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E F F E C T O F I S C H E M I A A N D R O T E N O N E 
O N T H E C O N T E N T O F L I P I D S , A D E N I N E 
N U C L E O T I D E S A N D F U N C T I O N A L AC-

T I V I T Y JN H E A R T M I T O C H O N D R I A 

A. J. Toleikis, I/. J. Zilinskiene, 
I/. ,/. Borutaite, A. J. Dagys, 

/1. ./. Tram pick as, A. I\. Praskevicius 

I n s t i t u t e of C a r d i o v a s c u l a r Resea rchs , Medi-
cal Schoo l , K a u n a s 

M y o c a r d i a l m i t o c h o n d r i a (MCh), i so la t ed 
wi th r o t e n o n e (MCh | RO) and in a b s e n c e 

of r o t e n o n e (MCh RO) , were s t u d i e d in 
r a b b i t s w i th i schemia (0 .5 hr a u t o l y s i s ) a n d 
in c o n t r o l s . C o n t e n t of acyl -CoA was inc reased 
by 5 0 % , l i no l e i c ac id — by 49 % and lysop-
h o s p h a t i d y l c h o l i n e — by 37 % in MCh f- RO 
of c o n t r o l a n i m a l s as c o m p a r e d wi th the MCh 
RO p r e p a r a t i o n . In the MCh + RO p r e p a r a t i -
on f rom r a b b i t s wi th i schemia c o n t e n t of acy l -
CoA was increased by 62 % , w h i l e c o n c e n t r a -
t ion of free f a t t y ac id s (FFA) and p h o s p h o l i -
p ids was s i m i l a r to those of the MCh — R O 
p r e p a r a t i o n . Af t e r i s o l a t i o n of m i t o c h o n d r i a 
w i t h r o t e n o n e c o m p o s i t i o n of a d e n i n e nucleo-
t ides was d i s t i n c t l y a l t e r e d . C o n t e n t of A T P 
w a s dec reased by 27% in m i t o c h o n d r i a of both 
i s chemic a n d c o n t r o l a n i m a l s , a l t h o u g h to ta l 
a m o u n t of a d e n i n e n u c l e o t i d e s was decreased 
o n l y s l i g h t l y . As showr by e s t i m a t i o n of suc-
c i n a t e o x i d a t i o n a n d m e m b r a n e p o t e n t i a l 
r o t e n o n e did not a f f e c t the m i t o c h o n d r i a l 
r e s p i r a t i o n . In m i t o c h o n d r i a of i schemic rab-
bi t s c o n c e n t r a t i o n s of FFA a n d l y s o p h o s p h a -
t i d y l c h o l i n e were i n c r e a s e d , w h e r e a s c o n t e n t 
of A T P , t o t a l a m o u n t of a d e n i n e n u c l e o t i d e s , 
t he r a t e of s u c c i n a t e o x i d a t i o n a n d m e m b r a n e 
p o t e n t i a l were dec reased . The m e t h o d develo-
ped , i s o l a t i o n of m i t o c h o n d r i a w i th r o t e n o n e , 
m a y be used in s t u d i e s of the ro le of acyl -CoA 
in e n e r g y m e t a b o l i s m of c e l l s . 

