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Из мозга быка очищена до гомогенного состояния растворимая нуклеозидтрифосфатаза (НТФаза), отлича!
ющаяся по своим свойствам от известных белков с НТФазной активностью. Фермент имеет рН!оптимум
7,5, проявляет абсолютную зависимость от катионов двухвалентных металлов и широкую субстратную спе!
цифичность по отношению к нуклеозид!5'!три! и дифосфатам, характерную для апираз. Установлено, что
молекулярная масса фермента по данным гель!фильтрации и электрофореза в Ds!Na!ПААГ составляет
60 кДа и НТФаза локализована в цитозольной фракции и экспрессирована в различных органах и тканях
быка. Обнаружено, что общая НТФазная активность экстрактов из органов и тканей быка уменьшается в
следующем порядке: печень > сердце > скелетная мускулатура > легкое > мозг > селезенка > почка ≈ тонкий
кишечник. Активность фермента может регулироваться ацетил!CоА, α!кетоглутаратом и фруктозо!1,6!ди!
фосфатом, которые при физиологических концентрациях действуют как активаторы, тогда как пропионат
обусловливает ингибирующий эффект.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: нуклеозидтрифосфатаза, апираза, очистка, кинетические свойства, специфичность,
регуляция, субклеточная локализация, мозг быка.

Помимо универсальной аденилатной систе!
мы запасания и трансформации энергии в био!
синтетических путях и клеточной сигнализации
участвует ряд других нуклеозид!5'!трифосфатов
[1]. В биологических объектах наряду с ATPаза!
ми P!, F!, V!типов и ATPазами цитоскелета об!
наружено несколько различных фосфатаз, спо!
собных к гидролизу нуклеозид!5'!три! и дифос!
фатов. Одна из групп этих белков, классифици!
руемых как НТФазы, занимает в Списке фер!
ментов порядковый номер 3.6.1.15. НТФаза
объединяет ряд неродственных ферментов, ко!
дируемых геномами эукариотных и прокариот!
ных организмов, а также вирусов [2–4]. Было
показано, что НТФазы локализованы в разных
компартментах клетки и, по!видимому, участву!
ют в различных аспектах жизненной активности
[5–8]. Тем не менее биологические функции
большинства НТФаз эукариотного происхожде!
ния, за исключением фермента ядерной оболоч!

ки, не установлены. В настоящее время сведе!
ний о молекулярной структуре этих ферментов
мало для того, чтобы отнести их к определенно!
му белковому семейству. Например, некоторые
фосфатазы, ранее относившиеся к НТФазам,
подобно эктоапиразе [9] или НТФазе из
Toxoplasma gondii [10], затем были идентифици!
рованы как апиразы (КФ 3.6.1.5) на основании
наличия у них апиразных консервативных мо!
тивов [11].

В настоящей работе описаны очистка, кине!
тические и регуляторные свойства растворимой
НТФазы, обнаруженной в мозге быка. Фермент
имеет широкую субстратную специфичность по
отношению к нуклеозид!5'!три! и дифосфатам,
причем CTP – предпочтительный субстрат, и
явно отличается от всех известных растворимых
белков с НТФазной активностью. В отличие от
другой растворимой НТФазы, экспрессируемой
преимущественно в печени, почках и тонком
кишечнике [12], исследуемый фермент широко
распространен в тканях быка. Нами также по!
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казана цитозольная локализация НТФазы. По!
скольку несопряженный гидролиз НТФ следует
рассматривать как нежелательный процесс, мы
предполагаем, основываясь на эффектах фрук!
тозо!1,6!дифосфата, пропионата и ацетил!
CоА, что данный фермент может участвовать в
регуляции скорости глюконеогенеза посред!
ством изменения локальных концентраций
GTP(ITP) – субстратов фосфоенолпируваткар!
боксикиназы.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В работе использованы cефадекс G!100, cе!
факрил S!200 («Amersham», «Pharmacia Biotech»,
Финляндия ); гидроксиапатит («Fluka», Швей!
цария); ДЭАЭ!тойоперл 650 M, тойоперл HW!
60 («Toyo Soda Co.», Япония); белки!стандарты
(«Serva», Германия); нуклеозидфосфаты, пиру!
ват, пропионат («Sigma!Aldrich GmbH», США);
фруктозо!1,6!дифосфат, глюкозо!6!фосфат, ок!
салоацетат, фосфоенолпируват («Reanal», Венг!
рия); все остальные реагенты – аналитической
квалификации.

