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ДЕЙСТВИЕ ТИОЛОВЫХ РЕАГЕНТОВ НА АМФ- Н АДФ-АМИНО- 
ГИДРОЛАЗНУЮ АКТИВНОСТЬ МОЗГОВОЙ ТКАНИ

В статье приведены данные относительно неодинакового действия ряда ।половых 
реагентов и некоторых тиолов па образование аммиака из АДФ и АМФ раствори
мой фракции мозга крыс. Эти исследования свидетельствуют о различной реакционно- 
способпости ЬН-групп в АДФ- и АМФ-аминогидрслазе мозговой ткани.

Нашими предыдущими исследованиями установлено непосредствен
ное деаминирование АДФ в мозговой ткани [1, 3, 9].

Прямое деаминирснван-ие АДФ было описано также рядом исследо
вателей в отношении мышечной ткани [7, 19] и костного мозга [6].

Нами отмечен ряд отличительных особенностей ферментативных ме
ханизмов деаминирования АМФ и АДФ в мозговой ткани. Показано, что 
различные ингибиторы — Zn.Cc!, №, МаЕ и др.— неодинаково дей
ствуют на продуцирование аммиака из АМФ и АДФ в мозговой ткани.

Установлено также, что АДФ-аминогпдролаза имеет оптимум pH 7,5 
и локализована исключительно в растворимой фракции. АМФ-а миноги- 
дролазная активность сосредоточена главным образом в растворимой 
фракции и отчасти в ядрах и митохондриях, ее оптимум pH 6,4 [2]. Эти
ми же исследованиями выявлено, что продуцирование аммиака в ги а ло
ма *ме мозга крыс из АМФ стимулируется А ГФ, в отличие от АДФ-ами- 
ногидролазы, на которую АТФ не действует [2].

Неодинаковое действие на эти ферменты оказывает ИДФ, который 
активирует АМФ-аминогидролазу и ингибирует А ДФ-амииоги дославшую 
активность (неопубликованные данные).

В настоящей статье приводятся новые данные, свидетельствующие о 
гом, что образование аммиака из АМФ и АДФ в мозговой ткани осу
ществляется различными ферментами.

Методика. Опыты проводили на белых крысах. Для получения растворимой фрак
ции 10% гомогенат мозга центрифугировали при 105.000 g в течение 60 мин.

Аммиак определяли микродиффузиопным методом [4], белок по Лоури и corp. [II]. 
неорганический фосфат по метолу Лоури и Лопес [12] в модификации Пил? и Лох- 
мапа [ 14].

Результаты исследований и их обсуждении. В опытах, которые были 
поставлены на раствори мой фракции мозговой ткани, изучалось влияние 
тиоловых реагентов на АМФ- и АДФ-аминогидролазную активность. 
Для идентификации тиоловых групп, обуславливающих активность обо-



Таблица!
Влияние ти тлзвых реагентов на АМФ- и АДФ-ампногидр >лазную активность растворимой фракции мозговой ткани, мкт аммиака на пробу

А МФ

66,9 17,894,4 95.9 56,5 66,7 14,2 61,2 5,0 38.9 65.0 13,0

33.2 59,1 54,2 54,8 57,1 60.0 10.0

('редине данные 10 опытов.
Отъем реакци шн )й смеси 2 мл: 1 мл экстракта мои звон ткани (количество, соответствующее 

ТРИС-НС1 буфера pH 6.4 (в пробах с АМФ) и 7.4 (в пробах с АДФ). 0.2 мл раствора, содержащего 
ств »ра, содержащего соответствующий тиоловый реагент. Инкубация—60 мин при 37°С.

100 мг снежен ткани). 0.5 мл 0,2 М
10 мкм зль АМФ или АДФ и 0,3 мл ра-
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!‘\ ферментов, мы изучали влияние тиоловых реагентов различной стеше- 
пи специфичноегн. В первой серии опытов с дюн целью истользоталнсь 
\ лплнми! малеиновой кислоты (Х1-ЭЛА/ малеиновая кислота (ЛАК), 
։арахлор меркурибеизоат (ПХЛАБ), попы калия ((л1 ), мопойодуксус 
чая кислота (ЛА11Х К) н Х1-бромсукцинампд (Х1-БСП).