У Д К 6 1 6 . 1 2 7 - 0 0 8 . 9 3 1 : 5 7 7 . 1 5 2 . 3 1 3 1 - 0 7 4 

Г. /С. Парсаданян, Jl. / / . Тер-Тшпевосян, И. Г. Асланян, Г. Т. Адунц 

ФОСФОПРОТЕИНФОСФАТАЗА СЕРДЕЧНОЙ МЫШЦЫ. 
ВЫДЕЛЕНИЕ ОТДЕЛЬНЫХ МОЛ Е К У Л Я Р Н Ы Х ФОРМ 

И ИХ РЕГУЛЯЦИЯ 

Институт биохимии АН А р м я н с к о й ССР, Е р е в а н 

Наличие в сердечной мышце системы 
фе р м е и тов, обес п е ч и в а ющи х фосфо р и л и -
рование — дефосфорилирование фер-
ментных и неферментных белков объяс-
няется как существованием универ-
сальных механизмов регуляции обмена 
углеводов (и липидов), так и особыми 
фу н к Iш я м 11 фосфо 11 роте и нфосфатаз 
(Ф11Фаз), связанных с сократитель-
ными белками. Фосфор и л и ро-
вание миозина, по-видимому, 
является главной регуляториой си-
сте м () й, кои т р о л и р у юще й вз а и м оде йств и е 
между актином и миозином в гладкой 
мускулатуре 18, 211. В сердечной и ске-
летных мышцах, откуда были изолиро-
ваны специфические киназы легких це-
пей миозина, фосфорилирование, по-ви-
д и м о м у, игра ет м од у л и р у ющу ю рол ь 141. 
Так, недавно было показано, что фосфо-
рилирование мышечного миозина может 
кор рел и ровать с поеттета ни чески м i ю-
теицированием пикового одиночного со-

кращения [191. Менее изучены свойства 
и роль ФПФаз в регуляции метаболиз-
ма сердечной мышцы. Поливалентность 
фун кци й эти х фосфатаз пред пола гает 
наличие их отдельных специализирован-
ных форм. При очистке с помощью хро-
матографии на ДЭАЭ- целлюлозе 
ФПФазы из сердца собаки были полу-
чены 4 фракции, различающиеся по ря-
ду свойств, и в том числе по чувстви-
тельности к различным метаболитам 1171. 
Наличие множественных форм ФПФаз 
в экстрактах из сердца собаки было 
подтверждено 1.111 выделением с по-
мощью ионообменной хроматографии и 
гель-фильтрации 5 изозимов, различаю-
щихся по молекулярной массе, субст-
ратной специфичности и чувствительно-
сти к двухвалентным катионам. Исполь-
зо в а н и е м етод а и з оэ л е кт р офо к ус и р о в а -
имя позволило нам также изолировать 
5 отдельных форм ФПФазы из сердца 

45 



крыс, охарактеризовав их изоэлектри-
ческие точки 131. 

Противоположные данные были полу-
чены другими авторами I20J, обнаружив-
шими после многоэтапной очистки на-
личие в сердце быка лишь одной 
ФПФазы, характеризующейся широкой 
субстратной специфичностью. В сердце 
свиньи тоже показано наличие одной 
ФПФазы с молекулярной массой 
224 000 Д 1131. В присутствии этанола 
она диссоциировала с образованием ак-
тивного компонента с молекулярной мас-
сой 31 ООО Д. 

Вопрос о том, не объясняется ли ши-
рокая специфичность некоторых препа-
ратов ФПФаз наличием в них несколь-
ких индивидуальных ферментов, оста-
ется открытым. 

Мы поставили перед собой задачу 
изолировать и охарактеризовать отдель-
ные формы ФПФазы из сердечной мыш-
цы. 

М е т о д и к а 

В экспериментах были использованы сам-
цы беспородных белых крыс массой тела 
130—150 г. Сердечную мышцу сразу после 
дскапитации животных помещали на лед и 
гомогенизировали на холоде в стеклянном 
гомогенизаторе Поттера с 0 ,05 М боратным 
буфером р Н 6,2 в соотношении 1 : 5 (масса/объ-
ем). Д л я в ы д е л е н и я препарата Ф П Ф а з ы гомо-
г е и а т ткани центрифугировали при 14 500 g 
в течение 20 мин. Надосадочиую жидкость 
наносили на термостатированную (5—6 °С) 
колонку ( 2 0 X 3 см) с сефадексом А-50, урав-
новешенную с 0 ,05 М боратным буфером. 