НТФазную активность определяли по обра!
зованию Pi. Стандартная реакционная смесь со!
держалала 50 мМ Tris!НСl!буфер, рН 7,0, 0,5
мМ UTP, 10 мМ МgCl2, 20 мкг БСА и образец
фермента в конечном объеме 0,2 мл. Реакцию
проводили при 37° в течение 10−30 мин и оста!
навливали добавлением 1 мл реагента для опре!
деления Pi в соответствии с методом Ланцетта и
др. [13]. За единицу активности (Е) принимали
количество фермента, катализирующее образо!
вание 1 мкмоль Pi за 1 мин в стандартных усло!
виях испытания. 

Молекулярную массу фермента определяли
методом электрофореза [14] и гель!фильтрации
на калиброванной белками!стандартами колон!
ке (2,2 × 46 см) с сефакрилом S!200. Электрофо!
рез осуществляли в вертикальных пластинах
10%!ного ПААГ в фосфатной буферной системе
с окраской кумасси бриллиантовым голубым
R!250. Молекулярную массу денатурированной
НТФазы рассчитывали по калибровочному гра!
фику, построенному с использованием белков!
стандартов. Гель!фильтрацию проводили при 4°
в 20 мM Tris!НСl!буфере, pH 7,5, содержавшем
0,1 M NaCl. Образцы наносили на колонку в объе!
ме 3 мл и элюировали при скорости потока 5 см/ч.

В целях исследования тканевого распределе!
ния НТФазы образцы органов быка, хранивши!
еся при −20°, гомогенизировали в стеклянном
гомогенизаторе в четырех объемах 50 мM Tris!
НСl!буфера, pH 7,3, содержавшего 0,15 M KCl,
0,2 мM ЭДТА, и центрифугировали при 105 000

g в течение 90 мин. Эритроциты выделяли из
крови, разведенной 5%!ным натрий!цитратным
буфером (рН 6,0) в соотношении 4 : 1. Красные
кровяные клетки дважды отмывали в трех объе!
мах изотонического раствора NaCl, разрушали
замораживанием!оттаиванием. Затем удаляли
мембраны высокоскоростным центрифугирова!
нием. Для определения молекулярных масс, со!
ответствующих пикам НТФазной активности,
экстракты хроматографировали на колонке с се!
факрилом S!200, как описано выше.

Для выделения субклеточных фракций об!
разцы свежей ткани мозга гомогенизировали 10
циклами в стеклянном гомогенизаторе с тефло!
новым пестиком при 600 об/мин в девяти объе!
мах 10 мM Tris!НСl!буфера, pH 7,4, содержав!
шего 0,32 M сахарозу и 0,5 мM ЭДТА. Гомогенат
фильтровали через восемь слоев влажной марли
и подвергали дифференциальному центрифу!
гированию в целях получения ядерной (1000 g,
10 мин), митохондриальной (10 000 g, 20 мин),
микросомальной (105 000 g, 60 мин) и цитозоль!
ной (конечный супернатант) фракций. Каждый
осадок дважды промывали средой выделения.
Часть осадков суспендировали в 50 мM Tris!
НСl!буфере, pH 7,3, содержавшем 0,15 M KCl,
0,2 мM ЭДТА, и замораживали при −20°. Затем
оттаявшие суспензии гомогенизировали в стек!
лянном гомогенизаторе и центрифугировали
при 105 000 g в течение 60 мин для разделения
мембранной и растворимой фракций. Перед
определением НТФазной активности осадки сус!
пендировали в исходном буфере, содержавшем
0,32 M сахарозу.

