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Показано, что иейроспецифический изофермент енолазы уу обладает большей 
по сравнению с нейронеспецифнческой аа-фор.мой устойчивостью к инактивирую
щему действию солей одновалентных металлов в различных условиях, в том числе 
и близких к физиологическим. Установлено, что причиной инактивации ферментов 
является диссоциация димеров енолазы на мономеры.

Енолаза (2 фосфоглицерат лиаза КФ 4.2.1.11) в ЦНС млекопи* 
тающих представлена двумя гомодимерными изоферментами аа и уу, 
являющимися продуктами различных генов, уу Енолаза (нейроспе- 
цифическая енолаза) в норме локализована исключительно в нейро
нах и некоторых клетках нейроэктодермального происхождения, аа 
Енолаза (иейронеспецифическая енолаза) обнаружена в основном в 
глиальных элементах. Она сходна с енолазой печени и других орга
нов [1, 2]- Биологическая целесообразность существования в ЦНС 
иммунологически отличных двух изоферментов енолазы, один из ко
торых уникален для НС, остается невыясненной.

Изучение физико-химических и каталитических свойств енолазы 
показало, что аа и уу изоферменты имеют очень близкую молекуляр
ную массу, одинаковый субъединичный состав, но сильно различаются 
по значению ИЭТ—7,0 и 5,2 соответственно [3, 4]. Величина К для 
субстратов—2 фосфоглицерата и фосфоенолпирувата, pH и темпера
турный онтимумы катализируемой реакции существенно не отлича
ются [5]. Рядом авторов выявлена большая устойчивость уу енола
зы к инактивирующему действию солен, температуры, давления [0— 
8]. Однако по какому механизму происходит инактивация и в чем 
причина большей устойчивости уу изофермента до настоящего време
ни нс было известно. Кроме того, не ясно, имеют ли место установ
ленные эффекты . << е. . поскольку они получены в условиях, дале
ких от физиологических.

Поэтому целью настоящей работы была попытка установить воз
можный механизм инактивации <•։։ и уу изоферментов енолазы нерв
ной ткани при воздействии на них высоких концентраций солей одно
валентных металлов, а также изучить действие указанных солей на 
устойчивость изоферментов в модельных условиях, близких к фи
зиологическим.
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Материалы и методы

Для получения <■<< i: изоф. рм-птов енолазы использовали тка
ни головного мозга крупного рогатого скота. Очистку проводили по 
методике, описанной рапсе i-lj. Мо г очпщ;.:и от сосудистых оболо
чек, гомогенизировали в 0,01 М трис-фосфатном буфере (pH 7,4) с 
3 мМ MgSOi (буфер «А»), центрифугировали 60 мин при 6000 ". Из 
экстракта водорастворимых белков получали фракцию (Р-60) при на
сыщении сульфатом аммония от 40 до 60%. ИОХ проводили на ко
лонках с ДЭАЭ-ц (pH 7,4 и pH 5,3) КМ-целлюлозой (pH 6,5). Даль
нейшую очистку продоинли . ;о.м г.ль-фпльтр: пни с сефадексом 
G-150 и препаративного э.'к ктр..форе а в блок, с ПААГ. Белок опре
деляли по методу Lowry. Енолазную активность определяли спектро
фотометрическим методом при длине волны 240 нм, используя в ка
честве субстрата натриевую соль 2 фосфоглицериновой кислоты 
(«Boeringer», ФРГ).

Гель-фильтрацию проводили в колонке 1,5x80 см с сефадексом 
G-150 («Pharmacia», Швеция). Гель уравновешивали 0,01 М трнс- 
фосфатным буфером, pH ՛ Для изучения действия солей на про
цесс диссоциации изоферментов готовили подобные колонки, уравно
вешенные буферами: а) 0,01 М трис-фосфат, pH 7,4 с 1 М NaCl; 
б) 0,01 М трис-фосфат, pH 7,4 с 1 М LiCL На колонку наносили 2 мл 
пробы, содержащей 1 мг фермента и 5 мг БСА в качестве маркера; 
Элюцию проводили соответствующим буфером со скоростью 8 мл/ч. 
Измеряли объем элюции белков с колонки. БС.А выходит в опреде
ленном объеме, независимо от буфера, в то время как объем элюции 
енолазы с колонки увеличивается в присутствии солей. Проводили 
также серию подобных экспериментов с 3 мМ MgSO.|.