Элюирование белков с анионообмениика 
осуществляли в ступенчатом градиенте ион-
ной силы от 0 ,05 до 2 М. В диапазоне 0 ,05 — 
0 ,2 М необходимую ионную силу растворов 
обеспечивали боратным буфером соответ-
ствующей концентрации , а более высокую 
ионную силу — д о б а в л е н и е м KCI. Фракции 
белков собирали при скорости элюции 
1,5 мл/мин, объем каждой фракции составлял 
10 мл. В каждой фракции о п р е д е л я л и актив-
ность Ф П Ф а з ы ( К Ф 3.1.3 .16) , пирофосфатазы 
( К Ф 3.6.1.1) и триметафосфатазы ( КФ 3 .6 .1 .2) . 
Активность Ф П Ф а з ы во ф р а к ц и я х опреде-
л я л и , как описано в л и т е р а т у р е [9]. И н к у б а -
ционные пробы с о д е р ж а л и 1 мл 1% раствора 
казенна на боратном буфере р Н 6,2 и 0 ,5 мл 
соответств у юи [С й фр а кц и и, соде ржа ще й фё р -
мент. И н к у б а ц и ю проводили в течение 1 ч 
при 37 °С. Ф П Ф а з н у ю р е а к ц и ю останавли-
вали добавлением 0 ,5 мл 30% Т Х У на холоде . 
Пирофосфатазу о п р е д е л я л и , как описано ра-
нее [10]. В качестве субстрата использовали 
пирофосфат натрия . Триметафосфатазиую ак-
тивность во ф р а к ц и я х о п р е д е л я л и согласно 
|5] . И н к у б а ц и о н н ы е пробы в обоих с л у ч а я х 
с о д е р ж а л и 1 мл фракции и 1,25 мл субстрата 
(конечная концентрация в пробах 6,6 мМ), 
приготовленного на 0,1 М мединаловом бу-
фере рЫ 5,0. Р е а к ц и ю останавливали после 
1 ч инкубации при 37 °С добавлением 4 мл 

40 % Т Х У на холоде . Во всех с л у ч а я х ко-
личество неорганического фосфата определя-
ли как описано ранее [22]. 

О наличии белкового ингибитора во фрак-
ц и я х , не с о д е р ж а щ и х Ф П Ф а з н о й активности , 
судили по подавлению исходной активности 
Ф П Ф в тканевом экстракте . В этом случае 
пробу фермента (0,5 мл) п р е и и к у б и р о в а л и с 
фракцией ингибитора (0,5 мЛ) в течение 5 мин 
при 37 °С. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Профиль элюции цитоплазматической 
ФПФазы сердца белых крыс из колон-
ки с ионообменной смолой (сефадекс 
А-50) свидетельствует о наличии множе-
ственных форм этого фермента (рис. 1). 
Основные пики ФПФазной активности 
удавалось элюировать при ионной силе 
буфера 0,8 М (I), 1 М (II) и 2 М (III). 
В расчете на I мл элюата активность 
во всех трех пиках была примерно од-
ного порядка: от 102 Е (I пик) до 83 Е 
(III пик). При расчете на А280 наивыс 
шая удельная активность была обнару-
жена в пике II (404 Е/А280); удельная 
активность белков пика I была почти 
в 3 раза меньшей. 

По литературным данным, активность 
щелочной фосфатазы при очистке сопро-
вождает фосфатазу фосфорилазы серд-
ца кролика [18]. Из скелетных мышц 
выделены 2 формы ФПФазы, одна из 
которых обладала высокой активностью 
щелочной фосфатазы 1161. Учитывая 
большое сродство пирофосфата и неор-
га ни чес ки х пол и фосфатов к фосфопро-
теинам (ФП), представляло интерес вы-
яснить, не обладают ли некоторые фрак-
ции ФПФазы, элюируемые с колонки 
ионообменника, свойством расщеплять 
также и неорганические пиро- и поли-
фосфаты. Как выяснилось, основная 
часть пирофосфатазной активности элюи-
руется с колонки при концентрации 
КС1 0,4 М (см. рис. I), причем профиль 
элюции этого фермента не совпадает с 
таковым ФПФазы. Ионообменная хро-
матография на колонке с сефадексом 
А-50 позволила изолировать ряд фрак-
ций триметафосфатазы, элюирующихся 
при ионной силе 0,05, 0,2, 0,4, 0,8 и 
2 М (рис. 2). Триметафосфатазная ак-
тивность, элюируемая при концентра-
ции КС 1 0,8 М, сопровождала ФПФаз-
ную активность. По-видимому, в этом 
случае мы имеем дело с малоспецифич-
ной фосфатазой, способной дефосфори-
лировать как ФП, так и другие фосфо-
моноэфиры. Эти данные согласуются с 
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Рис . 1. [ П р о ф и л ь элюции Ф П Ф а з ы , П Ф а з ы и белкового ингибитора Ф П Ф а з ы 
при хроматографии на колонке с сефадексом А-50. 

