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В предыдущих исследованиях нами было установлено, что при 
добавлении к гомогенатам мозга крыс аденозинтрифосфата (АТФ) и 
гексокиназы в присутствии глюкозы и янтарной кислоты происходит 
интенсивное образование аммиака. Выход аммиака составлял 85% от 
содержания аминоазота, добавленного АТФ (1). Мы склонны были 
объяснять это явление регенерированием АТФ в условиях окисли­
тельного фосфорилирования. Однако в ходе дальнейших эксперимен­
тов мы столкнулись с интересным фактом. Оказалось, что прирост 
аммиака под действием гексокиназы в гомогенатах мозга наблюдается 
при добавлении АТФ, а также других адениннуклеотидов, и в от­
сутствии глюкозы и янтарной кислоты.

Как видно из данных, представленных в 
гексокиназы приводит примерно к одинаковому
ции аммиака из 
(АДФ) и АТФ.

табл. 1, добавление 
увеличению продук- 

аденозиндифосфатааденозинмонофосфата (АМФ),

Таблица I
Влияние гексокиназы на образование аммиака (в мкг М 

на пробу) из адениннуклеотидов в гомогенатах 
головного мозга крыс

Условия опыта Содержание 
аммиака

Гомогенат
Гомогенат 4֊ гексокиназа
Гомогенат 4֊ АТФ
Гомогенат 4- АТФ 4- гексокиназа
Гомогенат 4- АДФ
Гомогенат 4- АДФ 4՜ гексокиназа
Гомогенат 4֊ АМФ
Гомогенат 4- АМФ 4՜ гексокиназа

28,5 (6)
54,3 (б)
55,3 (6)

142,0 (6)
50,65 (6)

157,9 (6)
46,8 (6)

165,2 (6)

Объем реакционной смеси 2 мл: 1 мл 20-процентного 
гомогената 4՜ 0-5 мл 0,2 М Тг1$—НС1 буфере pH 7,4 4-0,5 мл 
раствора, содержащего по 14 мкмоль АТФ, АДФ или АМФ 
и 1,5 мг кристаллической гексокиназы. Инкубация—при 37° 
в аэробных условиях.
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Мы предположили, что применяемые нами препараты дрожжевой 
гексокиназы (Hexokinase type III GMBH & Co. Munchen, Hexokinase 
type 11 and 111 Sigma Chemical Company) обладают деаминазной ак- 
тивностыо в отношении аденинмононуклеотидов или являются него­
могенными и содержат некоторое количество адениловых соединений. 
Впоследствии было установлено, что при инкубировании гексокиназы 
с АМФ, АДФ или АТФ без ткани не отмечалось образования аммиака, 
что свидетельствует о том, что гексокиназа пе проявляет деаминазной 
активности. Для того, чтобы исключить участие глюкозы в эффекте 
гексокиназы, дальнейшие эксперименты были поставлены на митохон­
дриальной фракции мозга, в которой содержание глюкозы незначи­
тельно. Кроме того, но литературным данным, в очищенных мито­
хондриях гликолиз почти не протекает С2՜5). Результаты исследований, 
приведенные в табл. 2, показывают, что гексокиназа способствует 
интенсивному выделению аммиака из адениннуклеотидов и в мито­
хондриальной фракции. Так, например, из А1Ф при инкубации в 
Tris—НО буфере образуется 13,95 мкг N на 1 мг белка, а в присут­
ствии гексокиназы —44,55 мкг N на 1 мг белка, т. е. количество ам­
миака увеличивается более, чем в 3 раза. Добавление глюкозы в этих 
условиях не влияет на продукцию аммиака из АТФ. Интересно отме­
тить, что гексокиназа почти не действует па образование аммиака из 
аденозина и никотинамидадениндинуклеотида, таким образом она изби­
рательно влияет на ферменты, деаминирующие аденинмононуклеотиды. 
Как видно из полученных результатов, сведенных в табл. 2, сама 
гексокиназа продуцирует некоторое количество аммиака при инкуба­
ции с митохондриальной фракцией мозга. Как уже было отмечено, 
это может происходить вследствие наличия примесей адениннуклео­
тидов в применяемых препаратах гексокиназы. Однако, это предпо­
ложение отпало, так как препараты используемой нами гексокиназы 
не обладали оптической активностью в ультрафиолетовых лучах при 
/.= 260 ммк, являющейся максимальной зоной поглощения для аде­
ниловых соединений. Вполне вероятно, что прирост аммиака в опы­
тах с добавлением гексокиназы без адениннуклеотидов обусловлен 
ее влиянием на эндогенные адениловые соединения. Результаты, по­
лученные нами при инкубации прокипяченной митохондриальной 
фракции в присутствии АМФ, АДФ или АТФ и гексокиназы, свиде­
тельствуют об отсутствии образования аммиака в этих условиях и 
подтверждают данные о том, что гексокиназа не обладает деампназ- 
ной активностью в отношении адениннуклеотидов (табл. 2 и 3). 
1 ексокиназа не оказывает влияния на продуцирование аммиака после 
кипячения, что указывает на то, что этот эффект связан с ферментатив­
ными свойствами препарата (табл. 2). Гексокиназа не вызывает при՜ 
j) сга аммиака также в опытах с диализированной митохондриальной 
Фракцией (табл. 2). Она не активирует продуцирование аммиака из 
адениловых соединений и тогда, когда к прокипяченной митохон­
дриальной фракции добавляется АМФ-аминогидролаза (табл. 3). Нами
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Таблица 2
Влияние гексокиназы на образование аммиака (в мкг \т на мг белка) из адениловых соединений в митохондриальной