Дифференциальные спектры измеряли на спектрофотометре 
Specord М-40) («Carl Zeiss», ГДР). Для компенсации поглощения 
буфера в раствора соли спектры снимали в системе из четырех кювет 
(две контрольные и две—для сравнения) с длиной оптического пути 
по 10 м.м [10], Перед измерениями проверяли равенство оптических 
плотностей кювет, заполняя их попарно раствором буфера. Исследу
емые белковые растворы тщательно диализовали против буфера «А» 
и центрифугировали 30 мин при 22000 g. Концентрацию белка опрс-. 
деляли по поглощению при 280 нм, соблюдая строгое равенство кон
центраций белка в обеих кюветах (0,3 мг/мл).

Дифференциальные спектры снимали после внесения в испытуе
мую белковую кювету 0.5 мл раствора NaCl так, чтобы конечная 
концентрация соли в кювете составляла 0.5 пли 1 М. Для выравни
вания концентраций белков во вторую кювету с ферментом добавля-. 
ли 0,5 мл буфера, а для компенсации поглощения соли в контроль՝ 
ную кювету с буфером добавляли такой же объем раствора соли. И 
мерения провози in в кюветах, термостатированных при 37°. Полу
ченные таким образом дифференциальные спектры для пары димер 
-i-соль—димер сравнивали с дифференциальными спектрами моно
мер—димер для обоих изоферментов. С целью получения мономеров 
(удаления Mg2 к изоферментам енолазы добавляли ЭДТА до кон
центрации 5 мМ (при этом поддерживали значение pH 7,4). Комп
лекс Mg+ЭДТА удаляли посредством 8-днсвн.ло диализа при 4° 
с ежедневной сменой буфера (7 литров 0,01 М трис-фосфата, pH 7,4). 
Использовали пластиковую посуду и бидистиллированиую воду. В 
пробах мономеров аа и уу изоферментов енолазы определяли оста
точный Mg2 [И]- Электрофорез мономеров проводили в 7,5%-ном
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ПААГ в присутствии 1 мМ ЭДТА. Гели денситометрировали на спек
трофотометре Бресогб М-40, в белковых срезах определяли енолаз
ную активность.

Величины К аа и уу изоферментов определяли после ковалент
ного связывания с ними флуоресцентного красителя флуоресцеин 
изотиоцианата (ФИТЦ), который практически не влияет на енолаз 
ную активность. Затем определяли анизотропию флуоресценции м . 
ченых белков [12] различных концентраций в 50 мМ имидазол-НС 
pH 7,3 с 3 мМ М"С12, после чего рассчитывали величину К Усто. 
чнвость указанных изоферментов в условиях, моделирующих ф.. 
логические, определяли после их инкубирования в среде с 0,01 М 
фосфатным буфером, pH 7,0, 0,15 М КС1 при 38°. Содержание бел
ка в среде было 10 М [13—15].

Результаты и обсуждение

В предыдущей работе нами показано, что аа и уу изоферменты 
енолазы головного м.олга кру.пкло рога.ого скот ооладаю. неодина
ковой устойчивостью к инактивирующему воздействию высоких кон
центраций солей одновалентных металлов [8]. Наиболее сильные 
различия в большей устойчивости уу изофермента были выявлены 
«ри инкубации в растирал и ։.<.։ в .диапазоне концентра
ций 0,8—1,2 М. Можно предположить, что эти различия объясняют
ся неодинаковой степенью диссоциации димеров аа и уу в растворах 
с высокой ионной силой. Для проверки этого предположения в на
стоящей работе был использован метод гель-фильтрации на сефадекч 
се 6-150, уравновешенном 1 М раствором ИаС1 в 10 мМ трис-фос- 
фатном буфере, pH 7,5 при 25°. Если при этом димер енолазы днссо-, 
Цнируст на мономеры, то есть равновесие типа димерч*2 мономера 
смещается вправо, то наблюдается увеличение элюционного объема 
фермента. Другие эффекты типа конформационных изменений субъ
единиц фермента при э.с.» ежпдьк-т.л |:е....::Ч1гк-.ч»ные, так как по
казано, что мономер енолазы представляет собой плотно упакован 
ную молекулу, коюрал и. - раз, .ос;֊..» . растворе 1 М 1\’аС1, а 
если даже подобное «разрыхление» имеет место [16], то это должно 
привести к уменьшению, а нс увеличению объема элюции. Для бо
лее точного определения объема элюции в качестве «внутреннего» 
стандарта использовали расгвор ЬС ,, который как видно из рис. 
1, а, не меняет объем элюции в прнсу тд;.шп I д:аС1. ..... о
на рисунке, объем элюции аа енолазы в растворе I М №С1 увели
чивается н/ 12 мл по грал.гс коп. роле;,;. ото свидетельствует 
в пользу предположения о смещении равновесие < ат^а+а вправо. В 
то же время объем элюции уу изофермента меняется лишь на 2,5 мл, 
то есть сдвиг равновесия ууч^у+у выражен значительно слабее. В 
литературе существуют данные, указывающие на то, что димер ено
лазы стабилизируется Мд4 [17], следователь;.о, если указанный эф
фект связан с диссоциацией димерной молекулы енолазы на .мономе
ры, то добавление в среду Мд4 должно уменьшить изменение объе
ма элюции. Действительно, как видно из рис. 1, б, увеличение объема 
элюции при гель-фильтрации в колонке, содержащей кроме вышеука
занных ингредиентов 3 мМ составляет всего 5 мл для аа изо
фермента, а у уу изофермента это! :;оьем практически нс меняется.