Белок определяли методом Брэдфорд [15] с
БСА в качестве стандарта и по поглощению при
280 или 215/225 нм [16].

Очистку НТФазы проводили при 4−6°. Обра!
зец мозга быка массой 200 г, хранившийся при
–80°, размораживали и гомогенизировали в 400 мл
50 мM Tris!НСl!буфера (pH 7,4), содержавшего
0,15 M KCl и 1 мM ЭДТА, в размельчителе тка!
ней РТ+1 при 4 000 об/мин в течение 2 мин. По!
лученный гомогенат центрифугировали 60 мин
при 5000 g. Надосадочную жидкость фильтрова!
ли через 10 слоев влажной марли, доводили рН
до 7,4 1 М Tris!HCl!буфером (рН 8,9) и добавляли
(NH4)2SO4 до 35%!ного насыщения (208,4 г/л).
После перемешивания в течение 30 мин преци!
питат удаляли центрифугированием при 5000 g в
течение 60 мин. Супернатант пропускали через
колонку (3,4 × 19 см) с тойоперлом HW!60, урав!
новешенную 20 мМ Tris!HCl!буфером (pH 7,5),
содержавшим 50 мМ KСl, 0,2 мМ ЭДТА и
(NH4)2SO4 (35% насыщения), при скорости по!
тока 10 см/ч. Колонку промывали четырьмя
объемами буфера, и элюировали адсорбирован!
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ный белок линейным понижающимся градиен!
том (NH4)2SO4 (по 250 мл в камере) от 35% насы!
щения до нуля в том же буфере со скоростью
10 см/ч. Фракции с удельной активностью фер!
мента, которая была в 10–15 раз выше таковой
в предыдущей стадии, объединяли, осаждали
(NH4)2SO4 (390 г/л). Осадок растворяли в 20 мМ
Tris!HCl!буфере (pH 7,5), содержавшем 50 мМ
KСl, 0,2 мМ ЭДТА, и хроматографировали на
колонке (3,6 × 67 см) с сефадексом G!100 со ско!
ростью потока 9 см/ч. Фракции, удельная ак!
тивность которых возрастала в 3–4 раза, объеди!
няли, добавляли глицерин до 20%!ной концент!
рации. Затем белковый раствор наносили на ко!
лонку (1,5 × 19 см) с ДЭАЭ!тойоперлом 650 М,
уравновешенным 20 мM Tris!HCl!буфером
(pH 7,5), содержавшим 0,2 мM ЭДТА, 50 мM
KCl и 20%!ный глицерин. Связавшийся с носи!
телем белок элюировали линейным повышаю!
щимся градиентом KCl (по 150 мл в камере) от
50 до 400 мM со скоростью 10 см/ч. Фракции,
выходящие из колонки при концентрации соли
78−96 мM, объединяли и наносили на колонку
(1,7 × 7,5 см) с гидроксиапатитом, уравновешен!
ным 1 мM К!фосфатным буфером (pH 7,2).
Примесные белки элюировали линейным повы!
шающимся градиентом KCl (по 100 мл в камере)
от 0 до 0,5 М. Десорбцию НТФазы проводили
линейным повышающимся градиентом (по 100 мл
в камере) К!фосфатного буфера (pH 7,2) от 1 до
300 мM со скоростью потока 5 см/ч. Фракции с
высокой удельной активностью, выходившие из
колонки при концентрации К!фосфатного бу!
фера 135−160 мM, объединяли, концентрировали
с помощью центрифужных фильтров Centriplus 10
(«Amicon Inc.», США) и хроматографировали на
колонке (2,2 × 46 см) с сефакрилом S!200 в 20
мМ Tris!HCl!буфере (рН 7,5), содержавшем 0,1
М NaCl и 0,2 мМ ЭДТА, со скоростью 5 см/ч. На
заключительном этапе очистки сконцентрирован!
ные фракции наносили на колонку (0,8 × 3,0 см)
с голубой сефарозой, уравновешенной 20 мM
Tris!HCl!буфером (pH 7,5), содержавшим 0,2 мM
ЭДТА и 50 мM NaCl. Адсорбированный белок
элюировали линейным повышающимся гради!
ентом рН (от 7,5 до 8,5) и глицерина (от 0 до
40%) (по 20 мл в камере). Фракции с одинаковой
удельной активностью объединяли, концентри!
ровали до объема 0,5 мл, замораживали и ис!
пользовали для анализа. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Полученный после очистки препарат фер!
мента имел удельную активность 639 Е/мг, что в
4915 раз выше, чем в экстракте (табл. 1). В про!

