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УЧАСТИЕ РАЗЛИЧНЫХ МОДУЛЯТОРОВ В РЕГУЛЯЦИИ 
АКТИВНОСТИ МИТОХОНДРИАЛЬНОЙ ГЛУТАМИНАЗЫ 

ПОЧЕК и РОЛЬ ТИРЕОИДНЫХ ГОРМОНОВ В ЭТОМ ПРОЦЕССЕ

Ж. Дж. СААКЯН, В. С. ОГАНЕСЯН

Тиреоидные гормоны и их производные, являясь эффективными активаторами глу­
таминазы митохондриальной фракции почек крыс, в то же время значительно потен­
цируют стимулирующее действие фосфата и других модуляторов этого фермента. Эф­
фект потенцирования проявляется в различной степени и зависит как о г характера 
применяемых тиреоидных соединений, так и от природы второго модулятора. При со­
четанном применении фосфата с цитратом, сукцинатом, д-кетоглутаратом и аспарта­
том потенцирования не наблюдается. Тиреоидные гормоны и их производные занима­
ют важное место в процессе регуляции активности глутаминазы почек.

Ключевые слова: глутаминаза, тиреоидные гормоны, почки.

В регуляции активности фосфатзави'симой глутаминазы (ФЗГ), кото­
рая содержится во многих тканях животного организма, исключительно 
важное значение имеют низкомолекулярные соединения различной при­
роды [2, 5, 7, 11 —13, 15—17]. Для глутаминазы мозга и почек наиболее 
эффективными активаторами являются макроэрги, кофакторы и гормо­
ны [2, 7, 11 —13, 15, 17]. Действие тиреоидных гормонов (ТГ) на ак­
тивность глутаминазы митохондриальной фракции мозга изучено доста­
точно детально. Они являются аллостерическими эффекторами и игра­
ют осооую роль в процессе регуляции активности глутаминазы мозга. 
Примечательно, что ТГ, являясь сильными активаторами глутаминазы 
мозга, в то же время значительно усиливают действие фосфата (Ф ) и 
ряда других модуляторов [4, 6, 7], между тем как под действием 3,3',5- 
трийодо-Е-тиронина (Т3) и его производных активность печеночной глу­
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таминазы, стимулируемая как Фн, так и другими эффекторами, подавля­
ется [3].

Сравнительно недавно было показано, что в присутствии ацил-КоА 
производных жирных кислот стимулирующее действие Фни цитрата 
(ЦТ) на активность глутаминазы как мозга, так и почек тоже усилива­
ется [12]. Надо отметить, что ТГ и их производные являются доста­
точно эффективными активаторами и для глутаминазы митохондриаль­
ной фракции почек. Однако участие гормонов в процессе регуляции ак­
тивности почечной глутаминазы в присутствии других модуляторов это­
го фермента не изучено. Выяснению этого вопроса посвящено настоя­
щее исследование.

Материал и методика. Исследования проводили на белых крысах массой 120— 
150 г. В качестве источника глутаминазы использовали митохондриальную фракцию 
коры почек крыс, полученную по ранее описанной методике [8]. Митохондриальную 
взвесь готовили на 0,2 М трис-НС1 буфере, pH 7,0 и pH 8,0, с таким расчетом, чтобы 
количество этой фракции в 0,5.мл соответствовало 50 мг ткани коры почек. Эту взвесь 
выдерживали в течение часа при температуре 20° или трижды замораживали и размо­
раживали, после чего добавляли к пробам. Инкубационная смесь содержала: 0,5 мл 
митохондриальной фракции, 20 мкмоль/мл Ь-глутамина и, в зависимости от постав­
ленной задачи, различные сочетания активаторов в концентрациях: фосфата (Фн)—5, 
10, 20 мкмольумл, цитрата (ЦТ), аспартата (АК), д-кетоглутарата (КГ), сукцината 
(СК)—по 25 мкмоль/мл. Растворы этих соединений предварительно доводили ЫаОН 
до pH 8,0 или pH 7,0. Ь-Тироксин (Т4), Кеапа!, З.З^б-трийод-Г-тиронин (Т3), 3,5- 
дийод-Г-тиронин (Т2), 3,3',5-трийодтиреоуксусную кислоту (Т3УК), З.З'.о-трийодтирео- 
пропионовую кислоту (Т3ПК) брали в различных концентрациях (Т3 и его производ­
ные получены из фирмы Sigma, США). Гормональные препараты растворяли добав­
лением 1\аОН (pH 10). Инкубационную смесь в объеме 1,5 мл инкубировали в тече­
ние 15 мин при температуре 37°, постоянно встряхивая, после чего к каждой пробе 
добавляли по 0,3 мл 10% ТХУ и центрифугировали. О глутаминазной активности су­
дили по количеству образовавшегося аммиака, который определяли методом Зелнгсо- 
на в модификации Силаковой и сотр. [9].

