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Изучение глутаминазы печени показало, что при pH 8,5 одновременное примене­
ние фосфата и активаторов фосфатнезависимой глутаминазы приводит к полному 
.подавлению эффекта одного из них, а при pH 7,5, наоборот, происходит потенцирова­
ние пх стимулирующего действия. Тироксин, являясь сильным активатором глутами­
назы мозга, не действует на активность глутаминазы печени.

Деамидирование глутамина в печени, почках и мозге животных 
«осуществляется под действием фосфатзависимого (ФЗГ) и фосфатне- 
зависимого (ФНГ) изоэнзимов глутаминазы, которые активируются 
различными низкомолекулярными соединениями неорганической и ор­
ганической природы [1—5].

В результате многолетних исследований выявлен ряд новых акти­
ваторов глутаминазы, обладающих сильным стимулирующим эффек­
том [6—13]. Среди известных активаторов мозга наиболее эффектив­
ным является тироксин [6—8].

Проведенные нами исследования показали, что в митохондриаль­
ной фракции мозга кролика и крыс процесс регуляции активности глу­
таминазы носит сложный и поливалентный характер. Особое место в 
этом процессе занимает тироксин. При одновременном применении ти­
роксина с фосфатом или эффекторами ФНГ происходит сильное потен­
цирование их стимулирующего действия [7]. То же наблюдается при со­
четании фосфата с активаторами ФНГ, но значительно слабее [15—16]. 
Следует отметить, что этого не происходит в опытах с почечной глута­
миназой [13, 14]. Печеночная глутаминаза в этом аспекте практически 
не изучена.

Исходя из вышесказанного, мы задались целью выяснить, активи­
рует ли тироксин глутаминазу митохондриальной фракции печени, и 
изучить взаимоотношение эффекта различных активаторов этого фер­
мента.

Материал и методика. В качестве источника глутаминазы использовали мито­
хондриальную фракцию, полученную из печеночной ткани крыс. Печень сразу после 
удаления пленки и промывания холодным раствором сахарозы гомогенизировали в 
9 объемах 0,25 М раствора сахарозы в гомогенизаторе с тефлоновым пестиком в тече­
ние 6 мин. После осаждения ядерной фракции (700 £ в течение 6 мин) центрифуги- 
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рованпем надосадочной жидкости при 16000 5 в течение 25 мни выделяли митохондри­
альную фракцию. Полученную фракцию промывали холодной дистиллированной водой 
и центрифугировали при 80000 § в течение 15 мин. Затем из осадка готовили взвесь 
из расчета 200 ыг ткани в 0,4 мл воды, которую после выдерживания при комнатной 
температуре в течение 1 часа использовали в качестве источника глутаминазы. Для 
опытов с pH 8,5 брали 0,4 мл взвеси, соответствующей 50 мг ткани, а для опытов с 
pH 7,5—соответствующей 200 мг ткани па пробу.

Инкубационная смесь содержала: 0,4 мл митохондриальной фракции, 0.5 мл 
0.2М трис-НС1 буфера pH 7,5 или 8,5, Ь-глутамина—20 мкмоль/мл, активаторы в раз­
личных концентрациях. Общий объем доводили водой до 1,5 мл. Смесь инкубировали 
20 мин при 31° при постоянном встряхивании, после чего к каждой пробе добавляли по 
0,3 мл 15%-ной трихлоруксусной кислоты и центрифугировали. О глутаминазной актив­
ности судили по количеству образовавшегося аммиака, который определяли микро- 
диффузионным методом Зелигсопа в модификации Силаковой и сотр. [17].

Результаты и обсуждение. Известно, что ФЗГ в животных тканях 
активируется фосфатом, ацетил-КоА и ацил-производными жирных 
кислот—КоА, а ФНГ—малеатом, малонатом, продуктами цикла трикар­
боновых кислот и ацетил-аминокислотами [4, 5, 9, 11].

Исходя из поставленной задачи, в первой серин опытов мы изуча­
ли действие тироксина, фосфата, активаторов ФНГ и различных их со­
четаний на активность глутаминазы митохондриальной фракции печени.