Как показано ранее, соли 1.1 обладают наиболее сильным инак
тивирующим действием на оба изофермента енолазы, что обусловив-



Рис. I. Ге.ть-филы рация «а и ту изоферментов енолазы, а—в присутствии I М 
л.|' I. о—М Кэ С1 л ■՛ .՝<•՝’> Л1оЗО|. 1 М 1лС1. В контрольном варианте колонка 

не содержала соли. По оси абсцисс—объем элюции в мл



но, по всей видимости, особенностями его хаотропного действия [8]. 
Применение хлорида лития для проведения эксперимента, аналогич
ного вышеописанному, показало, что аа и уу изоферменты инактиви
руются в значительно большей степени, чем при воздействии ПаС! 
(рис. 1, в). Однако максимальная разница в сдвиге объема элюции 
между аа и уу изоферментами наблюдается при использовании №С!, 
Подобная картина была получена ранее при изучении действия этих 
солей на активность изоферментов енолазы. Исходя из этой серии 
экспериментов, можно с определенной вероятностью утверждать, что 
мономеры уу енолазы ассоциированы в димер более прочно, чем аа 
енолазы, а это является причиной большей устойчивости первой.

Для подтверждения предположения о том, что причиной инакти
вации енолазы является обратимая диссоциация димера, нами был 
применен метод дифференциальной спектроскопии, позволяющий не
посредственно зарегистрировать изменение равновесия мономер—ди
мер. Такая регистрация возможна только в случае наличия диффе
ренциального спектра между мономером и димером изоферментов 
енолазы. Для получения мономеров препараты аа и уу изоферментов 
подвергали длительному диализу с ЭДТА для связывания М"2 ко
торый, по литературным данным, ответствен в основном за стабили
зацию димерной структуры [17]. Полученные таким образом а и у 
мономеры в паре с соответствующим димером аа и уу дают диффе
ренциальные спектры в диапазоне длин волн 230—330 нм (рис. -2,

Рис. 2. Дифференциальные спектры изофер
ментов енолазы, а: 1—димер аа против моно
мера а, 2—димер аа против аа+0,5 М №С1: 

о՜.- I—димер уу протии мономера у. 2 -димер 
уу протии уу + 0.5 М №С1, .?—димер уу про