З д е с ь и на рис. 2 по оси а б с ц и с с — номера ф р а к ц и й , по оси о р д и н а т - активность Ф П Ф а з ы 
( к р у ж о ч е к ) и ПФазы (крестик) (u Е — ммоль Р на I мл фракции в1 мин) и белковых ингиби-
торов (треугольник; в % и н г и б и р о в а и и я Ф П Ф а з ы ) . П у н к т и р н а я л и н и я — оптическая плот-

ность, с п л о ш н а я — концентрация КС1, М. 

полученными нами ранее результатами, 
в которых ФПФаза почек, расщепляю-
щая широкий спектр фосфатов, в том 
числе и низкомолекулярные субстраты, 
элюпровалась при наименьшей ионной 
силе буфера 12]. Наличие у отдельных 
молекулярных форм ФПФазы способно-
сти дефосфорилировать также и триме-
тафосфат, обычно не встречающийся в 
тканях высших животных 111, свидетель-
ствует о резервных возможностях 
ФПФазы по обезвреживанию этого со-
единения. 

Контролируемое нагревание (52 °С, 
10 мин) по-разному влияло на актив-
ность отдельных форм ФПФазы (см. 
таблицу). Активность ФПФазы I повы-
шалась па 38%, тогда как ФПФаза 

II полностью, а ФПФаза III на 48% 
ингибировались при указанных усло-
виях. 

соед и пей и и, у частву ющи х в 
поете и н тети ческой регул я ц и и Ф ГIФ а з ы, 
значительную роль играют белковые ин-
гибиторы этого фермента. Ранее нам 
удалось выделить из экстракта сердца 
2 индивидуальных белка, тормозящих 
дефосфорилирование казеина, и охарак-
теризовать их изоэлектрические точки 
(Pj ^5,7 и 6,6 соответственно) 13]. Ис-
пользование гель-хроматографии на се-
фадексе А-50 позволило также выявить 
2 белковых ингибитора ФПФазы серд-
ца крыс. Один из них элюировался при 
слабой ионной силе (0,2 М), тогда как 
второй — при концентрации КС1 1,6 М. 

Рис . 2. П р о ф и л ь элюции триметафосфатазы при хроматографии на колонке с се-
фадексом А-50. 

Треугольники — активность триметафосфатазы, к р у ж о ч к и — то ж е Ф П Ф а з ы (в II — нмоль Р 
на 1 мл фракции в 1 мин). 
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Действие термообработки на отдельные молеку-
лярные формы ФИ Фазы и ее белковые ингиби-

торы 

У с л о в и я опыта 

Активность 
ФПФазы, 

и м о л ь / ( м и н • мл) 

Эффектив-
ность инги-

биторов 
(пода влс -

мне 
Ф П Ф а з ы ) , % 

У с л о в и я опыта 

1 11 111 1 И 

Контроль 1,66 1,60 1,40 22 36 
Термообработ-

ка 2,29 0 0,73 0 36 

Термообработка этих ингибиторов при 
95 °С (5 мин) по-разному отражалась на 
их эффективности. Ингибитор I ииакти-
вировался при термообработке, тогда 
как ингибитор 2 полностью сохранял 
свою активность (см. таблицу). Возмож-
но, что каталитически активные формы 
ФПФазы взаимодействуют с этими ре-
гуляторными белками, образуя высоко-
молекулярные ФПФазные комплексы. 
Образование таких комплексов может 
избирательно влиять на субстратную 
специфичность ФПФазы. Так, взаимо-
действие термостабильного белкового ии-
г и б и то р а с о ч и ще i \ и ы м препаратом 
ФПФазы из печени приводило к более 
си л ь ном у и н ги бирова и и ю дефосфор и л и -
роваиия фосфорилазы а по сравнению 
с ги стона ми 1141. 