цессе гель!фильтрации на колонке с сефакри!
лом S!200 (предпоследняя стадия очистки)
НТФаза из мозга быка элюировалась в виде
симметричного пика активности, соответство!
вавшего белку с молекулярной массой 58,6 кДа.
При электрофорезе очищенного фермента в
ПААГ в присутствии Ds!Na была выявлена од!
на белковая полоса, соответствовавшая массе
60,2 кДа (данные не показаны).

Кинетические свойства и субстратная специ+
фичность НТФазы. Влияние концентрации ио!
нов водорода на НТФазную активность иссле!
довали при рН от 4,0 до 10,5, проводя реакцию в
стандартных условиях, за исключением того,
что для поддержания pH были использованы
ацетатный (20 мM, pH 4,0−5,5), малеатный (25 мM,
pH 6,0−6,5), Tris!малеатный (50 мM, pH 7,0),
Tris!HCl (50 мM, pH 7,5−8,9) или глициновый
(50 мM, pH 9,2−10,5) буферы. Из рисунка следу!
ет, что фермент имеет рН!оптимум 7,5.

НТФаза не проявляла активности в отсут!
ствие ионов двухвалентных металлов. Как пока!
зано в табл. 2, среди исследованных катионов
максимальным активирующим свойством обла!
дает Mg2+. Катионы других металлов, такие как
Mn2+, Co2+, Ca2+, Cu2+ и Zn2+, менее эффектив!
ны; ионы Ba2+ не способны активировать фер!
мент.

В табл. 3 приведены данные по субстратной
специфичности НТФазы. Как видно, фермент
катализирует гидролиз широкого спектра нук!
леозид!5'!три! и дифосфатов, причем CTP явля!
ется предпочтительным субстратом. При тести!
ровании в качестве субстратов нуклеозид!5'!мо!
нофосфатов, таких как UMP и IMP, количество
высвобождающегося Pi составило <10% по срав!
нению с CTP, тогда как с GMP, AMP и CMP ре!
акция не протекала.

Нами исследовано влияние возрастающих
концентраций субстрата на начальную скорость
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Препарат

Экстракт

Тойоперл HW!60

Сефадекс G!100

ДЭАЭ!Тойоперл 650 М

Гидроксиапатит

Сефакрил S!200

Голубая сефароза

Объем,
мл

385

100

35

15

3

5

0,5

Удельная
активность,

Е/мг

0,13

1,7

6,1

14,8

69

211

639

Общий
белок, мг

4080

336

63,0

24,6

3,4

1,0

0,07

Таблица 1. Очистка НТФазы из мозга быка
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НТФазной реакции при фиксированной 10 мM
концентрации ионов Mg2+. В качестве субстра!
тов были использованы CTP, UTP, ITP, GTP,
ATP и CDP. Во всех случаях в исследованных
диапазонах концентраций реакция соответство!
вала кинетике Михаэлиса–Ментен, за исключе!
нием UTP, увеличение концентрации которого
до 0,6 мM вызывало частичное ингибирование
фермента. Значения Km каж, рассчитанные по
графикам Хейнса, составили 150 ± 20, 86 ± 2,
25 ± 1, 41 ± 3, 260 ± 30 и 500 ± 40 мкM соответ!
ственно для CTP, UTP, ITP, GTP, ATP и CDP
(данные не показаны).