Влияние различных эффекторов на активность глутаминазы митохондриальной 
фракции печени в присутствии фосфата и цитрата, 

ЫН3 мкмоль/г свежей ткани, pH 8,5

Таблица 1

Активаторы

Ко
нц

ен
г-

 1 
ра

ци
я,

 
мк

мо
ль

/м
л

Контроль
НаН,РО.։, мкмоль/мл Цитрат, 

мкмоль/мл

2.5 5 10

Цитрат 5 11 + 1,2

25±1,5 
(16)

29+2,8

66+1,9 
(16)

56+2,5

49+1,2 
(Тб)

Цитрат 10
(18)* 

49+1,2
(16) 

56+3,3
(Тб) 

69+3,0
Цитрат 20

(17) 
56+2,5

(19) 
35+5,2

(13) (15) 
77+5,1

Е-аспартат 20 49+2,9
19) 

90+6,3 74+4,7

М-ацетпл-Ь-аспартат 20
(20) 

39+3,1 53+2,5
(9) 

70+4,6 76+4,1

Сукцинат 20
(15) 

34+4,2 45+2,6
Т8) 

78^5,8
70+12

Е-тироксин 0,1
(15)

2,2+0,9
(8)

76+4,9
(9) 

51+7,3

0,2
(9)

3,8 ±1,2 
(12)

87+8,8 
(12)

'(6) 
55+7,1 

(Т2)

’ в скобках здесь и в остальных таблицах указано количество опытов.

Данные, приведенные в табл. 1, показывают, что при pH 8,5 под 
действием испытанных нами эффекторов глутаминаза стимулируется в 
различной степени, наиболее эффективно—в присутствии фосфата. Ак- 
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тивируюшее действие цитрата слабее, чем фосфата, но значительно 
сильнее, чем остальных эффекторов, а Ь-аспартат (АК), М-ацетил— 
Ь-аспартат (ААК) и сукцинат, добавленные по 20 мкмоль/мл, пример­
но в одинаковой степени усиливали деамидирование глутамина.

Из полученных результатов заслуживает внимания тот факт, что 
тироксин даже при сравнительно высоких концентрациях практически 
не стимулирует активность глутаминазы (табл. 1).

Следует отметить, что стимулирующее действие вышеуказанных 
соединений на активность глутаминазы митохондриальной фракции 
мозга выражено сильнее, чем в печени, а тироксин, как уже отмеча­
лось, не только является самым сильным активатором этого фермента, 
но и значительно усиливает стимулирующее действие других эффекто­
ров. Примечательно, что сочетание совершенно неэффективных концен­
траций тироксина с фосфатом или другими активаторами тоже приво­
дит к усилению их стимулирующего действия на активность глутами­
назы мозга [7]. Однако исследования, проведенные с глутаминазой 
митохондриальной фракции печени, показывают, что сочетание тирок­
сина с другими активаторами не приводит к сколько-нибудь заметно­
му усилению их стимулирующего действия. Наряду с этим выясни­
лось, что одновременное применение фосфата с цитратом или же со­
четание этих соединений с другими активаторами также не приводит 
к усилению их стимулирующего действия. Более того, при этом проис­
ходит подавление эффекта одного из активаторов. Это означает, что 
при pH 8,5 в действии различных активаторов глутаминазы печени не 
обнаруживается положительной кооперативности. В аналогичных ис­
следованиях, проведенных с глутаминазой митохондриальной фракции 
мозга, наблюдается обратная картина [16].

Учитывая то обстоятельство, что в митохондриальной фракции 
мозга кролика при низких значениях pH эффект потенцирования при 
одновременном применении двух активаторов еще больше усиливается 
[161, мы решили проводить наши исследования при pH 7,5.

Данные, приведенные в табл. 2, показывают, что при pH 7,5 АК, 
ААК и сукцинат, добавленные в отдельности, даже в концентрации 
60 мкмоль/мл не влияют на активность глутаминазы митохондриаль­
ной фракции печени, однако одновременное применение этих соединений 
с фосфатом резко усиливает их стимулирующее действие, причем 
разные концентрации фосфата в различной степени. Наибольший эф­
фект потенцирования наблюдается при сочетании активаторов с 
5 мкмоль/мл фосфата, с повышением концентрации фосфата этот эф­
фект уменьшается и полностью исчезает при 20 мкмоль/мл.

Далее, мы исследовали влияние различных эффекторов на актив­
ность глутаминазы печени в присутствии цитрата. Данные табл. 3 по­
казывают, что при одновременном применении АК, ААК или сукцина­
та с цитратом также наблюдается потенцирование их стимулирующего 
действия, причем в этом случае оно происходит сильнее, чем в случае
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Влияние различных эффекторов на активность глутаминазы митохондриальной 
фракции печени, ЫН3 мкмоль/г свежей ткани, pH՜ 7,5.