Имеются данные о том, что при неко-
торых патологических состояниях нару-
шается обмен ФП в сердце. Так, ФПФаз-
ная реакция в митохондриях сердца 
крыс снижается при аллоксаповом 
диабете 1121. Повышение уровня паль-
митилкарнитина в ишемическом сердце 
приводило к ингибированию реакций 
фосфорилирования бел ков сердечной 
мышцы 1151. В ходе индуцированной 
тр и йодти рои и ном ги пертрофи и серд1 ia 
по вы ш а етс я активность ц А М Р - з а в и с и -
мой протеи н км пазы \7\. Отмечена повы-
шенная активность 11ито лл азм ати чее кой 
ФПФазы в аорте спонтанно гипертен-
зивных крыс 161. 

Все указанное свидетельствует о пер-
спек т и в 11 ост и д а л ь и ей i него изучения 
свойств отдельных молекулярных форм 
ферментов, участвующих в обмене ФП 
и их белковых регуляторов, что явля-
ется важным для изучения клиники и 
диагностики ряда сердечно-сосудистых 
заболеваний. 
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H E A R T M U S C L E P H O S P H O P R O T E I N -
P H O S P H A T A S E . ISOLATION. O F I N D I -
V I D U A L M O L E C U L A R FORMS. A N D T H E -

IR P R O P E R T I E S 

И. К. Parsadanian, L. P. Ter-Tatevosian, 
/. G. A si anion, G. T. Adunz 

Sta t e U n i v e r s i t y , Yerevan 

I n d i v i d i a l mo lecu la r forms of phosphopro-
tein p h o s p h a t a s e (PPase) and the i r i nh ib i to r s 
of the p ro t e in n a t u r e were i so la ted f rom rat 
hear t musc le by means of co lumn c h r o m a t o -
g raphy on D E A E Sephadex A-50. All the 
three f r ac t ions of P P a s e were c a p a b l e lo clcp-
h o s p h o r y l a t e ca se in but did not a f fec t pyrop-



hospha te . P P a s e 1 d e p h o s p h o r y l a t e d t r i m e t h a p -
hospha te or case in . The e n z y m e molecu la r 
forms were d i f f e ren t f rom each o the r by the 
va lue of specif ic a c t i v i t y and s e n s i t i v i t y to 
hea t t r e a t m e n t . Two pro te in i n h i b i t o r s e lu ted 

by buffers of d i f f e r en t ionic s t r engh t 0 .2 M 
and 1.6 M — were i d e n t i f i e d . One of them, 
was i n a c t i v a t e d d u r i n g heat t r e a t m e n t (95 , 
5 miii), whi le the second i n h i b i t o r m a i n t a i n e d 
c o m p l e t e l y i ts a c t i v i t y in these cond i t i ons . . 
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Jl. Ф. Гуляева, В. M. Мишин 

ИССЛЕДОВАНИЕ АКТИВНОСТИ МОНООКСИГЕНАЗНОЙ 
СИСТЕМЫ ПЕЧЕНИ КРЫС ПРИ ИНДУКЦИИ ФЕНОБАРБИТАЛОМ 

В РАННЕМ НЕОНАТАЛЬНОМ ПЕРИОДЕ 

Отдел физиологии и патологии клетки Института клинической и экспериментальной 
медицины СО АМН СССР, Новосибирск 

