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Изучено взаимодействие фосфог.чицератмутазы (ФГМ) и енолазы головного 
мозга быка в условиях, приближенных к физиологическим. Показано, что енолаз
ная активность экстракта водорастворимых белков подавляется в присутствии очи
щенной ФГМ. При добавлении других гликолитических ферментов вместо ФГМ та
кой эффект не наблюдался.

Полученные результаты подтверждают предыдущие данные о комплексообразо
вании нейроспецифической енолазы и ФГМ.

В настоящее время накоплено большое количество эксперимен
тальных данных, свидетельствующих о взаимодействии и взаиморегу- 
ляции гликолитических ферментов in vitro [1—3]. Для выявления по
добных взаимодействий разработан ряд следующих подходов: опре
деление флуоресценции анизотропии, аналитическое ультрацентрифу
гирование, кинетические методы и т- д. [4—7]. В результате этого 
выявлена способность к образованию надмолекулярных комплексов с 
новыми свойствами для пар: глицеральдегидфосфатдегидрогеназа— 
альдолаза, фосфоглицерат киназа—глицеральдегид-3-фосфатдегидроге- 
наза .и других, очищенных из скелетных мышц и дрожжевых клеток 
[1, 8, 9]. Кроме того, в литературе имеются предположения об орга
низации гликолитических ферментов в надмолекулярные структуры 
более высокого порядка, включающих кроме ферментов и другие 
лементы (мембраны, структуры цитоскелета) [10]. Способность к 

взаимодействию гликолитических ферментов головного мозга практи
чески нс изучена. Однако они, на наш взгляд, представляют в этом 
отношении значительный интерес, во-первых, потому, что мозговая 
ткань сильно зависит от аэробного гликолиза, который является прак
тически единственным источником энергии. Следовательно, образова
ние надмолекулярных комплексов с новыми свойствами регуляции 
гликолиза может иметь первостепенное значение для всего энергети
ческого метаболизма ЦИС. Вторая причина заключается в том, что 
ряд гликолитических ферментов нервной ткани имеет специализиро
ванные. мозгоспецифические изоферменты, например, альдолаза С4, 
.нейроспспифическе.я енолаза (НСЕ), которые, вероятно, отражают 
особенности этого метаболического пути в ЦНС [II, 12]. Поэтому 
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сравнительное изучение нейроспецифических форм и изоферментов,, 
представленных в остальных тканях на возможность образования фер- 
мент-ферментных комплексов представляется нам весьма перспектив
ным для понимания функциональной значимости обнаруженных 

vitro взаимодействий. В настоящей работе, которая является про
должением недавно опубликованного сообщения об образовании комп
лексов между ФГМ и ИСЕ [13], предпринята попытка изучить спе
цифичность взаимодействия указанных ферментов в условиях, приб
лиженных к физиологическим.

Материалы и методы

В работе использованы ИСЕ, ФГМ нз мозга быка, очищенные по 
методикам, описанным ранее [14, 15]. Экстракт водорастворимых 
белков получали гомогенизацией тканей головного мозга быка в со
отношении 2:1 (объем/масса) в 10 мМ трис-НС1, pH 7,5 с 0,14 М 
NaCl (буфер «А» и центрифугированием при 100000 g 30 мин. Исполь
зовали БСЛ, альдолазу и глицеральдегид-3-фосфатдегидрогевазу (обе 
из мышц кролика) фирмы «Serva» (ФРГ), дрожжевую гексокиназу 
фирмы «■Feralu (ФРГ), 2-фосфоглицерат фирмы ^Boehringer* (ФРГ). 
Енолазную активность в прямой реакции определяли на спектрофото
метре М-40 («гСаг! Zeiss*, ГДР) при 240 нм по приросту содержа
ния продукта—фосфоснолпирувата [16]. Активность определяли в тер
мостатированных при 37° кюветах объемом 0,6 мл- При тестировании 
проб, содержащих ФГМ или другие белки, до запуска реакции суб
стратом в течение 5 мин проводили инкубацию при 37°. Препараты 
ФГМ, альбумина, альдолазы и гексокиназы обладали менее 0,1% от 
енолазной У.А. Белок определяли по Bradford [17|.