Влияние различных соединений на активность
НТФазы. В качестве возможных модуляторов
фермента исследован ряд внутриклеточных сое!
динений, включающих в себя некоторые мета!
болиты гликолиза и цикла Кребса (глюкозо!6!
фосфат, фруктозо!1,6!дифосфат, 2!фосфогли!
церат, фосфоенолпируват, пируват, цитрат, изо!
цитрат, α!кетоглутарат, сукцинат и оксалоаце!
тат), а также пропионат и ацетил!СоА. Все пере!
численные вещества использовались в 0,5 мМ
концентрациях. Интермедиаты гликолиза не
оказывали заметного действия на активность
НТФазы, за исключением фруктозо!1,6!дифос!
фата, который повышал скорость гидролиза
GTP на 55%. Практически в равной степени
фермент активировался α!кетоглутаратом и
ацетил!СоА, хотя другие метаболиты цикла
Кребса, такие как цитрат и сукцинат, были ин!
гибиторами. Кроме того, активность фермента
снижалась под действием пропионата (табл. 4).
Эти эффекты фруктозо!1,6!дифосфата, α!ке!
тоглутарата, ацетил!СоА и пропионата отчетли!
во заметны и при 0,05 мМ концентрации.

Субклеточная локализация и распределение
НТФазы в органах и тканях быка. Примерно 44%

общей НТФазной активности обнаруживалось
в растворимом экстракте, полученном в резуль!
тате высокоскоростного центрифугирования
(105 000 g, 60 мин) гомогената, приготовленного
из образцов замороженной ткани мозга. При
хроматографии этого экстракта на колонке с се!
факрилом S!200 элюировались два НТФазных
пика вне зависимости от того, какой субстрат
был использован для определения активности –
GTP, UTP, CTP или ATP (данные не показаны).
Один из пиков выходил в свободном объеме ко!
лонки, тогда как другой, содержавший до 78%
ферментативной активности, соответствовал
белку с молекулярной массой 60,5 кДа. По дан!
ным дифференциального центрифугирования
цитозольная фракция из мозга быка содержала
~43% общей НТФазной активности гомогената.
Остальная активность НТФазы обнаруживалась
в осадке субклеточных частиц.

НТФазная активность была обнаружена в
экстрактах из всех исследованных органов и тка!
ней быка, при этом удельная активность варьи!
ровала от 0,09 Е/мг в эритроцитах до 0,47 Е/мг в
печени. Общая НТФазная активность, выра!
женная на 1 г ткани, незначительно различалась
для экстрактов скелетной мышцы, сердца, селе!
зенки, почек, мозга, легких и тонкого кишечни!
ка (2,5–4,8 Е/г), тогда как активность фермента
в экстракте печени составила 21,9 Е/г. При гель!
фильтрации экстрактов из различных тканей во
всех случаях, за исключением эритроцитов,
элюировались пики НТФазной активности, со!
ответствовавшие белку с молекулярной массой
60 кДа (данные не показаны). Кроме того, на
хроматограммах экстрактов из печени, почек и
тонкого кишечника выявлялись большие пики,
соответствовавшие белку с молекулярной мас!
сой 146 кДа. Количество высокомолекулярной
НТФазы было значительно меньше в селезенке,
сердце и легком. В головном мозге, скелетной
мышце и эритроцитах данный белок не был об!
наружен. В соответствии с площадями пиков
распределение НТФазы с молекулярной массой
60 кДа в тканях быка выглядит следующим об!
разом: печень > сердце > скелетная мышца >
легкие > мозг > селезенка > почки ≈ тонкий ки!
шечник.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Нуклеозид!5'!трифосфаты служат источни!
ком энергии для разнообразных жизненных
функций. Среди соединений этого класса глав!
ную роль играет ATP, обеспечивающий энерги!
ей биосинтез важнейших компонентов клетки,
активный транспорт через мембраны, двига!
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тельные процессы и экспрессию генов. Кроме
того, в некоторых процессах и биосинтетичес!
ких путях используются GTP, UTP, CTP и ITP
[1]. Наряду с энергопреобразующими ATPазами
[17, 18] в клетках обнаружены ферменты, веро!
ятно осуществляющие несопряженный гидро!
лиз нуклеозид!5'!трифосфатов. Две основные
группы таких ферментов, субстратная специ!
фичность которых преимущественно ограниче!
на нуклеозид!5'!три! и !дифосфатами, класси!
фицируются как НТФазы (КФ 3.6.1.15) и апира!
зы (КФ 3.6.1.5).