Особен мости фу и кци он и рова i1 и я м и к-
р ос ом ной системы метаболизма ксено-
биотиков печени в онтогенезе представ-
ляют большой интерес как с теоретиче-
ской, так и с практической точки зре-
ния. Ряд работ в этом направлении по-
казал количественные и качественные 
р азл и ч и я между новорожден и ы м и и 
взрослыми особями 111, 15, 181. В ис-
следованиях, посвященных индукции мо-
нооксигеназной системы печени феталь-
ных и неонатальных крыс, показано, что 
у эмбрионов нет чувствительности к ин-
дукции фенобарбиталом, в то время как 
3-метилхолантрен индуцирует бепз(а)пи-
рен гидроксилазную активность 131. Од-
нако в печени фетальных и неонаталь-
ных животных фенобарбитал индуциру-
ет I ;и тох ром Р-450, и м м у и ол о г и чес к и 
идентичный цитохрому взрослых крыс 
121. Показано, что 3-метилхолантрен (ти-
пичный индуктор цитохрома Р-448) у 
фетальных животных индуцирует ци-
тохром Р-450, характерный для индук-
ции фенобарбиталом, хотя в печени ма-
тери регистрируется цитохром Р-448 191. 

В настоящее время считается дока-
занным, что специфичность и активность 
метаболизма ксенобиотиков микросома-
ми печени определяются набором мно-
жественных форм цитохрома Р-450 141. 
Однако исследованию этого аспекта мик-
росомиой монооксигеназы у новорож-
денных животных посвящены лишь еди-
ничные и противоречивые сообщения. 
По-видимому, отмеченные выше разли-
чия могут быть обусловлены индукцией 
(или отсутствием индукции) множест-
венных форм цитохрома Р-450, отли-
чающихся по количеству или каталити-
ческой активности от свойственных пе-
чени взрослых животных. 

Применение иммунохимических мето-
дов с использованием антител к опреде-

ленным формам цитохрома Р-450 позво-
ляет определить не только качествен-
ный уровень индукции, но и выяснить 
в клад о предел ен мой фор м ы ци тох ром а 
Р-450 в метаболизм того или иного суб-
страта 1171. 

Нами исследована индукция фермен-
тов монооксигеназной системы с точки 
з реи и я фу и к ц и о мир о в а и и я м н ожеств е н -
ных форм цитохрома Р-450 в раннем 
иеоиатальном периоде и предпринята 
попытка определить их участие в мета-
болизме некоторых ксенобиотиков. 

М е т о д и к а 

Объектом исследования с л у ж и л и н о в о -
рожденные крысы линии Вистар (6—7, 17 
18 дней). И н д у к ц и ю микросома л ьпых фер-
ментов вызывали внутри брюшинным введе-
нием фенобарбитала (80 мг на 1 кг массы), 
в течение 4 дней. Микросомы в ы д е л я л и обще-
принятым методом дифференциального цент -
р и ф у г и р о в а н и я . Содержание цитохромов Ьь 
и Р-450 о п р е д е л я л и , как описано ранее [10], 
содержание И А Д Ф Н-цитохром с редуктазы 
по восстановлению цитохрома с 112]. Цито-
хром Р-450 и Р-448 из ткани взрослых жи-
вотных в ы д е л я л и , как описано в литературе 
1,5], используя в качестве иоиообменника 
ДЭАЭ-сефацель . Антитела к полученным ци-
тохромам получали иммунизацией беспород-
ных к р о л и к о в [6]. Сыворотку крови животных 
получали через 10 дней после р а з р е ш а ю щ е г о ' 
внутривенного введения антигена . Фракцию-
lgG в ы д е л я л и из сыворотки крови фракцио-
нированием сульфата аммония. Скорость г и д -
рок си л и р ов а и и я бе и з (а) п и р е и а определи л и 
флюоресцентным методом | 1 | , скорость N-де-
метилирования бснзфстамила — методом Наш 
116]. В качестве ингибитора реакции N - д е м е -
т и л и р о в а и и я бензфетамина использовали ан-
титела к цитохрому Р-450 (анти-Р-450) и 
Цитохрому Р-448 (антп-Р-448). N-деметили-
Р у ю щ у ю активность макросом в присутствии 
антител определяли после преипкубации в 
течение 10 мин. Эффект ингибироваиия анти-
тел рассчитывали , принимая за 100% макси-
м а л ь н у ю скорость процесса в отсутствие анти-
тел. Б е л о к определяли методом Л о у р и и 
соавт. | 7 | , используя в качестве стандарта 
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