Результаты и обсуждение

В предыдущей работе нами показано, что ПСЕ и ФГМ образуют 
комплекс, в результате чего енолазная активность подавляется по 
типу смешанного ингибирования [13]. Определение величины Кт. 
равной 10՜® М, показало, что подобное комплексообразование можно 
отнести к слабым взаимодействиям. Однако, учитывая высокую кон
центрацию гликолитических ферментов в клетке, примерно равную К<г 
комплекса НСЕ—ФГМ, весьма вероятно его существование in vivo 
[18]. Неактивный in vitro комплекс практически полностью восстанав
ливает енолазную активность в присутствии физиологических концен
траций 2,3-бисфосфоглицерата—кофактора Ф1 М.

Мы предположили, что и в условиях, приближенных к ситуации 
in vivo описанный эффект может иметь место, то есть подавление ено
лазной активности при инкубации экстракта водорастворимых белков 
с ФГМ является следствием образования комплекса НСЕ—ФГМ, а 
активность восстанавливается в присутствии 2,3-бисфосфоглицерата.

Величина У.А. енолазы в экстракте водорастворимых белков 
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равна 0,47 мкм мг՜1 м«н՜1. Согласно литературным .тайным, НСЕ и 
нейронеспецифическая енолаза (ННЕ) содержатся в мозгу млеко
питающих примерно в равных пропорциях, а общее количество ено
лазы составляет 3% от водорастворимых белков [12]. Поэтому не
трудно рассчитать, что в экстракте с содержанием белка 5 мг/мл 
суммарная концентрация НСЕ—ННЕ равна 2-10-6М. Как видно из 
рис. 1, а, енолазная активность экстракта 'подавляется в присутствии 
2-Ю՜5, 410՜5 и 1,2-10՜* М очищенной ФГМ на 5, 32 и 35% соответ
ственно. После пропускания экстракта через колонку с сефадексом 
0-25, то есть отделения от него фракции низкомолекулярных соеди
нений степень ингибирования почти не меняется и составляет 8, 28 
и 35% (рис. 1, б), а при добавлении в среду 2,3-бисфосфоглицерата— 
кофактора фосфоглнцератмутазиой реакции 5, 9 >и 39% (рнс- 1 в).

Рис. I. Енолазная активность после инкубации с различными количест
вами очищенной фосфоглицсратмутазы. У.Д. без фосфоглицератмутазы 
принята за 100%. о—экстракт водорастворимых белков (5 мг/мл), 
б—экстракт водорастворимых белков после пропускания через колонку 
с сефадексом 0-25. в экстракт водорастворимых белков с добавлением 
0,5 мМ 2,3-бисфосфоглицерата, г—0,1 мкМ иейроспецифической енолазы 
в буфере «А>. 1 гомогенат, 2—-/—гомогенат с добавлением 2.10՜5, 
4.10-։, 1,2.10-< М соответственно, 5—нейроспецифнческая енолаза, 6— 
Н—нейроспецифнческая енолаза с добавлением 10—5, 2.10—5, 6.10—$М 

фосфоглицератмутазы соответственно

Как показано ранее, в присутствии ФГМ подавляется активность 
только НСЕ, но не ННЕ [13]. Следовательно, концентрация енолазы, 
взаимодействующей с ФГМ в экстракте, равна приблизительно 
10~6М. Поэтому, инкубируя 10'6М очищенной НСЕ с ФГМ, мы мо
делируем примерно аналогичные предыдущему эксперименту условия. 
При концентрациях ФГМ 10՜5. 2-10 5 и 6-10~։М наблюдается подав
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ление начальной активности на 22, 33 и 40% соответственно (рис. 1 г).. 
Из рисунка видно, что характер подавления активности для очищен
ной НСЕ отличается от вариантов, где в качестве источника енолаз
ной активности использовался экстракт водорастворимых белков. В- 
случае очищенной НСЕ активность заметно подавлялась уже пр.։ 
использовании 5-кратного избытка ФГМ, а в остальных случаях та
кое ингибирование наблюдалось лишь при 20-кратном добавлении 
ФГМ- Однако при применении больших избытков ФГМ процент по
давления активности во всех случаях нивелируется. Это, вероятно, 
можно объяснить тем. что ФГМ обладает способностью связываться