тии уу+1 М ЫаС1
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а, б). При этом максимумы дифференциальных спектров ап изофер
мента регистри; ог. >лн ՛. при ?-">3 и 311 нм. а минимум при 282 нм; 
для уу изофермента максимумы наблюдались при 257 и 310 н.м. а ми
нимум—при 285 нм. Дифференциальные спектры димеров изофермен
тов, регистрируемые против соответствующих димеров, инкубирован
ных в раствопе \;С1. ан?л:.гпчны . нфФ*'- нци -льнсму спектру пары 
димер-мономер. Причем это сходство имеет концентрационную зави
симость. Дифференциальный спектр па енолазы появляется при ин-* 
кубации в растворе 0,5 М NaCl. в то время как спектр уу енолазы в 
этих условиях имеет менее выраженные экстремумы, что свидетель
ствует о более сильном смете•hi'h равно:՝՛ сия димер —2 мономера в 
сторону образования мономеров зля • • * енолазы. Для уу изофер
мента заметный дифференциальный спектр появляется лишь при уве
личении концентрации NaCl до ’ М (пне. •!. б> Полученный эффект 
диссоциации димеров енолазы на мономеры, наблюдаемый через по
явление дифференциальных спектров качественно очень близок к эф
фекту изменения объемов элюции при гель-фильтрации на сефадек
се G-150. Таким образом, при помощи двух независимых методов уда
лось показать более прочную ассоциацию уу енолазы в димер по 
сравнению с аа енолазой тканей головного мозга. Об этом также 
свидетельствуют изученные нами методом анизотропии флуоресцен
ции величины К., «а и-»у изоферментов. Ферменты метили ФИТЦ 
при концентрации 20—40 мМ и разбавляли буфером, пока интенсив
ность флуоресценции образцов была определяемой. Измеряли изме
нение анизотропии флуоресценции. При разбавлении меченых фермен
тов, то есть с уменьшением концентрации белка в кювете, наблюда
лось уменьшение анизотропии флуоресценции, что свидетельствует о 
диссоциации молекул [18]. Поскольку изоферменты енолазы являют
ся димерами, то полученные данные сравнивались с теоретическими 
для равновесия типа димер ч=^2 мок-’мсра Расчеты показали, что ди
мер аа енолазы имеет значительно более низкую стабильность 
К 3-Ю*4 М в имида < т* пом буф-՛՝-* •-. ппи'-мтетвпи 3 мМ МяС1». Дпмо ’ 
уу енолазы в тех же условиях обладает высокой стабильностью и 
имеет К 3-Ю ՜' М (рис. 3). Когда эксперимент повторяли в присут
ствии 50 мМ ЭДТА, молекулы которого связывали Mg2 ՛ в среде, то 
процесс диссоциации димеров енолазы нч ՝•-■՝■•՛*м'*'՝.ы наблюдался при 
более высоких концентрациях фермента. Так, для уу енолазы К 
стала равна 10 ' М. Поскольку эти данные были получены без при
менения высоких концентраций солей, возможно, что они в некоторой 
степени отражают ситуацию in vivo. Если учесть, что физиологиче
ская концентрация енолазы в нервной клетке составляет величину по
рядка 10 М. то очевидно, что при этом аа и уу изоферменты нахо
дятся большей частью в виде димеров. Однако полученные данные 
показали, что достаточно небольшого изменения условий, чтобы за
метная часть аа изофермента перешла в неактивное мономерное со
стояние.

Чтобы выяснить, имеет ли место диссоциация изоферментов ено
лазы па неактивные мономеры в физиологических условиях, был про
делан следующий модельный эксперимент. Изоферменты енолазы в 
концентрации 10 М инкубировали в 0,01 М фосфатном буфере, pH 
7,0 с 0,15 М KCI при температуре 38°. Максимальное время инкуба
ции в этом растворе составляло 5 суток, так как время полужизни 
большинства белков НС нс превышает этого срока. Как видно из рис. •
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ТУ изофермент при таких условиях инкубации сохраняет свою пер^ 
воначальную активность, в то время как ач изофермент практиче
ски полностью инактивируется. Исходя из этого эксперимента, .мож
но предположить, что и в физиологических условиях в нейронах и в 
нейроглии уу енолаза обладает большей устойчивостью к инактива
ции, которая, вероятно, происходит по уже изученному механизму 
диссоциации па ферментативно неактивные мономеры.

Рис. .3. Записимость анизотропии флуоресценции меченых ФИТЦ изоферментов ено
лазы от концентрации фермента. /—«<< в присутствии 3 мМ М"С|5. 2—ГУ и ирисут- 
степи 3 м.М ՝1"С|». уу в присутствии 3 мМ МрС|֊-|-50 мМ ЗДТА в имидазэль- 
ном буфере. pH 7.3 при 20". Величина К с1 димер -2 мономера для случи.՝։։ 1. ՝. 3 

равны 3-10 “. 3- |<!-г, 3- 10-', 10-6 ,М соответственно
Рис. 4. Енолазная активность аа и уу (в %) изоферментов при инкубации в при
сутствии физиологической концентрации КС1. По оси абсцисс—время инкубации, ч

Таким образом, можно утверждать, что уу изофермент енолазы 
является более устойчивым не только к воздействию высокой ион
ной силы, но и в условиях, близких к физиологическим, аа Изофер
мент является более лабильным и имеет величину К на два порядка 
выше, чем уу изофермент. Какие биологические преимущества дает 
это качество нейроспецифической енолазе, с определенностью ут
верждать трудно. Во всяком случае, это одно из значительных функ
циональных различий уу енолазы, в некоторой степени объясняю
щее причину ее существования в ЦИС.

DIFFERENCES IN STABILITY OF «a- AND yy-ENOLASE ISOZYMES 
OF THE BRAIN DURING INCUBATION WITH NEUTRAL SALTS

NAZARYAN K. 8., KARAPETYAN N. G-. KAZARYAN 8. A.

Institute of Experimental Biology. Academy of Sciences of the Armenia,
Yerevan

yy-Enolase, a netirospccific isozyme, has a higher stability (as com
pared with the att-form, a non-tr'itronospecific enzyme) to the inactivat
ing effect of monovalent metal ions under various conditions including 
conditions similar to the physiological ones. The mactivati n is due to 
dissociation of dimeric enzymes into monomers.
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