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АКТИВНОСТЬ И СВОЙСТВА Ц И Т О З О Л Ь Н О Й П И Р У В А Т К И Н А З Ы 
ИЗ ТРЕМАТОДЫ ISOPARORCHIS HYPSELOBAGRI 

А. Ю. Хаматова 

Изучены активность и свойства пируваткиназы из цитозоля трематоды Isoparorchis hypselo-
bagri. Предполагается, что пируваткиназа ригулирует направленность гликолиза у этой трематоды. 

Пируваткиназе (ПК) отводится ключевая роль в регуляции гликолиза — 
основном источнике энергии у гельминтов. Активность ПК у паразитических 
червей, адаптированных к анаэробным условиям, низка по сравнению с гельмин-
тами, обитающими в аэробных условиях (Ward е. а., 1968; Bosshe е. а., 1971; 
Barrett, Beis, 1973; Anya, Umezurike, 1978). 

Бюдинг и Саз (Bueding, Saz, 1968) предположили, что у Schistosoma 
mansoni, Hymenolepis diminuta и в мышцах Ascaris направленность гликолиза 
регулируется соотношением активностей двух конкурирующих друг с другом 
ферментов: ПК и фосфоэнолпируваткарбоксикиназы (ФЭПКК), превращаю-
щих один и тот же субстрат, фосфоэнолпируват (ФЭП). У гельминтов-аэробов 
отношение активностей ПК к ФЭПКК значительно больше единицы; у видов, 
у которых гликолиз идет через присоединение СО2 к ФЭП, оно меньше 1. 

Бриант (Bryant, 1972) показал, что направление гликолиза у цестоды 
Moniezia expansa также может контролироваться активностью ПК. Фермент 
изучали у трематод Dicrocoelium dendriticum (Kohler, 1974), Fasciola hepatica 
(Prichard, 1976; Behm, Bryant, 1980), Eurytrema pancreaticum (Буренина, 
1984), Calicophoron ijimai (Ярыгина и др., 1986); легочных нематод Dictyocau-
lus viviparus (Vaatstra, 1969) и Rhabdias bufonis (Anya, Umezurike, 1978). 
И хотя во многих работах указывается уровень активности ПК, лишь в некото-
рых из них изучали кинетику фермента. 

Целью наших исследований явилось изучение активности и свойств ПК 
из трематоды Isoparorchis hypselobagri. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Трематод Isoparorchis hypselobagri (Billet, 1898) (Trematoda: Isoparorchi-
dae) извлекали из плавательного пузыря сомов Silurus soldatovi и Parasilufus 
asotus, выловленных из оз. Ханка. Гельминтов промывали дистиллированной 
водой, подсушивали фильтровальной бумагой и взвешивали. Гомогенизацию 
проводили в стеклянном гомогенизаторе в ледяной среде, состоящей из 0.1 М 
трис-HCl буфера рН 7.5, 0.25 М сахарозы и 0.005 М ЭДТА. Полученный гомо-
генат центрифугировали в рефрижераторной центрифуге при 1000 g в течение 
15 мин. Осадок отбрасывали, а супернатант фильтровали через мельничный газ 
и рецентрифугировали при 12 000 g в течение 30 мин. Полученный цитозоль 
использовали для определения активности фермента. 
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Активность ПК (НФ 2.7.1.40) определяли методом Бюхера и Пфлейдерера 
(Biicher, Pfleiderer, 1955) по изменению оптической плотности реакционной 
смеси при 340 нм в течение 3 мин на спектрофотометре СФ-16. Полная реакцион-
ная смесь в конечном объеме 3 мл содержала в мМ: трис-HCl буфер рН — 
7.5—50, КС1 — 75, АДФ — 1 с М п + + или 2 с M g + + , МпС12 — 1 или MgCl2 — 2, 
ФЭП — 0.5 с М п + + или 2 с M g + + , НАДН — 0.2, ФБФ — 0.4, Л Д Г — 3.6 ФЕ, 
энзимный белок 0.4—0.6 мг. Реакцию начинали добавлением субстрата. Актив-
ность выражали в нмолях превращенного субстрата в мин на мг белка. Для 
расчета активности использовали молярный коэффициент экстинкции пиридин-
динуклеотидов (Horecker, Kornberg, 1948). Кажущиеся константы Михаэлиса 
(К т) определяли графически методом двойных обратных величин по Лайнуи-
веру-Бэрку. Белок определяли по методу Лоури (Lowry е. а., 1951), используя 
бычий сывороточный альбумин для построения стандартной калибровочной кри-
вой. Полученные данные обрабатывали статистически (Асатиани, 1965). 