Результаты и обсуждение. Проведенные нами исследования пока­
зывают, что при pH 8,0 сочетанное применение ТГ и их производных с 
Фн приводит к значительному потенцированию стимулирующего дей­
ствия этих веществ на активность глутаминазы митохондриальной фрак­
ции почек. Оказалось, что в зависимости от природы тиреоидных соеди­
нений и их концентраций эффект потенцирования проявляется в различ­
ной степени, а кривая активности фермента имеет различную форму. 
Как видно из рис. 1, в присутствии Фн максимальная активность глута­
миназы во всех опытах достигает примерно одинакового уровня, однако 
в одних случаях она наступает при очень низких, а в других—при доста­
точно высоких концентрациях тиреоидных соединений. Так, в присут­
ствии 0,0125 мкмоль/мл Т3ПК эффект 10 мкмоль/мл Ф = усиливается в 
три раза и происходит предельное повышение активности фермента, 
между тем как при этой же концентрации Т2 и Т3 либо мало, либо вовсе 
неэффективны и только с повышением их концентрации до 0,2 мкмоль/ 
мл наступает максимальное активирование глутаминазы. Потенциро­
вание действия Фн в присутствии Т4 и Т3УК (0,05 мкмоль/мл) более эф­
фективно, чем в присутствии Т2 и Т3. Концентрация, при которой про­
исходит трехкратное усиление эффекта Фн, для Т4 и Т3УК равна 0,05 
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мкмоль/мл. Однако с повышением их содержания активность глутами­
назы в случае с Т3УК заметно падает, а в случае с Т4 сохраняется на 
том же уровне. В опытах с Т3ПК снижение активности фермента выра­
жено более отчетливо и при ее концентрации, равной 0,2 мкмоль/мл, 
действие Фн не потенцируется. В то же время можно заметить, что не­
эффективная концентрация Т3ПК (0,003 мкмоль/мл) заметно усиливает 
действие Фн, а остальные тиреоидные соединения при этой концентра­
ции или не потенцируют пли потенцируют очень слабо.

Рис. 1. Действие фосфата на активность глутаминазы митохондриальной 
фракции коры почек крыс в присутствии тиреоидных гормонов и их произ­
водных (pH 8,0), 1. Фосфат—5 мкмоль/мл; 2. Фосфат—10 мкмоль/мл. Кри­

вые даны с вычетом контроля.

Представляло интерес выяснить, могут ли ТГ усиливать действие 
фн, если они сами по себе не оказывают стимулирующего влияния на 
активность глутаминазы почек. С этой целью мы провели опыты при 
низком значении pH среды, учитывая то обстоятельство, что в этих ус­
ловиях ТГ, добавленные в отдельности, не повышают активность глута­
миназы [8].

Данные, приведенные на рис. 2, показывают, что при pH 7,0 под дей­
ствием достаточно высоких концентраций гормонов, добавленных в от­
дельности, активность глутаминазы митохондриальной фракции почек 
практически не стимулируется. Однако, несмотря на это, в их присут­
ствии стимулирующее действие Фп значительно растет. Можно заме­
тить, что в этих условиях для максимального потенцирования необходи­
мы более высокие концентрации ТГ. В то же время при pH 7,0 дей­
ствие Фн потенцируется сильнее, чем при pH 8,0, а под действием высо­
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ких концентраций Т3ПК и Т3УК подавление активности глутаминазы 
выражено более отчетливо. Итак, ТГ могут усиливать действие Ф ' да­
же в тех случаях, когда они сами по себе не стимулируют активность 
глутаминазы. Возможно, в подобных случаях под действием гормонов 
происходит такая перестройка пространственной структуры глутамина­
зы, которая не приводит к изменению ее каталитической активности, но 
при этом повышает чувствительность фермента к Фи.