Отличительной чертой представителей апи!
разного семейства является наличие в их струк!
туре четырех мотивов, известных как апиразные
консервативные участки [11]. Хотя апиразы бы!
ли первоначально описаны как эктоферменты,
подобно CD39 [19] или другим экто!НТФазам
[9, 20], они могут встречаться и внутри клетки
[21–23]. Полагают, что главная задача апираз, ло!
кализованных на клеточной поверхности, состо!
ит в завершении физиологического действия
высвобожденных из клеток нуклеотидов [24,
25]; биологические функции эндоапираз менее
очевидны. Возможно, эндоапиразы принимают
участие в процессах гликозилирования белков,
контроля концентраций сахаров и регуляции
целостности мембран [21, 26]. Апиразы широко
распространены в эукариотных клетках различ!
ных типов – от дрожжей до млекопитающих [9,
21, 26, 27]. Большинство исследованных апираз
локализовано в мембранных структурах клеток,
однако известны и растворимые белки, принад!
лежащие к данному семейству [10, 28].

В литературе описано несколько растворимых
НТФаз эукариотного происхождения. Так, было
показано, что в печени крысы содержатся две
цитозольные НТФазы с pH!оптимумами 4,0−4,5
и 8,6−9,9, молекулярные массы которых равны
соответственно 65 и 125 кДа [6, 29]. Металлнеза!

висимая НТФаза с pH!оптимумом 3,0 и массой
75!кДа была изолирована из сыворотки крови
человека [3]. Другая кислая НТФаза, проявляю!
щая максимальную активность при pH 5,0−5,5,
была обнаружена в лизосомах печени и почек кры!
сы [5]. Сравнительно недавно нами была очище!
на растворимая НТФаза из почек быка – белок с
молекулярной массой 146 кДа, pH!оптимумом
7,0 и строгой специфичностью к GTP, UTP и
ITP. В настоящей работе показано, что в тканях
быка присутствует еще один растворимый фер!
мент, обладающий апиразной активностью.

Применение стандартных методов очистки
позволило получить из головного мозга быка
препарат растворимой НТФазы с удельной ак!
тивностью 639 Е/мг белка (табл. 1). Молекуляр!
ная масса фермента по данным гель!фильтра!
ции и электрофореза в Ds!Na!ПААГ составляет
60 кДа. Кинетические исследования показали,
что фермент характеризуется рН!оптимумом
при 7,5 (рисунок) и абсолютно зависим от кати!
онов двухвалентных металлов (табл. 2). Сочета!
ние перечисленных выше свойств дает основа!
ние дифференцировать НТФазу из мозга быка
от всех ранее описанных растворимых НТФаз
эукариотного происхождения, поскольку по!
следние либо имеют более высокую массу [10,
29], иной рН!оптимум [5, 6], либо зависят от ме!
таллов [3].
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Относительная активность, %

