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О ТОРМОЖЕНИИ АКТИВНОСТИ 
ТИРОЗИНГИДРОКСИЛАЗЫ ИЗ ЛЕЙКОЦИТОВ КРОВИ 
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Покачано, что iамма-ампномас.в։пая кислота (I \МК) тормозит 
активное о. гироянп идрокси.1аз!.1, выделенной из к-йкоцптов крови 
человека, еппаптосом гипоталамуса и полосатого гели мозга крыс н 
обработанной тритоном Х-10П

Ցույց է տրված, որ գամա-ամինակարագաթթուն (ԳԱԿԹ) արգելակում է 
մարդու արյան լեյկոցիտներից և առնետների ուղեղի հիպոթալամուսից ու 
շերտավոր մարմնից անջատված և տրիտոն X-100-ով մշակված, թիրոզին 
հիդրօքսիլազի ակտիվությունը:

The gamma-aminobutyric acid (GABA) inhibits the activity ot tyrosine 
hydroxylase, isolated from the human blood leucocytes and the synaptosoines 
ot hypothalamus and striate body of rats brain and treated by triton X-100.

Гирозиигирроксилтп - лейкоциты мозг ГАМК.

Изучение взаимодействия различных нейромедиаторных сипим 
мина приобретает все более актуальный характер В этом аспекте 
обнаружение фермента тирозин-З-мопооксигеназы (ТГ. КФ 1.14 3.2) в 
։ейкоци гах крови человека, являющегося ключевым при биосин 1сзе 
катехоламинов, имеет большое значение. Минеевой показано [2|. чю 
ТГ из лейкоцитов крови имеет кинетические свойства, сходные с 
1аковы.ми Мозгового фермента, что делает возможным прижизненное 
изучение кинетических параметров и изменении активности последнего 
пол влиянием различных фак торов и биоло! ически активных соединений

I IpOHccc взаимодействия ГАМК-ергической и дофаминергической 
систем моз1а изучался мио։ими исследователями |7,12, 13| ГАМК 
обнаруживается в I ГНС. где опа выполняет медиаторную и ре։ул>порн\ю 
функция, в периферической нервной системе, а гакже в друт их органах 
(поджелудочной железе, кишечнике, печени, сосудах) и в крови. 
Проведенные в последние годы исследования вынуждают по-новому 
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оценить роль ГАМК в периферических органах Так. например, па 
поверхности мембран изолированных гепатоцитов существуют 
специфические ГАМ К-рецепторы |6| ГАМК и ГАМК-рецепторы 
представлены в вегетативной нервной системе, в частности, па 
поептинлионарпых симпатических волокнах, иннервирующих сердечно
сосудистую систему и кишечник 114.10] Установлено наличие ГАМК- 
рсценторов па мембране лимфоцитов и фомбоцигов. кроме ни о. 
громбониты содержат фермент деградации ГАМК ֊ ГАМК֊ 
грансаминазу [9]. Содержание ГАМК в крови сосгавляс։ 10 'М, что 
близко к физиологической концентрации ее в мозге. С другой стороны, 
на внешних мембранах нейтрофилов локализованы а- и 
адренорецепторы, а шкже дофаминовые рецепторы |5] '! аким образом, 
приведенные литературные данные позволяю! предположить. чн> 
лейкоциты крови имеют составные части катехолам и пер! нческои и 
I АМК-ергической систем.

В связи с вышеизложенным пас заинтересовали степень 
идентичности свойств I I из крови человека, гипошламуса и полисаю|п 
1сла мои.։ крыс, а также изменения их в присутствии ГАМК.

Матерним и чермнки. Гсварпипзпровалпую плазму крепи։ человик,։ 
отстаивали и течение Зн мин и гермост.пс. Крши. це1Прпфугир<։в<1.1П в течение 
Юмин при л()(Х^ Затем отбирали фракцию, обогащенную шпкоцгпа.ми, кхгк'ру ։•. 
подвергали обработке последовательно ։пнсртиническим раствором члорлскнп 
натрия и гисги.ынроианпой водой при 4 для более полнен очистки фракции 
лейкопп 1ов.

Полученный препарат лейкоцитов обрабатывали 0.2%-пым раствором 
тритона X-НЮ для разрушения мембран клеток и центрифугировали при 15000» 
в [еченпе ЗОмив 11и.(осадочную жидкость нс польтопали в качестве источника 
фермента.

Выделение сиваптисом проводит но методу Хайоши |9|
Для определения ТГ-атпой актин и осп։ исцольтова ш 

спектрофотометрический метод 11 >. который |ю<в<՝(яст непосредственно слсдип 
за ходом реакции по прирос >у окисленного кофермента рсикпип ’ГМИН 
Инкубационная смесь содержала: \П .мл П,1М трнс-мале.тшого буфера । pH 6,1 Ю. 
различные копнен фации гирознна. 500 мкМ /.1.М1И!.. 100 мкМ I А.МК Измерения 
провидя.и։ па снекгрофшо.мстрс 8рсеог<1 М-40 (\'\ТХ. При определении 
копцен|рап11Н ск:лка использовали .метод Ьрсдфорда |֊Ц.