Таблица 2

Активаторы

Ко
нц

ен
т­

ра
ци

я,
 

ык
мо

ль
/м

л

Контроль
1\таН։РО4, мкмоль/мл

5 10 20

Цитрат

Цитрат

Е-аспартат 

Е-аспартат 

Е-аспартат 

К-ацетил-Е-аспартат 

М-ацетпл-Е-ас партат 

Ы-ацетпл-Е-аспартат 

Сукцинат

Сукцинат

Сукцинат 

Е֊тироксин

Е-тироксин 

Е-тирокснн

1

10

30

20

40

60

20

40

60

20

40

60

0,05

0,1

0,2

1,1±0,5 
(30)

39+2,3 
(56)

0,6+0,2 
(18)

1,7+6,3 
(18)

1,4+0,5 
(ГО)

0,3±0,05 
(18)

0,9+0,1 
(ГО)

1,1+0,1 
(10)

3,0+0,6 
(Го)

2,3+0,3 
(ГО)

7,0+2,1 
(ГО)

1,7+0,3 
(ГО)

1,1+0,2 
(Го)

1,4+0,2 
(16)

2,3+0,5 
(26) 

35±5,2 
(!2) 

32+2,2 
(Ю) 

9±1,7 
(ТО)

13+2,1 
О) 

17+1.7 
(Ю) 

19±2,7

38+4,3

40+5,0 
06) 

16+2,0 
(12)

35+4,5 
(Ю)

40+5,3- 
(10)

5,5+1,5 
(8)

8,0±1,7 
(9)

8,5±2,2 
(Ю)

25±3,0 
(20) 

42+4,7 
(12)

Э7±2,2 
(Ю) 

31+5,0 
(Ю) 

32+3,7 
Т9)

34±2,5 
(8)

38+4,3 
76)

40+4,0 
(12) 

35+4,7 
(Ю)

28+3,7 
Т8) 

31+4,4 
(9)

65+5,4 
0'8) 

65+5,7 
(12)

71+6,6 
02)

68+8,2 
(8)

68+7,5 
02)

сочетания их с фосфатом. С повышением концентрации цитрата эффект 
потенцирования значительно слабеет.

Как выяснилось из наших исследований, тироксин при pH 8,5 и 
при pH 7,5 практически не повышает активность глутаминазы, а в соче­
тании с фосфатом или цитратом наблюдается незначительное усиление 
их стимулирующего действия. Итак, можно заключить, что глутами­
наза митохондриальной фракции печени крыс инертна к действию ти­
роксина.

Графическое изображение полученных данных показывает, что при 
pH 7,5 зависимость активности фермента от концентрации фосфата и 
цитрата имеет типичную сигмоидную форму, что не наблюдалось при 
pH 8,5 (рис. 1). При совместном применении фосфата или цитрата с 
другими эффекторами ФНГ кривая зависимости активности фермента 
от концентрации фосфата и цитрата из сигмоидной формы приближает­
ся к гиперболе (рис. 1 и 2). Эти данные свидетельствуют об аллосте­
рической природе обоих изоэнзимов глутаминазы митохондриальной 
фракции печени. Вероятно, при pH 7,5 благодаря гомотропной поло-

584



I Т а б л и ц а 3
Влияние различных эффекторов на активность глутаминазы печени в 

присутствии цитрата, .\ТН3 мкмоль/г свежей ткани, pH 7,5

Активаторы

Ко
нц

ен
т­

ра
ци

я,
 

мк
мо

ль
/м

л

Контроль
Цитрат, мкмоль/мл

10 20

Е-аспартат 20 0,6-1-0,2

1,1+0,5 
(30) 

26+3,0

39+2,3
(30) 

45+4,1

Е-аснартат 40
(18)

1,7+0,3
(12) 

32±2,5
ПО) 

48+2,4

М-ацетил-Е-аспартат 20
(18) 

0,3+0,05
(9) 

34+5.0
(2) 

46-4-2,2

К-ацетил-Е-аспартат 40
(18) 

0,9+0,1
(12) 

41+5,2
(9)

51+3,8

(12)
57 ±3,6

Сукцинат 20
(10)

3,0+0,6
(•*/ 

60+4,6

Сукцинат 40
(18)

2.3+0,3
(5) 

48+4,1
(9) 

54±5,0

Е-тироксип 0,1
(12)

1,1+0,2
(?)

4,4+0,6
(8) 

.38+4,2

Е-тироксин
1

0,2
(Тя)

1,4+0,1
(9)

8,8+2,2
(9) 

41±5,7
(18) (ГО) (Ю)

жительной кооперативности, возникающей вследствие взаимодействия 
регуляторных центров глутаминазы митохондриальной фракции печени 
под влиянием фосфата или цитрата, происходит выраженный конфор­
мационный переход молекулы фермента. Между тем как конформа­
ционный переход, возникающий при низкой концентрации одного эф­
фектора, по-видимому, недостаточно выражен и не затрагивает катали­
тического центра фермента, но одновременное добавление двух акти­
ваторов быстро приводит к образованию каталитически активной фор­
мы фермента. Возможно, этим и объясняется обнаруженный в указан­
ных условиях эффект потенцирования. С повышением pH среды чувстви­
тельность ФЗГ и ФНГ к эффекторам повышается, и уже при pH 8,5֊ 
деамидирование глутамина, осуществляемое обоими изоэнзимами глу­
таминазы, протекает достаточно интенсивно. По-видимому,. вследствие 
этого при высоких значениях pH физиологическая необходимость эф­
фекта потенцирования, возникающего благодаря положительной ко­
оперативности, исчезает.