100 ± 3

66 ± 10

58 ± 3

41 ± 3

41 ± 3

40 ± 5

32 ± 2

32 ± 1

30 ± 5

25 ± 3

19 ± 2

8,2 ± 1,0

5,3 ± 1,5

0

0

0

Субстрат, 0,5 мM

CTP

UTP

ITP

CDP

IDP

XTP

ATP

UDP

GTP

ADP

GDP

UMP

IMP

GMP

AMP

CMP

Таблица 3. Субстратная специфичность НТФазы из мозга
быка

Относительная активность, %

0

100

73 ± 6

60 ± 5

52 ± 11

46 ± 4

34 ± 9

0

Катион (5 мM )

—

Mg2+

Mn2+

Co2+

Ca2+

Cu2+

Zn2+

Ba2+

Таблица 2. Влияние ионов металлов на активность НТФа!
зы из мозга быка



РАСТВОРИМАЯ НТФаза ИЗ МОЗГА БЫКА

НТФаза из мозга быка характеризуется ши!
рокой специфичностью к различным нуклео!
зид!5'!три! и дифосфатам и полностью индиф!
ферентна по отношению к GMP, AMP и CMP. В
то же время данный фермент способен в незна!
чительной степени ускорять гидролиз UMP и
IMP (табл. 3). Подобная картина субстратной
специфичности характерна для апираз. Между
тем, насколько нам известно, в литературе до
сих пор не описана ни одна растворимая апира!
за из тканей млекопитающих. Как и некоторые
мембраносвязанные апиразы [30, 31], фермент
из мозга быка имеет высокое кажущееся срод!
ство к нуклеозид!5'!фосфатам. 

Эксперименты по дифференциальному
центрифугированию гомогенатов мозга свиде!
тельствуют о цитозольной локализации изучае!
мого фермента. В связи с этим можно предполо!
жить, что он вовлечен в несопряженный с вы!
полнением работы гидролиз нуклеозидфосфа!
тов. Очевидно, что сам по себе такой процесс
бесполезен для клетки. Для получения какой!
либо информации о возможной биологической
роли НТФазы мы исследовали действие ряда
внутриклеточных соединений, имеющих отно!
шение к энергетическому метаболизму. Как
оказалось, некоторые из них влияют на актив!
ность фермента (табл. 4). По нашему мнению,
особенно интересен тот факт, что НТФаза
чувствительна к физиологическим концентра!
циям фруктозо!1,6!дифосфата и пропионата,
первый из которых является активатором, а вто!
рой характеризуется ингибирующим действием. 

Известно, что пропионат служит предшест!
венником в биосинтезе глюкозы, и этот процесс
имеет особое значение для жвачных животных
[32]. Несмотря на то что бактерии рубца способ!
ны эффективно расщеплять целлюлозу расти!
тельного корма, образующаяся глюкоза не по!
ступает непосредственно в кровь. Вместо этого
она сбраживается до летучих жирных кислот
(ЛЖК), среди которых заметную роль играет
пропионат [33]. Транспортируемый в кровь про!
пионат в основном метаболизируется печенью;
часть его разносится по тканям, где может пре!
вращаться в глюкозу в процессе глюконеогене!
за. Было показано, что перенос ЛЖК через
мембраны клеток желудочно!кишечного тракта
опосредован монокарбоксилатным переносчи!
ком 1, принадлежащим к семейству генов SLC16
[34]. Этот же белок широко экспрессирован в
различных органах и тканях, в том числе в цент!
ральной нервной системе, где вместе с монокар!
боксилатным переносчиком 2 участвует в транс!
порте ЛЖК в эндотелиальных клетках гематоэн!
цефалитического барьера, астроцитах и нейро!
нах [35, 36]. Возрастание концентрации пропи!
оната в клетке, очевидно, должно благоприят!
ствовать синтезу глюкозы. В то же время пропи!
онат ингибирует НТФазу. Это может приводить
к росту локальных концентраций GTP (ITP), ко!
торые являются субстратами фосфоенолпируват!
карбоксикиназы – фермента, катализирующего
образование фосфоенолпирувата в обходном пути
пируваткиназной реакции. Однако повышение
содержания фруктозо!1,6!дифосфата в условиях
энергодефицита могло бы вызвать подъем ак!
тивности НТФазы, ускоренный гидролиз GTP
(ITP) и, как следствие, снижение скорости син!
теза глюкозы. Исходя из этих противоположных
эффектов фруктозо!1,6!дифосфата и пропиона!
та, предположим, что исследуемый фермент мо!
жет участвовать в реципрокной регуляции ско!
ростей гликолиза и глюконеогенеза. В связи с
этим надо отметить, что хотя метаболизм мозга
чрезвычайно зависим от глюкозы крови, тем не
менее клетки нервной ткани способны к синте!
зу собственной глюкозы из неуглеводных пред!
шественников, но в гораздо меньшей степени
чем, например, клетки печени или почек [37].