II < табл. I видно, что -ли реагенты неодинаково влияют на прод\к- 
иню аммиака >н АЛАФ и АДФ. Судя по приведенным данным, Х1-ЭЛА в 
концентрации К) 1 ЛА гначп гелыю стимулирую АЛАФ-амииогидролаз- 
ную активность. При иепользовании этого реагента в концептрации 
10 3 ДА н 5’10 ’ М наблюдав।с,։ более чем (некратное увеличение ак- 
’ИТНОС1Н фермента. ЛАеждх тем ХБЭМ в концентрации 10 1 ЛА, К' 3 М л 
5 10 ' Ч вызывает на тонне Л,ЧФ-а мнно| и дролазной активности на 27,8, 
27,5 п 59% соответственно. Из мой же таблицы видно, что ЛАК и НХМБ 
՛։ копцен । рации 1(1 1 ЛА и К 5 ЛА также приводят к повышению актив
ности АЛАФ-амино1 ядро.зазы. однако в не шачп ।е.тык’й мере но сравне
нию с \-»ЛА. и почти не влияю! на ЛЛ<1> аминогн тропа шую активность. 
Аналогичное действие на АЛАФ-а миноги тропатную активноет ь оказыва
ет \! -БС11 в коицеи'рации 10 1 ЛА. Следую отметит, что М-БС11, специ
фически окис. 1яю|цнй остатки триптофана в белковой молекуле фермен
та, может мо тнфицировать и другие функциональные группы, в том 
числе н ЗН-груплы [18]. Как видно и ։ приведенной таблицы, болыитн- 
С1Во тиоловых реапчнов и XI -БС11 в относи гсльно высоких концентраци- 
'х вызываю! инактивацию обоих ферментов. Однако ( с! в концентра- 

пни 10 1 ЛА, резко подавляя АЛАФ-а мипо1 и .тропа зиу ю ак । ивнос । ь, почти 
не 1ейс1вует на АДФ-а.мииогн тролазпую активность. ЛА11УК не выпи 
гае! сушес । венных изменений в ак । ивнос । и обоих ферментов.

В следующей серии опытов исследовалось влияние некоторых тио
ловых соединений и дисульфидов на АЛАФ- и АДФ-амтио՛! пдрола и|ую 
ак1пвность раство-римой фракции мозговой ткани.

Г а 6 л и ц а 2
Депп кие тиоловых соединении на АМИ’ и ЛДФ аминогидр >лазную активность

рас । ворнмо11 фракции мозга, мкг аммиака на пробу

АЛЬВ А МФ 2-меркаи г )з । а- 
нол (5-10՜ 3 М)

\ Л1Ф тпогликолсвая 
к-та ( г>10 8 М)

АМ<1> (-ВАЛ 
(5-10 3 М)

43,0 33,0 28,0

АЛФ

62,0

Л ДФ 2- меркли । о л а- 
нол С. И» 1 И)

А.ЧФ I । ноглнколевая 
к-та (б 10 3 М)

АДФ । Г>А.'1
(5-10 1 М)

60,6 61.0 зч.о

35,0

(Средние данные К опытов.
V слови)! опытов в ион и последующих габлицах ге же, что и в габл. 1
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Т* * - — ЛМВ -4_ГЗВЕ — ±&֊х -хх   -  — -^г-^

Из табл. 2 видно, что 2-меркаптолтанол и тиоглпколсвая кислота 
несколько ингибирую! \МФ֊ампногпдр >ла жую активность и не влияю! 
на продуцирование аммиака из АД<1>,

Т а б .1 и и а 3
Влияние дисульфидов на АМФ- и А ДФ-амипогпдролизпую актшшосгь 

мозювой ткани, мкг аммиака на пробу

АМФ А МФ |-цис । ин
( 3 М)

А МФ-(-глутатион-.S-S 
(5 10 3 М)

АМФ-фД Till. 
(10՜3 М)

10,0

АДФ

58,0

50,0 30,0

АДФ цистин 
(5-ю 3 М)

АД <1’4-։ лу га । iioH-S-S 
(5-10 3 М)

адф+лтнг. 
(10՜3 М)

5Х, 0 57,0 27,0

54,0

Средние данные К опыюь.

