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ВОПРОСЫ. 
МЕДИЦИНСКОЙ химии 



УДК 616.36-008.931:577.152.313]-02:615.212.3:547.587.1 lj-092.9 

И. Ф. Беляева, Е. 10. Глинка, И. Р. Никулин, 3. С. Каган 

Д Е С Е Н С И Б И Л И З А Ц И Я АЦЕТИЛ САЛ И ЦИ JIATOM 
И САЛ И ЦИ Л АТОМ ФРУКТОЗО-1,6-БИСФОСФАГАЗБ1 

ИЗ ПЕЧЕНИ И СКЕЛЕТНЫХ МЫШЦ КРОЛИКА 
К АЛЛОСТЕРИЧЕСКОМУ И Н Г И Б И Р О В А Н И Ю А М Ф 

Н И И по биологическим испытаниям химических соединений, Купавна , Московская об-
ласть 

Аллостерическое ингибирование 
фруктозо - 1,6 - бисфосфатазы (КФ 
3.1.3.11) АМФ является одним из ос-
новных механизмов, контролирующих 
активность этого ключевого фермента 
глю конеогенеза. Ацетилсалицилат и 
с а л ицила т, явл я я с ь терапевтическими 
агентами, относятся т а к ж е к числу со-
единений, которые могут снижать чув-
•ст в 11 тел ы I ость ф р у ктозо -1,6 - б исфосф а -
т а з ы к ингибированию АМФ, что было 
показано для фермента из почек 
свиньи [7] и печени цыпленка [5] . 
Исследования, проведенные с фермен-
том из почек свиньи [7], показали 
также , что иодсалицилат способен, 
подобно АМФ, защитить фруктозо-1,6-
бисфосфатазу от м о д и ф и к а ц и 11 п и р и -
доксаль-5 ' -фосфатом, приводящей к 
десенсибилизации фермента к ингиби-
рованию АМФ. Эти данные указывают 
на связывание салицилатов в АМФ-
связывающем центре фермента и со-
гласуются с представлением о том, что 
салицилат связывается в аденозин-
связывающем домене ряда дегидроге-
наз [4] и киназ [10, 13] и о структур-
ном сходстве этих доменов у различ-
ных ферментов [3]. 

13 тканях животных фруктозо-1,6-бис-
ф ос ф а т аза п р едет а в л е н а разными из о -
ферментами, различающимися по чув-
ствительности к аллостерическому ин-
гибитору [8]. Д л я наших исследова-
ний были выбраны 2 изофермента 
фруктозо-1,6-бисфосфатазы: изофер-
мент печени (этот же изофермент при-
сутствует в почках) и изофермент ске-
летных мышц, обладающий очень вы-
сокой чувствительностью к АМФ. 

Цел ь ю н а стоя щей р а боты я в л я лось 
сравнение действия ацетилсалицилата 
и салицилата на фруктозо-1,6-бисфос-
фатазу из печени и скелетных мышц 
кролика, что может представлять не 
только теоретический, но и практиче-
ский интерес в связи с широким ис-
пользован нем ацетилсалицилата (аспи-
рина) в медицинской практике. 

М е т о д и к а 

В работе использованы частично очищенные 
препараты фруктозо-1,6-бисфосфатазы из пече-
ни и скелетных мышц кролика, которые полу-
чали следующим образом. Печень промывали 
холодным физиологическим раствором, измель-
чали ножницами, затем гомогенизировали в 
5 объемах 0,25 М сахарозы, содержащей 0,03 М 
трис-HCl, рН 7,8, и центрифугировали 90 мни 
при 50 000 g. Белки надосадочной жидкости 
фракционировали насыщенным раствором 
(NH 4 ) 2 S04 , содержащим 0,1 мМ ЭДТА, при 
рН 7,6 в интервале от 0,50 до 0,65 от полного 
насыщения, и полученный осадок, растворенный 
в 0,05 М трие-НС1-буфере рН 7,5, использовали 
в качестве ферментного препарата . 

Мышцы спины и задних конечностей 
кролика очищали от соединительной тка-
ни, пропускали через мясорубку и гомо-
генизировали с 4 объемами 0,03 М трис-
HCl буфера рН 8,0, содержащего 0,15 М 
КС1. Белки экстрагировали 30 мин при 
перемешивании на холоду и центрифугировали 
при 50 000 g 90 мин. К надосадочной жидкости 
добавляли твердый ( N H 4 ) 2 S 0 4 и рИ белкового 
раствора поддерживали па уровне 7,6, добав-
ляя водный раствор аммиака . Осадок, полуг 
чеиный при насыщении 0,65—0,80, собирали 
центрифугированием, растворяли в 0,05 М 
трис-HCl буфере рН 7,5 и использовали в ка-
честве ферментного препарата . 

