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КИСЛЫЕ ФОСФАТАЗЫ И НЕОРГАНИЧЕСКАЯ ПИРОФОСФАТАЗА 
СУБКЛЕТОЧНЫХ ОБРАЗОВАНИЙ ГОЛОВНОГО МОЗГА КРЫС
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Институт биохимии ЛИ Армянской ССР. Ереван

Аннотация — Исследовал։։ активность кислой фосфатазы в субклеточных 
образованиях, выделенных из целого мозга крысы. Показано, что в зави­
симости от локализация, они различаются по своим максимальным активно­
стям и некоторым свойствам.

Высокая активность кислой фосфатазы в отношении карбамил-, аце- 
тнлфоефзтов в микросомах и синантосомах мезга подтверждает экстрализо- 
сомальную локализацию фермента.

1ՄւնԱ1ացիւս — ՕւււոլմնսւււիրվեԼ է РР"‘ ֆոսֆատադայի ակտքւվութ յունր աււնետի 
ղ/խուղեղից անք՛ատված Ոքի տարրեր ղոյացրր։թ յուններումւ

Տու։ց Լ ւորվեյ, որ կախված տեղակայումից, Նրանք տարբերվում են իրենց 
աո ավ եյաւյոլ յն ակտիվություններով ււ "քոշ "ատկութ քՈւններ ովէ

քք՚թու ֆուէֆատաղայի բարձր ակտիվ ութ յան ր կարբամիյ-, ացետիյֆոսֆաա • 
ների նկսւտմտմր ուղեղի մ իկրոսոմներում ե սինապտոսոմնԼրում ապացուցում 
են ֆերմենտի Լրււտրա/իղոոոմ ւպ տեղակայում րլ

Abstract—Activity of acidic phosphatase in subceJIular panicles, isolated 
from rat bram. has been studied.

И has been shown that in dependence <ni their localization they 
differ in their maximum activity and some properties.

High activity of aridic phosphatase with reference to carb-myl—, 
acetylphosphales in brain microsomes and synaptosomes confirm ex- 
tralysosomal localization of this enzyme.

Ключевые слова: мозг, субклеточные образования, карбамил՝, ацетилфосфатазе^ 
к^органическая пирофосфатаза.

Кислые фосфатазы । КФ 3.1.3.2) явллюкя ферментами с низкой суб­
стратной специфичностью, которые гидролизуют од поза.метенные слож­
ные эфиры ортофосфата. Установлено, что они отличаются друг от дру­
га рядом физико-химических свойств [5, 15]. Физиологическое значе­
ние некоторых форм этих ферментов пока неизвестно. Хотя кислые 
фосфатазы относятся к группе гидролаз, они также катализируют ре­
акции трансфосфорилирования, играющие, как известно, важную роль 
во многих биохимических процессах.

В настоящем сообщении приводятся результаты сравнительного ис­
следования некоторых форм кислых фосфатаз в субклеточных образо­
ваниях мозга белых крыс.

Материи.} и методика. Исследования проводили на субклеточных частицах, выде­
ленных из головного мозга белых крыс. Ткань гомогенизировали в 0,32 .4 растворе са­
харозы (1:10), фракционировали путем центрифуг прыгания в градиенте плотностей са­
харозы по схеме, описанной Манукян и сотр. [I].

Активность фенилфосфатазы определяли по методу Бран и Торпе [5]. Реакци­
онная смесь содержала 0,1 М ацетатный буфер, pH 5,0; 50 мМ феинлфосфатдннатрн* 
свой соли (Sig na Chen։ Со), исследуемые субклеточные фракции в количестве, соот­
ветствующем 20֊ !0 мт исходной массы ткани. Реакцию останавливали ; ,бзвлеиисм
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2 мл раствора Фолин Ччха.'и-гу Удельную активность фермента вычисляли в мкмолях 
!<'|рз .ованного фенола за 1 мин на мг белка. Для други* кислых фосфатаз и качестве 

•субстрат использовали карбамилфосфатдилитиевую (Sigma Chcm. Со), ацетнлфщ- 
фаг-К-ли:левую соль (Sigma Client. Си) и пирофосфат (отечественного производства). 
Ншсубацнокяан смесь содержала: 0.08 М ацетатный буфер (pH 5,0), в зависимости от 
определяемой фосфатазы—6,0 мМ карбамнлфоеф.чта или 2.0 а не г пл фосфа та, или