Как показывают полученные данные, процесс регуляции активнос­
ти глутаминазы митохондриальной фракции печени, так же как и моз­
га, носит поливалентный характер. Из наших исследований выяснилось 
также, что регуляторные свойства глутаминазы мозга и печени принци­
пиально отличаются друг от друга. Так, в регуляции активности глута­
миназы мозга тироксин занимает центральное место, в то время как 
глутаминаза печени совершенно инертна к действию этого гормона. 
Следует отметить, что тироксин специфически действует на активность 
глутаминазы мозга. Его действие по целому ряду параметров прин-
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ципиально отличается от действия остальных активаторов. В связи с 
этим возникает вопрос—может ли тироксин действовать на активность 
глутаминазы других органов? Как показывают проводимые нами в нас­

Рис. 1. Рис. 2.
Рис. 1. Влияние фосфата и цитрата на активность глутаминазы в отдель­
ности и при их совместном применении (pH 7,5) 1—цитрат; 2—фосфат; 

.3—фосфат+цнтрат—10 мкмоль/мл.
Рис. 2. Влияние различных эффекторов на активность глутаминазы в от­
дельности и в присутствии цитрата (pH 7,5) 1—цитрат; 2—цптрат+АК— 
40 мкмоль/мл; 3—цитрат+ААК—40 мкмоль/мл; 4—цитрат+сукципат—40 

мкмоль/мл; 5—ААК и сукцинат—по 40 мкмоль/мл

тоящее время исследования, тироксин оказывает стимулирующее дей­
ствие на активность глутаминазы почек, а в сочетании с фосфатом 
их стимулирующее действие сильно потенцируется. Об этих исследова­
ниях будет сообщено отдельно.
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Վ. I). ՀՈՎՀԱՆՆԻՍՅԱՆ, Վ. Գ. ՀԱՄՈԱՐԱՈԻՄՅԱՆ

Ուսումնասիրվել է լյարդի գլյուտամ  ինազա յի ակտիվության կարգավո- 
րոլմը թիրոքսինի, ֆոսֆատի և գլյուտամինազայի ֆոսֆատոչկախյալ իզո- 

■ ֆԼրմենտի այլ ակտիվատորների առկայության, ինչպես նաև նրանց տարբեր 
զուգորդման դեպքում։ Պարզվել է, որ թիրոքսինը (ուղեղի գլյուտամինազայի 
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ամեն ահ զոր ակտիվատորը) բոլորովին չի ազդում՛ լյարդի գլյոլտամ ինազա յի 
ակտիվության վրա, ինչպես նաև չի nid եղսւցնում այլ ակտիվատորների խթա­
նող ազդեցությունը։

7,5 pH-Д դեպբում ֆոսֆատի և ցիտրատի զուգորդումը, ինչպես նաև 
այս միացությունների և ֆոսֆատոչկախյալ իզոֆերմենտի այլ էֆեկտորների 
համատեղ օգտագործումը հանգեցնում է նրանց ֆերմենտի ակտիվության վրա 
ցուցաբերած խթանող ազդեցության զգալի ուժեղացման։ Սակայն մ իջավայ­
րի pH-Д բարձրացման հետ մեկտեղ պոտենցման էֆեկտը լրիվ անհետա­
նում է։ Հաստատված է, որ ֆերմենտի ակտիվության կախվածությունը ֆոս­
ֆատի և ցիտրատի բանակից 7,5 рН-^ դե։զբում կրում է 1ավ արտահայտված 
Տ-ձև-բնույթ, իսկ երկու ակտիվատորների համատեղ օգտագործման, ինչպես 
նաև 8,5 pH-/' դեպբում այն փոխվում է հիպերբոլի։ Ստացված տվյալները 
ցույց են տալիս, որ լյարդի և ուղեղի գլյոլտամինազայի կարգավորիչ հատ­
կությունները սկզբունքորեն զանազանվում են մեկը մյուսից։

REGULATION OF GLUTAMINASE ACTIVITY 
IN MITOCHONDRIAL FRACTION OF RAT LIVER

V. S. IIOVHANNISSIAN, V. G. HAMBARTSUMIAN

The results obtained show that the regulation of glutaminase acti­
vity of mitochondrial fraction of rat liver Is very different from that of the 
brain glutaminase.

Thyroxin (the activator of the brain glutaminase) has no effect on 
the liver glutaminase activity. Kinetic data indicate that the liver gluta­
minase displays a typical sigmoidal velocity curve with respect to the 
phosphate concentration, while the addition of other activators changes 
the sigmoidal curve to a normal one.
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