Активность фруктозо-1,6-бисфосфатазы оп-
ределяли по восстановлению Н А Д О 4 ' в системе, 
сопряженной с глюкозо-6-фосфатдсгидрогепа-
зой и фосфогексоизомеразой при 30 °С. 
Стандартная инкубационная смесь (объ-
емом 3 мл) включала в себя 50 мМ 
трис-HCl р И 7,5; 2,5 мМ MgCl 2 ; 0,1 мМ ЭДТА; 
0,15 мМ Н А Д Ф 1 , избыток сопрягающих фер-
ментов и 0,01 мл ферментного препарата, со-
д е р ж а щ е г о около 0,1 ед. фермента. Реакцию на-
чинали с добавления фруктозо-1,6-дифосфата в 
конечной концентрации 70 мкМ. 

Фосфогексоизомеразу из мышц кролика по-
лучали с помощью модифицированного метода 
Филлипса и соавт. [11]. 

Концентрацию АМФ, используемого в каче-
стве аллостерического ингибитора, определяли 
по поглощению при 259 нм, используя для рас-
четов молярный коэффициент экстинкции 

15 300 м 'см 
В работе использовали глюкозо-6-фосфат-

дегидрогеназу фирмы « П и к а » (Швейцария) , 
Н А Д Ф + и АМФ фирмы « R e a n a b ( В Н Р ) . Фрук-
тозо-1,6-дифосфат мопокальцисвую соль («Кеа-
nа 1») переводили в калиевую соль, используя 
Дауэке-50 (100—200 меш) фирмы «Scrva» 
( Ф Р Г ) . 

При работе с фруктозо-1,6-бисфосфатазой 
из мышц кролика препарат Н А Д Ф + очищали 
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Рис. 1. Влияние ацстилсалицилата на чувствительность к ингибировапию АМФ фрук-
тозо-1,6-бисфосфатазы из печени кролика в обычных координатах (а) и координатах 

Хилла (б) . 
1 — без ацетилсалицилата , 2—4 — концентрации ацетилсалицилата 5, 15 и 25 мМ соответственно. 
З д е с ь и на рис. 2 и 3 по оси ординат — относительная активность фруктозо-1 ,6 -бисфосфатазы. Ве-

личины коэффициентов Хилла приведены в таблице . 

от примесей АМФ по разработанному рапсе ме-
тоду [2]. 

В экспериментах использовали фармакологи-
ческие субстанции салицилата натрия и ацетил-
с а л ицило вой кислоты. 

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

К а к видно из рис. 1, а, добавление 
а ц е т и л с а л и ц и л а т а Na в концентрациях 
от 5 до 25 мМ не влияет на активность 
фруктозо-1 ,6 -бисфосфатазы из печени 
кролика в отсутствие АМФ. В то ж е 
время ацетилсалицилат с н и ж а е т чув-
ствительность фермента к ингибирова-
пию АМФ. Величины [1]о,5, т. е. кон-
центрации АМФ, в ы з ы в а ю щ е й 50 % 
ингибирование фермента , изменяются 
от 9 мкм в отсутствие ацетилсалицила -
та до 31 мкм в присутствии его 
(25 мМ; см. т а б л и ц у ) . Следует отме-
тить, что во всех случаях при доста-
точном увеличении концентрации А М Ф 
можно было полностью подавить ак-
тивность фермента , что позволяет нам 
рассчитывать величины [1]о,5, не при-
бегая к вычитанию остаточной актив-
ности, н пользоваться обычной формой 
уравнения Хилла для расчета коэффи-
циентов кооперативности (/г). Из 
рис. 1, б и таблицы видно, что ацетил-
салицилат влияет на кооперативные 
свойства фермента . Это следует из 
снижения величины h с 2,3 в отсутст-
вие а ц е т и л с а л и ц и л а т а до 1,25 в его 
присутствии (25 м М ) . 

Подобно ферменту из печени, фрук-
тозо-1 ,6 -бисфосфатаза из мышц кроли-
ка подвергается частичной десенсиби-
лизации по отношению к ингибирова-
пию А М Ф в присутствии ацетилсали-
цилата (рис. 2, а). П р е д с т а в л е н н ы е в 
т а б л и ц е величины 11]о,5 и h свидетель-
ствуют не только о более высокой чув-
ствительности к А М Ф изофермента из 
мышц, но и о том, что ему присуща 
более низкая кооперативность при 
взаимодействии аллостерических цент-
ров ( / i = l , 6 в отсутствие ацетилсали-
ц и л а т а ) . Д о б а в л е н и е ацетилсалицила -
та несколько с н и ж а е т кинетическую 
кооперативность фермента ( h = 1,3). 