՝€,0 мМ пирофосфата (для неорганической пирофосфатазы) п исследуемые субклеточ­
ные фркктн в количестве, соответствующем 20—10 мг исходной массы ткани К ;>•- 
бая. п к ь <чмостн от условии опыта, добавляли >:>кжс следующие реагенты: Mg- 
—10—- »М, лилеидиамнигетраацстат (ЭД ГА) Н>—;М. Общий объем реакционной 
смеси составлял I мл Реакцию останавливали добавлением 30% грпхлоруксусини 
•кислоты. Об активности ферментов судили по приросту неорганического фосфата и.՛ 
•С.те 30-ммнутнон инкубации при 37е. Неорганический фосфат определяли по Лоури-До­
мсу [9] белок г.о Лоури |10 j Удельную активность ферментом вычисляли и мк­
молях образованного фосфата на I мин на мг белка.

Результаты и обсуждение. Результаты определения активности пзу 
пенных кислых фосфатаз в различных субклеточных образованиях моз­
га приведены в таблице. Видно, что активность кислой фенилфосфата­
зы проявлялась во всех исследованных субклеточных образованиях. 
Наиболее высокой она была в микросомах 75.5 мкМ фенол а/мг белка, 
значительно ниже в мнто.хон 1риях- -3,8 мкМ фенола/мг белка и особенно 
низкой в сннаптосомах—1,13 мкМ фенола/мг белка. Ионы машин, а 
также ЭДТА не влияли на активность митохондриального и синапто- 
•сомального фермента, но активировали микросомальный фермент

Ранее нами было показано, что в мозге белых крыс функционирует 
высокоактивная фосфатаза, расщепляющая одр ба мил фосфат и отно­
сящаяся к классу низкомолекулярных фосфатаз. Данные настоящего 
исследования показали, что активность карбамилфосфатазы в митохон­
дриях довольно высокая 15,5 мкМ Р/мг белка, но .начнтельно ниже 
чем н микросомальной фракции, где она проявляет наивысшую актив­
ность—141.1 .мкМ Р/.мг белка. Синаптосомы занимают промежуточное 
положение. В митохондриальной и синаптосомальной фракциях мозга 
Mg - и ЭДТА никакого влияния на активность карбамилфосфатазы не 

■оказывают. Только микросомальный фермент несколько стимулируется 
нонами магния.

В таблице представлены данные об активности еще одной кислой 
фосфатазы, субстратом для которой служит ацетилфосфат. Наиболее 
высокой активностью фермента обладает микросомальная фракция — 
120 мкМ Р/мг белка, хотя в митохондриях и сннаптосомах он достаточ­
но высокоактивен—41,1 и 24,0 мкМ Р/мг белка соответственно. Mg՜՜ 
стимулирует активность микросомального фермента, тогда как ЭДТА 
и совместное добавление ЭДТА и Mg; не оказывают никакого влия­
ния.

Изучение механизмов превращений фосфорных эфиров и родствен­
ных им соединений представляет значительный интерес. Многочислен­
ные представители этих соединений являются, с одной стороны, элемен­
тами биологических структур, с другой -промежуточными продуктами 
■обмена К последним относится пирофосфат, образующийся во всех 
субкле. ; !ых образованиях органов н тканей живых организмов. Неор­
ганическая пирофосфатаза (КФ 3.6.1 1), расщепляющая пирофосфат.
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Активность кислых фосфатаз в субклеточных образованиях юловного мозга белых крыс

