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РАЗДЕЛЕНИЕ И НЕКОТОРЫЕ СВОЙСТВА 

НЕОРГАНИЧЕСКОЙ ТРИМЕТАФОСФАТАЗЫИ. Г. АСЛАНЯН, Г. К. ПАРСАДАНЯН, Г. Т. АДУНЦ, А. А. ГАСПАРЯН
Изучалась активность триметафосфатазы в очищенных фракциях мозга и сердца ■белых крыс. Выявлено 5 пиков триметафосфатазы в мозге и 8 пиков в сердечной мыш­це. Обнаружен ингибитор триметафосфатазы во фракциях, не обладающих тримета­фосфатазной активностью. Изучены некоторые физико-химические свойства ингиби­тора. Установлено, что последний является низкомолекулярным соединением.
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Процессы деградации неорганических полифосфатов в обмене ве­
ществ осуществляются разными путями. В настоящее время выявлено 
большое количество ферментов, принимающих участие в этих процессах. 
Ферменты обмена полифосфатов, в частности поли- и метафосфатазы, 
широко распространены как у высших растений, так и у животных. Тем 
не менее их роль в фосфорном обмене высших организмов пока не выяс­
нена. В литературе описаны примеры, когда пути биосинтеза и распада 
неорганических полифосфатов находятся под контролем строго специ­
фических ферментов, принципиально отличающихся друг от друга по 
механизму действия [11, 13, 15. 18, 19].

Одним из компонентов ферментативной системы, участвующей в 
модификации молекул неорганических полифосфатов, является триме­
тафосфатаза. осуществляющая гидролиз циклического триметафос­
фата с выделением примерно такого же количества энергии, как 
и при гидролизе терминальных фосфоангидридных связей в молекуле 
АТФ [17]. Хотя триметафосфатаза выявлена у самых различных орга­
низмов (дрожжи, высшие растения, животные) [4], субстрат ее—три­
метафосфат—до сих пор ни у одной из групп организмов достоверно не 
обнаружен.

Ранее нами уже были изучены некоторые свойства триметафосфа­
тазы [1—3].

Целью настоящей работы явилась частичная очистка триметафос­
фатазы мозга и сердца белых крыс и изучение некоторых ее свойств.

Материал и метрика. В опытах использовались самцы белых крыс массой 120— 140 г. Мозг и сердце животных сразу после обезглавливания помещали на лед и го­могенизировали в условиях холода в стеклянном гомогенизаторе Поттера в 0,05 М бо­ратном буфере pH 6,2 с разведением 1/5 (в/в). Триметафосфатазу выделяли по сле­дующей схеме. Гомогенат соответствующей ткани центрифугировали при 14,5 тыс. обо­
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ротов в мин в течение 20 мин. Надосадочную жидкость помещали на термостатиро­ванную колонку (20X3 см) с сефадексом А-50, уравновешенную 0,05 М боратным бу­фером при температуре 5—6°. Элюирование белков с анионообменника осуществляли в ступенчатом градиенте ионной силы от 0,05 М до 2 М. В диапазоне 0,05—0,2 М не­обходимая ионная сила растворов обеспечивалась боратным буфером соответствующей концентрации, а более высокая ионная сила—добавлением КС1. Фракции белков со­бирали на польском коллекторе «Ряегпес!» типа 30 1В. Объем каждой фракции состав­лял 10 мл.Активность триметафосфатазы определяли методом Берга [7], р-глицерофосфа- тазы—методом Боданского [8]. Инкубационная смесь во всех случаях содержала 1 мл фракции, 1,25 мл субстрата (конечная концентрация в смеси 6,6 мМ), приготов­ленного на 0,1 М мединаловом буфере pH 5. Реакцию останавливали после часовой инкубации при 37° 0,4%-ной трихлоруксусной кислотой (ТХУ) на холоду. Активность фосфопротеинфосфатазы (ФПФ-азы) во фракциях определяли методом Файнштейна и Фолька [12]- Инкубационная смесь содержала 2 мл 1%-ного раствора казеина на боратном буфере pH 6,2 и 1 мл соответствующей фракции, содержащей фермент. Ин­кубация длилась 1 час при 37°. ФПФ-азную реакцию останавливали 1 мл 30%-ного раствора ТХУ на холоду.Во всех случаях количество неорганического фосфора определяли методом Таус- ки и Шора [20]. Диализ фракций, содержащих ингибитор триметафосфатазы, про­водили в течение 24 ч при температуре 4° против Н2О.
Результаты и обсуждение. Профиль элюции триметафосфатазы 

мозга и сердца белых крыс из колонки с анионообменной смолой свиде­
тельствует о существовании множественных форм фермента в этих тка­
нях (рис. 1 и 2). Основные пики триметафосфатазной активности элю­
ировались при ионной силе буфера 0,05; 0,2 (2 пика); 0,4 и 1,0 М (мозг), 
и 0,05; 0,2; 0,4 (2 пика); 0,8 (3 пика) и 2 М. (сердце). Максимальная 
удельная активность фермента в мозге наблюдалась при (пик 5) 1,2 М— 
4,2 Е/А28о, в сердце—20 Е/А28о (пик 2) при 0,2 М. Различия в профиле 
элюции пиков триметафосфатазы мозга и сердца крыс свидетельстуют о 
наличии индивидуальных форм триметафосфатазы в различных тканях 
животного.