Сравнение представленных в табли-
це величин Г J J о , 5 Для фруктозо - 1 , 6 -бис-
ф о с ф а т а з ы из печени и скелетных 
м ы ш ц кролика показывает , что сте-
пень з а щ и т ы обоих ферментов от ииги-
бирования А М Ф в присутствии ацетил-
с а л и ц и л а т а практически одинакова и 
д л я увеличения значения [1]о,5 вдвое 
необходимо добавление 12—15 м М 
а ц е т и л с а л и ц и л а т а . 

С р а в н е н и е действия а ц е т и л с ал ици-
лата и с а л и ц и л а т а показало , что сали-
цилат более эффективно з а щ и щ а е т 
фруктозо-1 ,6-бисфосфатазу из печени 
(рис. 3, а) и скелетных м ы ш ц кролика 
(рис. 3, б) от игибирования АМФ. 

Таким образом, полученные резуль-
таты позволяют считать, что, оба изо-
фермента фруктозо-1 ,6 -бисфосфатазы 
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0,2 0.4 0.6 0.8 1.0 2.0 3.0 4,0 5.0[АМФ),шМ 

4 /д[АМФ\,тМ 

Рис. 2. Влияние ацетилсалицилата на чувствительность к ингибироваиию АМФ фрук-
тозо-1,6-бисфосфатазы из скелетных мышц кролика в обычных координатах (а) и ко-

ординатах Хилла (б) . 
I без ацетилсалицилата , 2 п 3 концентрации ацетилсалицилата 9 и 18 мМ соответственно. 

несмотря на существенные различия в 
ч у вст в и те л ь ноет и к и н г и б I i ров а н и ю 
А М Ф проявляют одинаковую чувстви-
тельность к десенсибилизирующему 
действию двух исследованных соеди-
нений, из которых с а л и ц и л а т о к а з а л с я 
более эффективным, чем ацетилсали-
цилат . 

Наши данные согласуются с точкой 
зрения М а р к у с а [7 | о том, что сали-
цилат, с в я з ы в а я с ь в аллостерическом 
центре фермента , препятствует связы-
ванию АМФ, но сам при этом пе вы-
зывает тех конформационных измене-
ний молекулы (фермента, которые при-
водят к ингибироваиию его активности. 

По данным Хана и соавт. [5] , дейст-

Влияние ацетилсалицилата на регуляторные 
свойства фрукгозо-1,6-бисфосфатазы из печени 

и скелетных мышц кролика 
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Печень кролика 0 9 2,3 
5 13 2,3 

15 18 1 ,6 
25 31 1 ,2 

Скелетные мышцы 0 0,20 1,6 
кролика 9 0,37 1 ,з 

18 0,50 1 , 3 

П р и м е ч а н и е. Величины [ 1]0>5 и /г рас-
считаны из данных рис. 1 и 2. 
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Рис. 3. Сравнение десенсибилизирующего дей-
ствия ацетилсалицилата и салицилата на фрук-
тозо-1,6-бисфосфатазу из печени (а) и скелет-

ных мышц (б) кролика. 
(верхний рис.): кривая / в отсутствие салицнлатов. 
2 13 мМ ацетилсалицилата Na, 3 13 мМ салпцм 
лата Na. (нижний рис.): / и отсутствие салицила 
тов, 2 — 15 мМ ацетилсалицилата Na, 3 15 мМ сали-

цилата Na. 

40 60 
[АМФ),тМ 
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вне с а л и ц и л а т а на фруктозо-1 ,6 -бис-
ф о с ф а т а з у л е г к о о б р а т и м о , в то в р е м я 
к а к э ф ф е к т а ц е т и л с а л и ц и л а т а необра -
тим, что о б ъ я с н я е т с я , вероятно , обра -
з о в а н и е м N - а ц е т и л ь н о й связи с одним 
из а м и н о к и с л о т н ы х о с т а т к о в в о б л а с т и 
а л л остер и чес кого це н т р а ф е р м е н т а. 
П о л у ч е н н ы е нами д а н н ы е о более сла-
бо м десенси б илиз иру ю т е м де й ствин 
а нетилс ал ицил ат а, чем с а л и цил а та , 
могут с в и д е т е л ь с т в о в а т ь о том, что 
а ц е т и л и р о в а н и е не з а т р а г и в а е т тех 
а м и н о к и с л о т н ы х остатков , которые не-
посредственно у ч а с т в у ю т в п р о я в л е н и и 
п н г п б и р у ю щ е г о д е й с т в и я А М Ф , а так-
ж е о том, что а ц е т и л ь н а я группа ме-
шает с в я з ы в а н и ю аспирина в а д е н о з и н -
с в я з ы в а ю щ е м центре ф е р м е н т а . 

