора, V,, У[. V,’— значения ско
ростей реакции при концентрациях ингибитора, соответственно равных 

Л, Л/Х, Х.зХ было принято равным 2.
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Поскольку коэффицент Хилла оказался больше 1 (1,93), то мы 
тлришли к выводу, что имеем дело с кооперативным процессом, еще раз 
подтверждающим аллостерическую природу изучаемого фермента.

Ереванский медицинский институт, 
кафедра общей и клинической химии Поступило 25.XI 1977 г.

ՈՒՂԵՂԻ ՄԻԿՐՈՍՈՄՆԵՐԻ Na+—K+֊ԱՏՖ֊սպայի ԱԿՏԻՎՈՒԹՅԱՆ
ՎՐԱ ԳԱՆԴԼԻՈԶԻԳՆԵՐԻ ԱԶԴԵՑՈՒԹՅԱՆ ՄԵԽԱՆԻԶՄԻ ՀԱՐՑԻ ՇՈՒՐՋԸ

է. Ե. Ս՜ԽԵՏԱՆ, 0. «I. ՍՈՑԿԻ, U. է. ԱԿՈՊՈՎ

Հոդվածում բերված են տ՛վյալներ մարդու գանգլիոզի գների ազդեցության 
Վերաբերյալ սպիտակ առնետների ուղեղի միկրոսռմներ ի \հ + -ֆոաֆատա- 
.զայի վրա։ Գան գլի ոզիգն ե ր ի 10~$, 6 • 1Օ~\ 1Օ~\ 2-1О~\ 3-10՜^ мМ
կոնցենտրացիաները ընկճում են +- ֆա սֆ ատ աղայի ակտիվությունը հա
մապատասխանաբար' 9, 26, 49, 60, 78 և 80®1ղ-ոՎէ -իոնները վերացնում
են գան գլիո զիգների ընկճող ազդեցությունը Na4՜— K + - ԱԵՖ-ազային և К4՜՜ 
ֆոսֆատազայի վրա։ Բանի л/iNa4— К՜1՜՜ ԱԵՖ-ազան ալոստերիկ ֆեր
մենտ է, ենթադրվում է, որ գան՚գլիո զիգները իբրև ալոստերիկ ինհիբիտոր- 
ներ, իջեցնում են ֆերմենտի խնամակցությունը К + -(Д հանդեպ, որը և պայ
մանավորում է հայտնաբերված էֆեկտը է Հիլի գործակցի հաշվումը հաստա
տում է տվյալ ենթադրությունը։

I
ON THE MECHANISM OF INFLUENCE OF GANGLIOZIDES ON THE 

ACTIVITY OF Na+—K+-ATP-ase OF THE BRAIN MICROSOMES

E. E. MKHEYAN, О. P. SOTSKY, S. E. AKOPOV

The data are brought out in the article on the operation of human 
gangliozides on K+-phosphatase of white rat brain microsomes. -The 
gangliozides in the concentrations of 10՜5, 210՜5, 6-Ю-5, 10՜4, 2-IO՜3 
3-10՜3 mM inhibit the activity of К 4-phosphatase լօո 9, 26, 49, 60, 78, 
80% accordingly. Ions of K+ removed the inhibiting effect of gangliozi
des on Na4՜—K+-ATP-ase in an allosteric enzyme. Then it is supposed, 
that gangliozides being allosteric inhibitors, reduce the affinity of the 
K+ enzyme which stipulates the revealed effect. The calculation of Hill’s 
coefficient proves the given supposition.
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