Результаты и обсужлсннс. В первой серии экспсрпмешов были 
изучено дейепше ГАМК па акпишос п. солюбилизированной 0.2%-ным 
григоном Х-100 ГГ, выделенной из лейкоцитов крови человека в 
условиях ш хч1го при различных концентрациях субстрат реакции - 
гирознна. ГАМК проявляла ингибирующий аффект на активность 
фермента 11ри лом с увеличением концентрации субсфата возрастала
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и степень ингибирования Гак. например, при концапрации тирозина 
60 мкМ величина ингибирования составила 17%. 120 мкМ - 22%. 
180 мкМ - 29%. 240 мк.М - 42% и 360 мкМ - 63% (рис I). Для субстрата 
реакции - тирозина - были определены величины К, До добавления 
I АМ К она составила 20 мкМ. чю близко к имеющимся литературным 
։аипым |2|, и 13 мкМ ֊ после добавления ГАМК. Добавление ГАМК 
приводит к снижению максимальной скороети реакции с 310 до 
215 нмоль'.мин мг белка.

Рис.1. Влияние ГАМК па активность солюбилизированной тритоном Х-100 ТГ ил 
лейкоцитов крови человек;» при различных концентрациях тирозина.

•\У- - ГАМК 10'М,- контроль.

Для определения специфичности эффекта ГАМК изучалось ес 
влияние на акгивносн» солюбилизированной 0,2%-пым григопом 
Х-100 ТГ из гипоталамуса и полоса того «ела мозга крыс. Выявлено 
ингибирующее влияние се при всех исследуемых концентрациях 
трозина. Однако, если в экспериментах с Т1 из лейкоцитов крови 
величина шпибирования возрастала при повышении концентрация 
Iиролина, го в данном случае, несколько увеличиваясь, она затем 
снижалась. Гак. активность TI из гипоталамуса подавлялась при 
концентрации тирозина 6(1 мкМ на 64.5%. при концентрации 180мкМ- 
59%. а при копнентрации 360 мкМ величина ишибирования составила 
15% (рис.2) Актив1ЮС1Ь ТГ из полосатого тела ингибировалась 
опюсителыю меньше, но с той же закономерноеп.ю: 60 мк.М - 34.4%, 
120 мк.М - 38,1%. 1X0 мкМ -27.1%. 240 мк.М - 10,5% (рис.З). Величина 
К для трозина составляла: для фермента из гипоталамуса 45 мкМ до 
и 12 мк.М после добавления ГАМК, для фермента из полосаюго зела- 
3 3 и 30 мкМ соответственно. Следует отметить также снижение У
максимальной скорост реакции с 207 до 60 пмоль/мин mi белка ;ця 
фермента из гипоталамуса и с 315 до 218 нмоль/мин/мгбелка для ТГю 
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полосатою тела.
Таким обратом, согласно полученным .танпым, добавление I АМ К 

в концентрации 10։>М к солюбилизированной Г1 из лейкоцитов крови 
человека, гипоталамуса и полосатою тела мозга крыс оказывает 
одинаковое ингибирующее нинянис на ее активность При лом । гя ТГ 
из лейкоцитов крови человека и полоса 101 о тела мозги крыс нсличнпа 
К для тирозина не изменялась или изменялась нсишЧ1гтелыю. <։ ыя Т1 
из гипоталамуса она уменьшалась более чем втрое

Рис.2. Влияние ГАМК на активность солюбилизированной тритоном Х-ЮО ТГ из 
гипоталамуса мозга крыс при различных кониемтрацнах тирозина.

| | - контроль. К - ГАМК ГО'М

Рмо.З. Влияние ГАМК на активное:», солюбилизированной тританом X- 100 ТГ и։ полосатого
ТОГО 1.ЮЭГЛ крыс бри различных концентрациях тирозина

• контроль, \\| -ГАМК 10‘М

Полученные данные были несколько неожиданны для нас. тк как 
все ранее проведенные нами эксперименты с тканью мо и а 
свидетельствовали об активирующем эффекте ГАМК |3| Видимо, 
используемая нами концентрация i рикша Х-100 вызывала резкие 

рмапиопные изменении, следствием которых и было торможение
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активности ТГ.
Нами были исследовано также влияние ГАМК на активное՛!!» Т1 . 

выделенной из лейкоцитов и обработанной 0.1%-ным раствором -ipinona 
Х-100 и методом быстрого замораживания-размораживания. Оказалось, 
иго ГАМК ингибирует активность фермен та в меньшей civhchh и даже 
увеличивает скорость гидроксилирования гирозина, однако данные 
оказались с тати с тически недостоверными, поэтому мы сочли 
целесообразным не приводил» их в данной публикации

Таким образом, ГАМК оказываем тормозящее влияние на 
ак1Ивпос'1Ь солюбилизированных зри юном Х-100 нрелараюв II как 
nt лейкоцитов крови человека, гак и из гипоталамуса и полосатого зела 
мо и а крыс, что, по-видимому, может свидетельствовать об 
определенном сходстве этих форм фермой та.
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