Рис. 2. Действие фосфата на активность глутаминазы митохондриальной 
фракции коры ночек крыс в присутствии тиреоидных гормонов и их, произ­
водных (pH 7,0). 1. Фосфат—10 мкмоль/мл; 2. Фосфат—20 мкмоль/мл.

Кривые даны с вычетом контроля.

Полученные данные показывают, что способность ТГ усиливать 
.действие Фн меняется при изменении структуры их молекулы. С умень­
шением содержания йода в молекуле Т4 уменьшается его потенцирую­
щий эффект, а при изменении структуры боковой цепи Т3 наблюдается 
двоякое действие: низкие концентрации усиливают эффект Ф а высо­
кие, напротив, подавляют его. Надо полагать, что модуляторы, обла­
дающие двояким действием, могут играть важную роль в регуляции ак­
тивности фермента.

Как уже было отмечено, ацил-КоА производные жирных кислот 
также усиливают действие Фн [12]. Однако в регуляции активности по­
чечной глутаминазы с участием этих соединений и ТГ имеются отличия. 
Ацил-КоА производные жирных кислот с короткой цепью (5—10 угле­
родных атомов) обладают сильным потенцирующим действием только 
в отношении высоких концентраций Фп , между՛ тем как в присутствии 
ТГ действие как высоких, так и низких концентраций Фн потенцируется 
в одинаковой степени. Иначе проявляется влияние ацил-КоА производ­
ных жирных кислот с длинной цепью: при низких концентрациях они 
потенцируют действие Фн, а при высоких—полностью подавляют его 
эффект. Примечательно, что даже в присутствии самых незначитель­
ных количеств этих соединений эффект низкой концентрации Фп подав­
ляется.

Кроме того, оказалось, что действие ацил-КоА производных жир­
ных кислот с длинной цепью проявляется при относительно низких кон­
центрациях, т. е. глутамицаза почек более чувствительна к этим соеди­
нениям, чем к ТГ, с другой стороны, в присутствии ТГ эффект Фн потен­
цируется сильнее.
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В следующей серии опытов мы изучали действие ТГ и их производ­
ных на активность глутаминазы почек в присутствии СК, КГ, ЦТ и А1\- 
При pH 8,0 указанные соединения, взятые в концентрации 25 мкмоль/мл, 
сами по себе оказывают слабое стимулирующее действие. Результаты, 
приведенные на рис. 3, показывают, что при одновременном применении 
ТГ с этими эффекторами активность фермента значительно возрастает. 
Как видно из этих данных, степень повышения активности глутаминазы 
зависит не только от тиреоидных гормонов, но и от природы второго эф­
фектора. Среди гормональных препаратов наиболее эффективными в 

300

300

Т3ПК мкмоль/мл КУК мкмоль/мл

Рис. 3. Действие а-кетоглутарата (КГ), сукцината (СК), аспартата (АК), 
цитрата (ЦТ) на активность глутаминазы митохондриальной фракции ко­
ры почек крыс в присутствии тиреоидных гормонов и их производных. 

(pH 8,0). 1. КГ; 2. СК; 3. АК; 4. ЦТ, взятые в концентрации по 25 мкмоль/мл.

этом отношении являются Т.< и Т3ПК, а наименее эффективными—Т3УК. 
С другой стороны, в присутствии всех тиреоидных соединений стиму­
лирующее действие СК и КГ потенцируется сильнее, чем действие АК 
и, в особенности, ЦТ. Оказалось, что в присутствии сравнительно вы­
соких концентраций Т3УК (0,05—0,1 мкмоль/мл) действие ЦТ вообще 
не потенцируется. Аналогичная картина наблюдалась и в опытах с при­
менением 0,1 мкмоль/мл Г3ПК. В этом случае, хотя активность фермен­
та несколько возрастает, однако это происходит за счет суммации их 
эффекта, а не за счет потенцирования. Стимулирующее действие СК и 
КГ в достаточной степени усиливается и в присутствии Т3, по только при 
применении сравнительно высоких его концентраций (0,1 мкмоль/мл), 
а в присутствии Т2 эффект СК по сравнению с КГ потенцируется сла­
бее. При концентрации 0,05 .мкмоль/мл Т4 и Т3ПК усиливают действие
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СК и КГ в 5—6 раз. В то же время более или менее заметное усиление 
эффекта АК и ЦТ наблюдается только в присутствии Т4. Итак, выясни­
лось. что наиболее эффективное потенцирование действия этих модуля­
торов происходит в присутствии Т4.