Субклеточные 
частицы

Фенилфосфодниатрнспая соль, мх.Мфенол мг белка

норма -М$Г* -гЭДТА ЭДТА

Митохондрии 
.Микросомы

Синаптосомы

3.8+0.16
75.0+1.80

1.13+0.14

3.88+1.16
89.80X1.37 
Р<0.001 
1.14+0.2

3.84-0.18
90. 00+1.40
Р<0.001
1.13+0.11

3.8±0.16
85.0+1.30 
Р<0.01

1.13+1.15

Карбамилфосфзт, мк.М Р/мг белка

«Митохондрии 
Микросомы

Синаптосомы

15.1+0.33
140,1+2,00

45.0+3.0

15.16+0.28
158.10$1.60 

Р<0.001 
45.4+3.10

J5.14-t0.35
150.1 +1.8 

Р<С).О1
45.2 +3.0

15.1+0.33-
14O.6i2.2Q*

4550+3.1

Лцетилфосфаг, мк.М Р/мг белка

.Митохондрии 41.2+2.3 45.5±2.9 
Р<0.5

41 0+2 0 41.1+2.34

.Микросомы

Синаптосомы

120.3+1.5

24.0±0.5б

131.9+2.4
Р<б.О1

26.0+0.82
Р<0.1

129.0+2.6
Р<0.01
26.8+1 4
Р<о,1

120.6+2.0

24 0+1.8

Неорганический пирофосфат, мк.М Р/мг белка

.Митохондрии

Микросомы
Синаптосомы

19.3+1.2

16.0+1.9
0.97+0.17

20,4+1,6

16.3±0.9
1.1+0.11
Р>0.5

44.2+2.1
Р: -0.001

16.2+1.2
1.16+0.12

Р>0.5

19.3+1.2

16.3+0.88
0.97+0.07

играет важную роль в метаболических процессах и предотвращает его 
накопление, регулируя интенсивность этих реакций.

Изучение активности неорганической пирофосфатазы в различных 
субклеточных образованиях головного .мозга белых крыс при кислом 
значении рИ показали, чти наиболее высокую активность фермент про­
являет в митохондриальной фракции мозга —19.3 мкМ Р/мг белка. Ио­
вы магния не повышают активности митохондриального фермента, а 
совместное добавление М$ 1 и ЭДТА приводит к удваиванию ее 
4 1,2 мкМ Р/мг белкз. В микросомах она ниже, чем в митохондриях, 
16,3 мкМ Р/мг белка. Но особенно низка активность фермента в синап- 
тосомах, 0,97 мкмМ Р/мг белка. М<*г՜ с ЭДТА никакого воздействия 
на активность микросомального и сииаптосомального ферментов не ока­
зывают.

В литературе имеются данные о том, что в печени крыс неоргани­
ческая пирофосфатаза ’преимущественно сосредоточена в митохондриях, 
где фермент имеет мембранную локализацию и участвует в синтезе 
АТФ [8].

Но данным ряда авторов, кислые фосфатазы локализованы в тка­
нях. богатых ретикулоэндотелиальными элементами с высоким содер­
жанием лизосом [4]. Однако результаты наших исследований показа­
ли, что в различных субклеточных образованиях .мозга белых крыс в 
кислой зоне pH действуют кислые фосфатазы, расщепляющие разлнч- 
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ные фосфорные эфиры. Эти ферменты, судя по внутриклеточной лока­
лизации и эффектам специфических ингибиторов п активаторов, по всей 
вероятности, относятся к различным классам кислых фосфатаз [2]: вы­
сокомолекулярным и низкомолекулярным. Последние отличаются друг 
от друга субстратной специфичностью и различной чувствительностью к 
эффекторам [19]. Полученные нами данные о высокой активности кис­
лой фосфатазы в микросомальной фракции мозга говорят о том, что 
этот фермент активен не только в лизосомах, но и в других субклеточ­
ных структурах, где, по всей вероятности, может иметь отличную от ли­
зосомальных фосфатаз функцию. Сравнительно высокая активность 
кислой фосфатазы по отношению к карбамил- и анетилфосфатям в си- 
наптосомах также подтверждает экстралнзосомальную локализацию 
фермента.

В ряде работ показано [15], что карба.милфосфатаза действует сов­
местно с К+-завнснмыми фосфатазами, п-нитрофен ил фосфатазой и аце- 
тнлфосфатазой, которые стимулируются ионами калия и являются ча­
стью энзиматического комплекса Х'а’, К -зависимой АТ Разы.

Известно, что исследованные нами субстраты и соответствующие 
ферменты участвуют в гидролазной и трансферазной реакциях в микро­
сомальной фракции. Карбамилфосфатаза и неорганическая пирофос­
фатаза гидролизуют глюкозо-6-фосфат [7], но являются разными фос 
фогндролазами. В микросомальной фракции карбамил фосфат ингиби­
рует пнрофосфат-фосфогидролазную активность, а в митохондриальной 
фрзкннн этого не наблюдается.