Рис. 2. Енолазная активность при разбавлениях экстрактов водораство
римых белков, содержащих различные количества фосфоглицератмутазы. 
По оси абсцисс—концентрация белка в кювете (в мг/600 мкл), но оси 
ординат—енолазная активность (в ДИ/мип). /—гомогенат. 2—•/—гомо
генат с добавлением 2-10՜5, -1-10-5, 1.2-10—>М фосфоглицератмутазы 

соответственно

не только с НСЕ, ио и с другими соединениями, присутствующими в 
экстракте. Нескольку использование водорастворимых белков, не со
держащих низкомолекулярных соединений, существенно не меняет 
описанную картину, можно предположить, что ФГМ связывается с 
высокомолекулярными соединениями предположительно белковой при
роды. Добавление в среду 2,3-бисфосфоглпцерата, который активирует 
ФГМ при первых двух использованных концентрациях снижает ее 
ингибирующее действие, ио при большом избытке также наблюдается 
подавление енолазной активности.
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Для проверки предположения о том, отражает ли образование 
комплекса НСЕ-ФГМ подавление активности НСЕ необходимо было 
исследовать и действие других гликолитических ферментов, а также 
БСА, имеющего величины ИЭТ и Мг, близкие к значениям таковых 
для ФГМ. Поэтому было изучено действие альдолазы, глицеральдс- 
гидфосфатдегидрогеназы, гсксоназы и БСА на енолазную активность 
водорастворимых белков.

Таблица 
Удельная активность енолазы в экстракте՛ водорастворимых белков в присутствии 

различных концентраций гликолитических ферментов и БСА

Гомогенат 
(У. А. 0 47 - км мг 1 

инн-1)

Концентрации ферментов М

0 2-10 6 1о ••• 10- •

БС \ 0.51 0,5-1 0.51 0,51
альдолаза 0,55 0.54 0.44 0,47
I ексокиназа

глицеральдегид-фосфат-
0.49 0.51 0, «2 0.49

дегидрогеназа 0.14 
‘ ,зэ

0.44 0,47 0.47
фосфоглицератмутазз 0, >3 0.18 о, ом

Как видно из таблицы, только внесение в среду ФГМ приводит 
к значительному подавлению енолазной активности. БСА и другие 
гликолитические ферменты—гексокиназа, альдолаза, глнцеральдегид- 
фосфатдегидрогеназа, близкие к ФГМ либо метаболически, либо по 
значениям ИЭТ и Мг, таким эффектом не обладают, то есть ингиби
рующее действие ФГМ на енолазную активность проявляет довольно 
узкую специфичность.

Необходимо указать, что данные по подавлению енолазной актив
ности гомогената ФГМ и отсутствие каких-либо воздействий на ак
тивность енолазы при использовании других ферментов подтверж
дается и при применении в качестве источника енолазы очищенного 
препарата ПСЕ, но не ПНЕ.

Если полученные эффекты подавления активности обеспечиваются 
за счет образования слабых комплексов, то они должны диссоцииро
вать уже при небольших разбавлениях. На рис- 2 представлены гра
фики изменения активности енолазы прп разбавлении экстрактов во
дорастворимых белков, содержащих различные количества ФГМ. 
Енолазная активность экстрактов, содержащих различные количества 
ФГМ. становится одыпаковой уже при 6-кратном их разбавлении. Ве
роятно, это происходи! потому, что пр։ разбавлении образовавшийся 
комплекс диссоциирует с восстановлением подавленной енолазной ак
тивности и при 6-кратном разбавлении процент НСЕ, входящий в 
комплекс, настолько мал, что суммарная енолазная активность не 
отличается от таковой в экстракте, не содержащем Ф1 М.
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.A;RELATIONSHIP BETWEEN BRAIN PHOSPHOGLYCEROMUTASE 
______ _  f j AND ENOLASE

NAZARYAN-K. I!., EGORYAN R. U.. KAZARYAN B. A.

Institute of Experimental Biology, Academy of Sciences of the Armenian 
Republic, Yerevan

We have studied the interaction between phosphoglyceromuta.se 
(PGM) and enolase of bovine brain under; conditions close to the phy
siological ones. The enolase activity decreased in water-soluble protein 
extracts in the presence of purified PGM. This effect has not been ob
served when other glycolytic enzymes were used instead of PGM. Our 
results confirm earlier data about the formation of complexes between 
neurospecific enolase and PGM.
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