Было установлено, что при замораживании и оттаивании гомогена- 
: та коры почек крыс часть митохондриальной глутаминазы переходит в 

1 раствор. По своим регуляторным свойствам митохондриальная и пере­
шедшая в раствор глутаминазы во многом отличаются друг от друга 
[1]. Оказалось, что растворимая глутаминаза, в отличие от митохон­
дриальной, сильно активируется только Фп. Тиреоидные соединения. 
СК, ЦТ, АК и КГ или не эффективны, или же оказывают незначитель­
ное стимулирующее действие. В то же время при одновременном при­
менении Фн с тиреоидными соединениями наблюдается более сильное 
потенцирование, чем в опытах с митохондриальной фракцией. Исклю­
чение составляет Т4, в присутствии которого низкие концентрации <1и 
вообще не потенцируются, а высокие усиливаются незначительно. Приме­
чательно то обстоятельство, что активность растворимого фермента зна­
чительно повышается даже при сочетании практически неэффективных 
модуляторов—ЦТ, СК, АК и КГ—с тиреоидными соединениями. При 
этом повышение активности фермента, вызванное отдельными тиреоид­
ными соединениями, проявляется совершенно иначе. Оказалось, что в 
присутствии Т4 действие СК, КГ, ЦТ и АК вообще не потенцируется, 
между тем как в опытах с Т3ПК и Т3УК стимулирующее действие ЦТ 
усиливается в десятки раз. Эти данные дают нам право предполагать, 
что в почечной ткани крыс имеются две различные молекулярные фор­
мы ФЗГ [1]. Ранее было установлено, что Фн усиливает стимулирую­
щее действие других эффекторов на глутаминазу мозговой ткани [5, 16]. 
Исследования, проведенные с глутаминазой митохондриальной фракции 
почек, показали, что в присутствии Фн действие ЦТ, СК, АК и КГ прак-

Таблица
Действие различных модуляторов на активность глутаминазы митохондриальной 

фракции коры почек крыс в присутствии фосфата (pH 8,0), мкмоль 
аммиака/г свежей ткани

Добавки, мкмоль/мл Контроль
ЦаН2Р4, мкмоль/мл

5 10

— 50+3,7 
(15)

110+6,5 
(15)

Цитрат — 25 36+2,0 
(Ю)

60+7,2 
(5)

105+11,2 
(5)

Сукцинат —25 44+2,1 
(8)

105+12,3 
(4)

165+17 
(4)

а-Кетоглутарат—25 36+1,8 
(И)

96+8,8 
(5)

156+16,4 
(5)

Аспартат — 25 16+0,8 
(8)

82+9,7 
(4)

135+15,1 
(4)

тически не потенцируется. Как видно из таблицы, при одновременном 
применении Ф _ с СК, АК и КГ активность фермента, хотя и повышается, 
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но это в основном происходит за счет суммации их эффектов. В опьпах 
с ЦТ суммация не отмечается, а проявляется лишь эффект Фн. Следу­
ет указать, что в исследованиях, проведенных с очищенной 1л\тамина- 
зой почек свиньи, при сочетанном применении этих же соединении с Фк 
проявлялось только действие Ф.։ [14].

Итак, выяснено, что по характеру действия ТГ отличаются от дру­
гих модуляторов глутаминазы почек. Это наводит на мысль, что, воз­
можно, в основе проявления их эффекта лежат различные молекуляр­
ные механизмы. По-видимому, перестройка конформации молекулы 
глутаминазы в присутствии ТГ имеет свою специфическую особенность, 
благодаря которой под действием другого модулятора наступает эффект 
потенцирования.