Проведенные нами исследования показали, что кислая неоргани­
ческая пирофосфатаза высокоактивна в митохондриальной фракции моз­
га. Митохондриальный фермент активируется М" . ЭДТА никакого 
действия не оказывает, ио совместное добавление и ЭДТА повы­
шает активность фермента в два раза. Такого эффекта нс наблюдает­
ся в других субклеточных образованиях. По данным Нордлне [11], 
неорганические пирофосфатазы в зависимости от локализации—в ми­
кросомах, митохондриях и растворимой фракции отличаются друг от 
друга рядом свойств и оптимумом pH. Следует отметить также, что 
очень активная высокоспецнфнческая неорганическая пирофосфатаза, 
присутствующая в растворимой фракции печени крыс, дает острый мак­
симум при pH 7.5. Стимуляция этого фермента зависит от удаления 
эндогенного высоконнгнбируюшего Са4 + хелатными агентами. А в на­
ших экспериментах при кислом значении pH ЭДТА (10՜2, 1.0 3) не ока­
зывал никакого воздействия на митохондриальный и микросомальный 
ферменты.

В литературе имеются данные о других ферментах, отличающихся 
друг от друга в зависимости от локализации своими свойствами, но яв­
ляющихся различными формами одного и того же фермента, например, 
растворимая и митохондриальная формы аспартатамннотрансферазы 

КФ 2.6.1.I) [14] н растворимая и лизосомальная формы фосфопротеин- 
фосфатазы (КФ 3.1.3.16) [12].

По данным ряда авторов [6]. в мозговой ткани отсутствуют процес­
сы начального этапа синтеза мочевины, в том числе и карбамилфосфа­
та. Возможно, функция фермента, расщепляющего карбамилфосфат в 
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мозговой ткани, связана ис с циклом мочевины, а с каким-то другим об­
менным процессом.

Проведенные нами исследования лают основание предположить, что 
митохондриальный и микросомальный ферменты являются различными 
молекулярными формами кислых фосфатаз.
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ФОСФОЛИПИДНЫЙ СОСТАВ ПРОТЕОЛИПИДОВ 
ИЗ СЕРДЦА КРЫСЫ

К. л. ЛЕВОНЯН, к. Г. МАНУКЯН

Институт биохимик АП Армянской ССР. г. Ереван

Аннотация Научен фосфолипидный сосган протеолипидоз . г Сердца кры­
сы, «очищенных» и разной степени от липидов. Фосфолипиды ւ оста зля.>у< 
41,4% от массы неочищенных ПЛ и 18 13% от массы очищенных н заип- 
симссги от условий очистки. По мере очистки в иротеолнпндах сердечной 
мышпы снижается содержание менее прочно связанных с белком нейтраль­
ных фосфолипидов н возрастает содержание более прочно связанных кис­
лых. особенно днфосфатидилглицеринов. Последние являются преоблада­
ющими фосфолипидами (•чищенных ПЛ. составляв более половины всех 
связанных фосфолнпндон,

ԱնոէՈւս<|իւս — ՈԼքոււմնասիրվեյ Լ սյոէ/ետներյր սրսփրյ աՆքաավաէ ւ1ւպխ}նէւ/ւ[ր;/ 
տսյրբհր օյսււ:(ւևանի մարրվաձ ււ/ ր ո Լ ո ք խւյ ի դն I, ր ք։ ֆոսֆ/1ք/էԱ(1>դէսյՒն //ււ/<յւ/ք։ Ֆո/1- 
ֆո//էպիւյներյ, 1/ազմւէւմ Լն չմսէ բրված ՊԼ-ներքւ մտսօսյքք1 I Հս • 1'^'Ь մ‘-'բրված ■ 
ՆԼր/ւ' 1И—կախված մարրման պայմաններից։ Մարրման րնք/ացոում սրր՝ 
տամ կան ի Պ Լեներում պակասում Լ ււպիւ/ւակուրի հետ ավհյի РГ*>Р կապված յեղոբ 
ֆոսֆոլիպիդների րտնակր, իսկ ավեյի ամուր կապվս/ծ Ррп։ ֆոսֆւււիպիրյների, 
•ՀատկապԼս ^1ւֆո4ֆսւտիէւիււ(լ1ւց1։րինի րանակր ավեյանում խ Վերջինները հան- 
ղիսանում է.ն մարրված ՊԼ-ների (քերակշոսղ ֆոսֆոլիպիդնֆրր, որոՆր կազմում են 
րպոր կապված ֆոսֆպիպիդների կեսից ավեյին։
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