В свете данной гипотезы мы могли бы найти
объяснение активирующему действию ацетил!
СоА (табл. 4). При некоторых состояниях (на!
пример, при липолизе) наблюдается повышение
внутриклеточной концентрации ацетил!CоА,
который должен подвергаться ускоренному ме!
таболизму в цикле Кребса. Для этого необходи!
мо непрерывное поступление регенерирующе!
гося субстрата – оксалоацетата, синтезируемого
из пирувата пируваткарбоксилазой. Таким обра!
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Эффектор

–

Ацетил!СоА

«

Цитрат

α!Кетоглутарат

«

Сукцинат

«

Фруктозо!1,6!дифосфат

«

Пропионат

«

Концентрация,
мМ

– 

0,5 

0,05 

0,5 

0,5 

0,05 

0,5 

0,05

0,5 

0,05

0,5

0,05

Активность,
%

100

148 ± 1

127 ± 1

80 ± 1

148 ± 2

128 ± 6

45 ± 1

98 ± 3

155 ± 4

126 ± 1

39 ± 2

63 ± 6

Таблица 4. Влияние различных соединений на активность
НТФазы из мозга быка
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зом, ацетил!СоА, будучи положительным эф!
фектором НТФазы, способен тормозить образо!
вание фосфоенолпирувата из оксалоацетата
(глюконеогенез), что в рассматриваемой ситуа!
ции должно благоприятствовать увеличению
скорости гликолиза.

В заключение следует отметить, что, какова
бы ни была функция исследуемой НТФазы, этот
фермент, очевидно, не имеет отношения к спе!
цифике выполняемых нервными клетками
функций, поскольку характеризуется широким
распространением в органах и тканях.
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PURIFICATION AND FUNCTIONAL CHARACTERIZATION 
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A soluble NTPase differing in its properties from known proteins with NTPase activity has been purified to an elec!
trophoretic homogeneity from bovine brain. The enzyme has a pH optimum of 7.5, shows an absolute dependence on
divalent metal cations and a broad substrate specificity towards nucleoside phosphates!5'!tri and diphosphates, char!
acteristic of apyrases. Molecular mass of the enzyme was 60 kDa as estimated by gel!filtration and Ds!Na!PAGE.
NTPase is localized in the cytosol fraction and expressed in different bovine organs and tissues, with the amount of
the enzyme activity decreases in the following order: liver > heart > skeletal muscle > lung > brain > spleen > kidney
≈ intestine. The activity of the enzyme seems to be highly regulated, such compounds as acetyl!CoA, α!ketoglutarate
and fructose!1,6!diphosphate, tested at physiological concentrations, being activators, whereas propionate shows
inhibitory effect.

Key words: nucleoside triphosphatase, apyrase, purification, kinetic properties, substrate specificity, regulation, sub!
cellular localization, bovine brain