Таким образом, можно прийти к заключению, что феномен потен­
цирования, который наблюдается в присутствии ТГ, является важным 
звеном в сложном процессе регуляции активности глутамина'зы почек.
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ՏԱՐԲԵՐ ՄՈԴՈՒԼՅԱՏՈՐՆԵՐԻ ԱԶԴԵՑՈՒԹՅՈՒՆԸ ԵՐԻԿԱՄՆԵՐԻ 
ՄԻՏՈՔՈՆԴՐԻԱԼ ՖՐԱԿՑԻԱՅԻ ԳԷՈՒՏԱՄԻՆԱԶԱՅԻ ՎՐԱ ԵՎ ԹԻՐԵՈԻԴ 

ՀՈՐՄՈՆՆԵՐԻ ԴԵՐԸ ԱՅԴ ՊՐՈՑԵՍՈՒՄ

ժ. Ջ. ՍԱ2ԱԿ5ԱՆ, Վ. Ս. ՀՈՎՀԱՆՆԻՍՅԱՆ

Թիրեոիդ հորմոնները և դրւսնց ածան ց յա լն ե րը հանդիսանալով առնետ­

ների ե րիկամն երի մ ի տ ո քոն դրի ա լ ֆրակցիայի դլո ւտ ա մ ին ադայի ինքնու­

րույն ակտիվատորներ, միաժամանակ զգա՝լի պոտենցում են ֆոսֆատի և այդ 
ֆերնենտի մյուս մ ո դո ւլյա տ ո րն ե ր ի խթանիչ ազդեցությունը։

Պ ոտենցման էֆեկտը դրи ևորվում է տ արբ ե ր լափով և կախված է ինչ­

պես կրրառվող թիրեոի դ հ որմ ոնն երի, այնպես էլ երկը որդ մոդուլյատորի 
րեույթից։ Սակայն նման էֆեկտ չի նկատվում ֆոսֆատխ ցիտրատի, սուկցի֊ 

և՛ ատի, (X֊ կետո դլուտաբա տի և ասպարտաՎոի հետ համատեղ կիրառման 
դեպքում ։

'Ւիրեոիդ հորմոնները և դրանց ածանցյալները կարևոր տեղ են գրավում 

■ երիկամն երի գլո ւտ ամ ին սւ դա յի ակտիվության կարդավորմ ան պրո ցեոում ։

EFFECT OF DIFFERENT MODULATORS ON THE ACTIVITY 
OF RAT KIDNEY MITOCHONDRIAL GLUTAMINASE AND ROLE 

OF THYROID HORMONES IN. THIS PROCESS

J. J. SAHAGIAN, V. S. HOVHANNIS1 AN

Thyroid hormones and their derivatives being independent activa­
tors of rat kidney mitochondrial glutaminase at the same time signifi­
cantly potentiate the stimulating effect of phosphate and other modula­
tors of thia enzyme.

The potentiation effeclis revealed at various degree and depends 
both on the character of thyroid compounds applied and on the nature 
of the second modulator.

270



However joint addition of phosphate cytrate, succinate, -ketogluta- 
rate and aspartate dont lead to intensification of stimulatory effect of 
these activators.

Thyroid hormones and their derivatives play important role in 'the 
regulation of renal glutaminase.
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КОНФОРМАЦИОННАЯ СТАБИЛЬНОСТЬ ГЛУТАМАТДЕГИДРО­
ГЕНАЗ ИЗ МОЗГА И ПЕЧЕНИ

Р. А. КАЗАРЯН, А. А. ПОГОСЯН, К- А. МАРТИРОСЯН, Л. В. КАРАБАШЯН

Методом изотермической денатурации мочевиной изучена конформационная՛ устой­
чивость глутаматдегидрогеназ из печени и мозга крыс и крупного рогатого скота. 
Показано, что ферменты из печени и мозга крупного рогатого скота более устойчивы 
к денатурирующему воздействию мочевины по сравнению с таковыми крыс. Вместе с 
тем, ферменты одного и того же животного не различаются по конформационной устой­
чивости.

Ключевые слова: глутаматдегидрогеназа, конформация.

В настоящее время установлено, что глутаматдегидрогеназы из ор­
ганов разных млекопитающих отличаются друг от друга рядом физико- 
химических и каталитических свойств. Известно, что каталитически ак-
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