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Активность ПК с ионами Мп + + составляет 44.6±2.2 нмоля, тогда как 
активность фермента с ионами M g + + 55.2±2.4 нмоля. Для проявления актив-
ности ферменту требуются одновалентные и двувалентные катионы (рис. 1). 
M g + + более эффективный двувалентный катион, чем М п + + . Замена его на 
М п + + снижает активность фермента на 23 %. 0.4 мМ ФБФ несколько снижает 
активность фермента с М п + + , но активизирует Д^ + + - зависимый фермент 
(см. таблицу). Насыщение M g + + наступает при концентрации его в пробе 
2 мМ; Km(Mg++) составляет 0.093 мМ, а насыщение М п + + наступает при 1 мМ; 
Km (мп++) — мМ. Удаление из системы двувалентных катионов снижает 
активность ПК почти наполовину, на столько же снижает активность и выве-
дение К+ . 

Оптимум рН для ПК с Мп + + составляет 6.5, а с M g + + 7.0. Активность фер-
мента менялась незначительно в интервале рН 6.0—7.5, что отмечали ранее 
Ярыгина и др. (1986) для трематоды Calicopcophoron ijimai. 

Рис. 1. Влияние концентрации ионов М п + + и M g + + на активность ПК. Здесь и на рис. 2, 3: внутри 
график двойных обратных величин. 

По оси абсцисс — концентрация ионов M n + + (1) и M g + + (2) в т М ; по оси ординат — активность ПК 
в нмолях НАДН/мин/мг белка. 

Fig. 1. The effect of concentration of the ions M n + + and M g + + on the activity of PK. 
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Кофакторная специфичность ПК из Isoparorchis hypselobagri 
Cofactor specificity of PK from Isoparorchis hypselobagri 

Условия Специфическая 
активность * Условия Специфическая 

активность * 

Полная система ( M n + + , K + , 
ФЭП, ЛДГ, АДФ) + ФБФ 

—Mn++ 
—Mn++ 
—Mn++ 
- K + 
—ФЭП 
- Л Д Г 
- А Д Ф 
—АДФ, —Mn++, + M g + + 

+ M g + + 
+ M g + + , + Ф Б Ф 

100 (27) 
87.9 (15) 

123.8 (9) 
140.8 (27) 
56.9 (3) 
48.3 (3) 

0.0 (3) 
0.0 (3) 

38.2 (3) 
8.3 (3) 

— А Д Ф , + И Д Ф 69 .1 (3 ) 
—АДФ, — Mn++, + И Д Ф , 59.0 (3) 

+ M g + + 
— А Д Ф , + Г Д Ф 69.5 (3) 
—АДФ, — Mn++ + Г Д Ф , 55.7 (3) 

+ M g + + 
+ 4 м М А Т Ф 0 . 0 ( 3 ) 
+ 5 мМ ГТФ 29.7 (3) 
+ 5 мМ ИТФ 35.4 (3) 
-|-4 мМ аланин 100 (6) 
-j-4 мМ малат 85.7 (6) 
+ 4 мМ малат, — Mn++, 91.1 (6) 

+ M g + + 
П р и м е ч а н и е . * Выражена в процентах от активности полной системы 

Скорость энзиматической реакции зависит от концентрации субстрата, 
которым служит ФЭП. Насыщение ФЭП наступает при концентрации его 
0.5 мМ с М п + + и 2 мМ с M g + + . Характер насыщения субстратом с обоими 
катионами гиперболический (рис. 2). Фермент имеет относительно низкое 
сродство к ФЭП. Кажущаяся К т для ФЭП с М п + + составляет 0.05 мМ, 
а с M g + + 0.25 мМ. 