Рис. 1. Ионообменная хроматография на сефадексе 0-50 А триметафосфа- тазы и ФПФ-азы мозга белых крыс. 1.---------- белок (А280), 2. о—тримета­фосфатаза, 3. △—ФПФ-аза.
Так как дефосфорилирование фосфоэфиров может осуществляться 

и такими фосфатазами, как неспецифическая кислая фосфатаза и ФПФ- 
аза, действующими в кислом диапазоне pH, было сочтено целесообраз­
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ным исследовать распределение активности этих ферментов в тех же 
фракциях. Профиль элюции кислой фосфатазы не совпадает с таковым 
триметафосфатазы. То же можно сказать и о ФПФ-азе. Из пяти пи­
ков, обладающих триметафосфатазной активностью, лишь один (5) 
совпадал с пиком ФПФ-азной активности.

Рис. 2. Ионообменная хроматография на сефадексе 0-50 А триметафосфа­тазы и ФПФ-азы сердца белых крыс. Обозначения те же.
Пики триметафосфатазы не дефосфорилировали и р-глицерофос- 

фат, что свидетельствовало об их субстратной специфичности.
В имеющейся литературе отсутствуют сведения о специфических 

механизмах внутриклеточной регуляции неорганической триметафосфа­
тазы. В то же время имеются сведения о том, что активность ряда дру­
гих фосфатаз (фосфатаза-фосфорилазы, ФПФ-аза) регулируется внут­
риклеточными модуляторами [5, 6, 9, 10, 14, 16]. В связи с этим нами 
была предпринята попытка выявить во фракциях, не обладающих трп- 
метафосфатазной активностью, специфические регуляторы этого фермен­
та. При добавлении ряда фракций, собранных на коллекторе после ионо­
обменной хроматографии, к препарату триметафосфатазы отмечено рез­
кое ингибирование, активности фермента. Таким образом, нами выявлен 
ингибитор триметафосфатазы. Небезынтересно отметить, что в резуль­
тате температурной обработки при 90° в течение 10 мин большинство 
проб сохраняет свое ингибирующее воздействие на триметафосфатаз- 
ную активность, а в ряде случаев ингибирующий эффект усиливается, 
и только некоторые из проб теряют эту способность.

Для уточнения особенностей ингибитора триметафосфатазы нами 
произведен диализ его препаратов в течение 24 ч на холоду. Как пока­
зали результаты исследований, ингибирующий эффект проб после диа­
лиза полностью исчезал, что свидетельствует о низкомолекулярной при­
роде некоторых фракций, проявляющих ингибиторные свойства. Пре­

1212



параты ингиоитора не отличались стаоильностыо при .хранении на хо­
лоду и к 9-му дню теряли значительную часть своей активности.

Таким образом, установлен факт существования внутриклеточных 
регуляторов триметафосфатазной активности, отличающихся друг от 
друга по некоторым физико-химическим параметрам.Институт биохимии АН Армянской ССР Поступило 16.11 1981г.

ԱՆՕՐԳԱՆԱԿԱՆ ՏՐԻՄԵՏԱՖՈՍՖԱՏԱԶԱՅԻ ԲԱԺԱՆՈՒՄԸ ԵՎ ՆՐԱ ՄԻ ՔԱՆԻ ՀԱՏԿԱՆԻՇՆԵՐԸ
Ի. Դ. ԱՍI.IJ.br։ԱՆ, Դ. Կ. ՓԱՐ11ԱԴԱՆՅԱՆ, Գ. Р֊. ԱԴՈԻՆՑ, Ա. >. ԴԱՍՊԱՐՅԱՆ

(1 ւ ։/ո։ մն ասիրվել է տրի մե տ աֆ ոսֆատ աղա /ի ա կ տ ի վո ւ թ յ ո ւն ր սպիտակ 
առնետների ուղեղի և սրտամկանի մաքրված ֆրակցիաներում։ Հայտնաբեր­

վել է տ ր իմ ե տ աֆ ո սֆ ա տ ա ղա յի 5 ւ֊ւլ [։ Լլ ուղեղում և 8-ր սրտամկանում։ 
Ֆրակցիաներում, որոնք օժտված չեն տ րի մ ե տ աֆո սֆ ա տ ա զա յին ակտիվու- 
թյամբ, հայտնաբերվել է ինհիբիտոր։

Ուսումնասիրվել է այԴ ինհիբիտորի մի շարք ֆ ի զ ի կ ա ֊ք ի մ ի ա կան հատ­
կությունները։ Պարզվել է, որ այն ց ա ծ ր ա մ ո լե կո ւլյա ր միացություն է։

RECOVERY AND PROPERTIES OF INORGANIC TRIMETAPHOSPHATASEI. G ASLANYAN, H. K. PARSADANYAN, G. T. ADJNTZ, A. A. GASPARYANThe activity of trimetaphosphatase In the purified fractions of rat brain and heart has been studied. 5seprate peaks of trlmetaphosphatase have been revealed in brain an d 8 —in heart m isclc extracts. The inhibitor of tri netap'nsphata>e has been obtai led in tractions that did not exhibit trimeta.ihosphatase activity. Sime physico-chemical properties of Inhibitor have been studied. The inhibitor has been established to be a low molecular compound.
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