I а б л и и а 4
А к j и иное гь А ДФ-амиши пдролазы, п,»е (инкубированной и 

N ЭМ и ДТНБ, мкг аммиака на пробу

А ДФ
Фермент N ЭМ п

(10 1 М) прединкуб. 
30 мин АДФ

Фермент ДТ11Г» 
(10՜՜3 М) прединкуб.

30 мин+АДФ

Средние данные 6 опытов.

Заметное ингибирующее действие на А ЧФ-аминогидрола жую ак
тивность оказывает 2,3-димеркапто1!ро»па11ол (БАЛ), причем в отличие 
от‘Применяемых моиол'полов он ингибируе т также образование аммиака 
из АДФ.

Данные, приведенные в табл. 3, показывают, что цистин и окислен
ный глутатион несколько акi innipyioi \МФ-а мпногидрола жую актив
ность и не оказываю! влияния на образование аммиака из АДФ.
5,5'-дц гиобпе (2-пптробензойная 'Kiic.ioia ДТНБ) ингибирует про 
Гуцнровапие аммиака п< обоих нуклеотидов, причем в большей степени 

из АДФ (Табл. 4).
11и гересно отмстить, что п*ри прединкх бацни растворимой фракции с 

Д 1’1 П> и последующем добавлении .АДФ гак же, как и в опытах с 
N-»M, ‘ипгибпруloniec влияние л их реагентов на активность фермента 
усугублялось.

АДФ-аминогидрола шая активность иод влиянием N-ЭМ в концен
трации 1С 3 М в ирису гствнп АДФ подавляется приблизительно па 
30п/и, прединкубация же рас творимой фракции с N-ЭМ и последующее
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юбавление субстрата приводит почти к .полной потере ферментативной 
л<гневности. Аналогичная картина наблюдалась и в опытах с прединку- 
бацией растворимой фракции в присутствии ДТНБ.

Эти данные позволили предположить, что АДФ защищает АДФ- 
ампногидролазу от полной инактивации, (предохраняя Б Н-группы актив
ного центра фермента 01 блокирования тиоловыми реагентами. Из на
ших данных следует, что АМФ-амнп и н гролаза более чувствительна к 
действию тиоловых соединений и дисульфидов, чем АДФ-аминогидрола- 
за. что можно объяснить наличием более реакционноспособных БН- 
групп в ферменте, вступающих в реакцию тиол-дисульфидного՛ обмена. 
Проанализировав данные, полученные при -исследовании влияния раз
личных кон цен 1 раций । половых реаген го в на АМ Ф-а*м пн-оги дролазную ак
тивность, мы предположили наличие двух типов 811-групп в ферменте.

При действии низких концентраций тиоловых реагентов: МК, ПХМБ 
в концентрации 10 1 М, С(Г в «концентрацил 10 5 М, а также М-БСИ в 
концентрации 10 1 М связываются, по-видимому, поверхностные реак
ционноспособные 811-группы, что приводит к более активной конформа
ции белковой молекулы, в результате чего АМФ-амииогпдролазная ак
тивность возрастает.

Повышение концентрации тиоловых реагентов может привести к 
конформационным сдвигам, благодаря которым все большее число 811- 
। руин становится подверженным их действию. Блокирование этих ме
нее реактивных 811-групп приводит к инактивации АМФ-аминоги- 
тролазы. Однако нельзя исключить возможность неспецифического дей

ствия тиоловых ядов, применяемых в высоких концентрациях.
Аналогичные результаты были получены нами в отношении АМФ- 

амниотидролашой активности митохондриальной фракции мозга [5].
Следуеч отмешть, что активность абсолютного большинства тиоло

вых ферментов под влиянием । иолсвязываюших реагентов резко подав
ляется. ։

Тем не менее описаны случаи, когда активность ферментов в присут
ствии тиоловых реагентов возрастает. Причиной этого является либо 
их диссоциация под влиянием тиоловых реагентов на более активные 
субъединицы [8, 10], либо избирательная модификация определенной 
части белковых 811-групп, как эго было показано в отношении фрукто, 