Для проявления активности ферменту требуется наличие динуклеотидов. 
Наиболее эффективным динуклеотидным кофактором является АДФ. Выведе-
ние его из системы снижает активность ПК на 62 % в случае с Мп+ +-зависимым 
ферментом и на 92 % с А^ + + -зависимым. ГДФ и ИДФ действовали на фер-
мент примерно одинаково. Замена АДФ на ГДФ и ИДФ сопровождалась паде-
нием активности на 30 %, когда М п + + применялся как двувалентный катион. 
При применении катионов M g + + замена АДФ на ИДФ и ГДФ снижала актив-
ность ПК на 40 % (см. таблицу). Кривые зависимости скорости реакции от 
концентрации АДФ имели гиперболический характер (рис. 3). Кш для АДФ 
с ионами М п + + составляла 0.167 мМ. Сродство фермента к АДФ с ионами 
М п + + в два раза выше, чем с ионами M g + + , Km для АДФ с ионами M g + + 

составляла 0.33 мМ. 
ПК чувствительна к ингибированию трифосфатами. Наиболее эффектив-

ными оказался АТФ, который в концентрации 4 мМ полностью ингибировал 
активность фермента. ИТФ ингибировал фермент на 35 %. ГТФ на 30 и 52 % 
с ионами МгГ + и M g + + соответственно. Аланин в такой же концентрации 
не ингибировал активность фермента, тогда как малат несколько снижал ско-
рость энзиматической реакции. 

ОБСУЖДЕНИЕ 

Активность ПК у различных паразитических червей сильно варьирует. 
У Schistosoma mansoni, основной продукт ферментации которых — лактат, 
активность ПК высока и достигает 1150—2030 нмолей/мин/мг белка, в то время 
как Ascaris lumbricoides, которые продуцируют сукцинат, обладают очень 
низкой активностью ПК — 7.0 нмолей. Hymenolepis diminuta, продуцирующие 
как сукцинат, так и заметные количества лактата, занимают промежуточное 
положение. Активность ПК у них составляет 105 нмолей (Bueding, Saz, 1968). 
Активность ПК у трематоды Eurytrema pancreaticum (Буренина, 1984) равна 
99.6 нмолей, у Calicophoron ijimai 60.3 нмолей (Ярыгина и др., 1986). 

Isoparorchis hypselobagri имеет сложный жизненный цикл. Мариты обитают 
в плавательном пузыре сома и, по предположению Сидики и Низами (Siddiqi, 
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Рис. 2. Влияние концентрации ФЭП на активность ПК. Внутри график двойных обратных величин. 
1 — М п + + - з а в и с и м а я ПК; 2 — Mg^ ^- зависимая ПК; по оси абсцисс — концентрация ФЭП в шМ; по оси 

ординат — активность ПК в нмолях НАДН/мин/мг белка. 

Fig. 2. The effect of concentration of PEP on the activity of PK. 

Nizami, 1975), являются аэробами. Поэтому можно было ожидать у них, как 
и у других гельминто-аэробов, наличие высокоактивной ПК- Однако актив-
ность фермента была относительно низкой и составляла 44.6 нмолей с ионами 
М п + + и 55.2 нмоля с ионами M g + + . Возможно, это объясняется тем, что 
заражение сомов изопарорхисом происходит при поедании рыб, инвазирован-
ных мезоцеркариями, живущими в условиях дефицита кислорода в полости тела 
рыб. 

ПК изопарорхисов более активна с ионами M g + + , чем с ионами М п + + . 
По литературным данным, двувалентные катионы по-разному влияют на ПК 
из тканей червей. Большинство изученных гельминтов имеют ПК, более актив-
ную с ионами М п + + . Это и Calicophoron ijimai (Ярыгина и др., 1986), и Monie-
zia expansa (Bryant, 1972), и Dicrocoelium dendriticum (Kohler, 1974). Лишь 
у шистозом активность фермента с М п + + была вдвое ниже, чем с M g + + . 
М п + + высокоэффективен и для ПК Fasciola hepatica (Prichard, 1976), M g + + 

в отсутствие ФБФ малоэффективен. Однако при добавлении ФБФ активность 
ПК с M g + + незначительно отличается от таковой в присутствии М п + + и ФБФ. 
Ярыгина и другие (1986) отмечают сильный стимулирующий эффект ФБФ на 

Рис. 3. Влияние концентрации АДФ на активность ПК. Внутри график двойных обратных величин. 
1 — М п + + - з а в и с и м а я ПК; 2 — М § + + - з а в и с и м а я ПК; по оси абсцисс — концентрация АДФ в шМ; по оси 

ординат — активность ПК в нмолях НАДН/мин/мг белка. 
Fig. 3. The effect of concentration of ADP on the activity of PK. 
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