Ф р у к т о з о - 1 ,6 -бисфосфатаза вместе с 
ф о с ф о ф р у к т о к и н а з о й с о с т а в л я ю т суб-
стратный цикл фруктозо -6 -фос -
ф а т / ф р у к т о з о - 1 , 6 - д и ф о с ф а т , который 
регулирует поток у г л е в о д о в по пути 
г л и к о л и з а или г л ю к о н е о г е и е з а . Одно-
временное фу и кц моимр оваи ие эт 11 х 
ф е р м е н т о в будет п р и в о д и т ь к рассеи-
ванию энергии г и д р о л и з а А Т Ф в виде 
тепла , что при д л и т е л ь н о м функциони-
ровании ц и к л а с высокой скоростью 
м о ж е т в ы з в а т ь г и п е р т е р м и ю [9J. В фи-
з и о л о г и ч е с к и х условиях этот цикл яв-
л я е т с я о б ъ е к т о м тонкой регуляции , ко-
т о р а я в н а с т о я щ е е в р е м я интенсивно 
исследуется [11, 12]. П и л к и с и соавт . 
[12] п о л а г а ю т , что а к т и в а ц и я глюко-
неогеиеза в печени г л ю к а г о н о м осуще-
ствляется путем и н д у ц и р о в а н и я 
ц А М Ф -з а в и с и м ого ф ос фо р и л и р о в а и 11 я 
() - ф о с ф о ф р у к то - 2 - к и н а з ы, что п р и вод и т 
к с н и ж е н и ю к о н ц е н т р а ц и и ф р у к т о з о -
2 ,6 -дифосфата , я в л я ю щ е г о с я аллосте -
р 11 ч ее к и м и а к т и в а то р ом ф ос ф о ф р у к то -
к и н а з ы и ингибитором фруктозо-1 ,6 -
б и с ф о с ф а т а з ы . Р е з у л ь т а т о м этого яв-
л я ю т с я с н и ж е н и е потока углеводов 
через ф о с ф о ф р у к т о к и н а з у и усиление 
потока через ф р у к т о з о - 1 , 6 - б и с ф о с ф а т а -
зу, что приводит к с т и м у л я ц и и синтеза 
глюкозы. 

Н а м и получены д а н н ы е о том, что 
а цет и л с а л и ц и л а т о к а з ы в а ет з н а ч и т е л ь -
ное и н г и б и р у ю щ е е д е й с т в и е на фосфо-
ф р у к т о к и н а з у из скелетных м ы ш ц кро-
лика [1] . Т а к и м о б р а з о м , действие 
а ц е т и л с а л и ц и л а т а на ф о с ф о ф р у к т о к и -

назу и ф р у к т о з о - 1 , 6 - б и с ф о с ф а т а з у яв-
л я е т с я р е ц и п р о к н ы м , что м о ж е т вести 
к у с и л е н и ю потока у г л е в о д о в па уров-
не с у б с т р а т н о г о ц и к л а в сторону био-
синтеза глюкозы . 
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A C E T Y L S ALICYL A T E A N D S A L I C Y L A T E 
D E S E N S I T I Z E R A B B I T L I V E R AND S C E L E T -
AL M U S C L E F R U C T O S E 1,6-B1 P H O S P H A T -

A S E TO A L L O S T E R I C A M P I N H I B I T I O N 

N. P. Belyaeva, E. Yu. Glinka, 
/. R. Nikulin, Z. 5 . Kagan 

I n s t i t u t e for Bio logica l T e s t i n g of Chemica l 
C o m p o u n d s , C u p a v n a , M o s c o w Reg ion 

Ace ty l s a l i cy l a t e and sa l i cy la t e pa r t i a l ly de-
sens i t i zed f r u c t o s e 1 ,6 -b iphospha tase f r o m rabbi t 
liver and sce le ta l m u s c l e to a l los te r i c A M P 
inhibi t ion . The d e s e n s i t i z a t i o n w a s accompan ied 
by a d e c r e a s e in coope ra t i v i t y be tween a l los te r ic 
s i tes espec ia l ly d i s t inc t for the liver i soenzyme. 
The e f fec t of sa l i cy la t e on both i s o e n z y m e s w a s 
m o r e p r o n o u n c e d t h a n t h a t of ace ty l sa l i cy la te . 
No e s sen t i a l d i f f e r ences in the ef fec t of the 
c o m p o u n d s s tud ied on these i s o e n z y m e s were 
f o u n d . 