’-о-1,6-днфосфатазы [13, 15] и УДФ-глюкиронии рапсфера зы [20]. М-ЭМ 
активирует АМФ-ами’НОгидролазу в любой из применяемых концентра
ций (К —5.10՜’’ ДА), очевидно, за счет овязыватня 81!-груп*п только 
первого гипа. Не исключена возможность, что Ы-ЭМ не обладает способ
ностью вызывать конформационные изменения в молекуле фермента ч 
обнажать 811-1 руппы второго гипа, при связывании которых |цроис.хо|дцг 
падение ферментативной активное!и. И/переоно, что в условиях наших 
опытов АМФ-а ми'ногидролаза оказалась наиболее чу ветви гельпой к 
\-ЭАА среди всех испытанных нами । иочсвязывающпх соединений, хотя 
наиболее специфически мп тиоловыми реа1ентами являются ор| аиическпе
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соединения ртути, и в частности ПХМБ. Возможно, это объясняется тем, 
что М-ЭМ, в отличие от других тиоловых реагентов, не связывается с 
ЗН-группами второго типа, либо он, реагируя с БН-группами, способен 
одновременно взаимодействовать с какими-либо другими, расположен
ными в непосредственной близости с ними функциональными группами 
белка, как это было показано в отношении ряда других фермен
тов (16, 17].

Данные, •полученные в отношении действия тиоловых реагентов на 
АДФ-аминотидролазную активность, дают основание полагать, что АДФ- 
аминогидролаза относится к числу типичных тиоловых ферментов, так 
как (при блокировании ими ЗН-групи активность фермента значительно 
падает.
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Ա մ փ п փ ւ։ ւ մ

2 ո ղվ ա ծ ա // ց ո ւ լ/յ Լ տրվում, որ ս /// //տ ա // առնետների ուղեղային • յա ով ած֊ 
քի լուծեյի ֆրակցիայի ԱՄՖ֊և ԱԴՖ֊ ամ ին ահ ի դրո լա ղն ե րի կա տայի տիկ հատ֊ 
1/Ոէիք (անների միջև կա տարբերություն։

էթի/մալեիմիդ֊ի (ՒՀ֊ԷՄ֊ի), մալեինաթթվի (ՄԲ*֊ի ), պարարլորմ եկու֊ 
րիբենղոատ֊ի [Պ՚ԲՄԲ֊ի յ, (2(1Օշ*/օ \֊բրոմ սուկցինիմ իդի (Հհ֊ԲՍԻ֊ի) ցածր 
կո նցե նտր ացի ա ներր ա'/ե/ աց ն ու Մ ե ն II,II'Ֆ֊ ա մի ա հիղրՈ[ ա ղ ա յի ա կ տիվայ/յո ւ նր 
և չեն ազդում ԱԴՖ֊ ամինահիդրոլազայի ա կտիվաթյան վրա։

II, I 1Ֆ ֊ ի ա մի ն ա հ ի ղ ր ո [ ա ղ ա (ի ա կ տ ի վ ո ւ թ յ ա ն ն ե ծ ա ց ում ր թի ո լ֊ կ ա ւղ ո ղ ւ) ի ա - 
ցաթ (անների աղղեղաթ յան տակ պայմանավորված / այն բանով, որ վերջին֊ 
ներս կաւղում են ֆերմենտի մակերեսային ոետկցիոնանակ Տ11-իոէ ր ե ր ր ։ Ֆ ե ր ֊ 
մենտի արգելակում ր տեղի է ունենում թ իոլ-կապող միացությունների և թո֊ 
ղտրկված իւմբերի ։իոիւաղդեցության դեպքում ։

Բ'իոլ֊կապող մ ի ա ց ա թ յանն ե րի արղելակող աղդեցությանր ԱԴՖ֊ամ ինա֊ 
^իդրոլաղայի վցա հն ա բա վււ րու թ յու\ն Լ տալիս ենթադրելու, որ II, Ւ,ե֊ ա ւ1 ին սւ ֊ 
• իղրոլաղան տիւղիկ թիոլային ֆերնենա Լ և այն ինակտիվանուն Լ, երբ նրա 

Տ I 1 ֊իււ!բերր կ ա ւղ վում են ւ
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