Инкубация—60 мин.

Перед инкубацией гексокиназа 
прокипячена 10 мин. при 
100°С. Инкубация—60 мин.

Перед инкубацией митохондрии 
прокипячены 15 мин. при I 
92°С. Инкубация —60 мин.

Митохондрии диализировали 
24—28 ч. против 0,25 М ра­
створа сахарозы. Инкуба­
ция -60 мин

фракции мозга крыс

4

6,08 
(8)

6,45 
(8)

3,28 
(6)

3.41 
(8)

10,7 
(8)

13,95 
(8)

8,25 13,61
(8) (8)

5.92 
(6)

3,95 
(6)

6,11 14,2
(8) (8)

44,55 
(8)

15,9 
(8)

6,28 
(6)

16,61 
(8)

13,8 
(8)

43,4 
(8)

15,4 
(8)

15,25 
(8)

2,98 
(6)

14,51 
(6)

38,15 
(8)

18,04 
(8)

(6)

16,58 
(8)

15,6 
(6)

20,75 
(6)

9,42 
(5)

12,06 
(5)
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использовался фермент, выделенный из дрожжей, выпускаемый Sigma 
Chemical Company. Следовало полагать, что отсутствие эффекта гексо-
киназы связано с разрушением при кипячении или удалением при 
диализе каких-то низкомолекулярных соединений. Для выяснения

Таблица 3
Влияние гексокиназы на образование 
аммиака из АМФ в прокипяченной
митохондриальной фракции мозга

в присутствии АФМ-аминогидролазы

Условия опыта
NH3 в мкг N 

на 1 мг 
белка

этого вопроса мы обрабатывали 
митохондрии 2,5 н. НС1 в тече­
ние 1 часа при комнатной тем­
пературе, подвергали центрифу­
гированию и надосадочную жид­
кость после нейтрализации 2,5 и. 
КОН добавляли к диализирован­
ной митохондриальной фракции.

АМФ (5 мкмоль)
АМФ (5 мкмоль) ф гексоки - 

наза (1 мг)
АМФ 4- АМФ-аминогидро- 

лаза (4 ед.)
АМФ 4՜ АМФ-аминогидро- 

лаза-f- гексокиназа

1,25 (6)

1,05 (6)

7,56 (6)

8,04 (6)

Однако и в этих условиях не 
происходило заметного увеличе­
ния аммиака из адениннуклеоти- 
дов в присутствии гексокиназы 
(табл. 4). Полученные данные 
свидетельствуют о том, что низ-

Инкубация--20 минут в 0,2 М Tris—
НО буфере pH 7.4.

комолекулярные вещества, уда­
ляющиеся при диализе митохон­
дрий и необходимые для обра-

зования аммиака из адениннуклеотидов в присутствии гексокиназы 
и митохондрий, являются кислотолабильными соединениями.

Таблица 4 
Образование аммиака из АМФ и АДФ 

в диализированной митохондриальной 
фракции при добавлении к ней

надосадочной жидкости, полученной 
при обработке митохондрий 2.5 и. НС1. 
Инкубация-60 мин. в 0.2 М Тг15֊НС1

буфере pH 7.4

Таблица 5 
Влияние гексокиназы на образование 
аммиака в диализированной митохон­

дриальной фракции мозга при 
добавлении к ней лиофилизированно. с 

диализата.
Инкубация —60 мин. в 0,2 М Tris—НС* 

буфере pH 7,4

Условия опыта
NH3 в мкг 
N на 1 мг 

белка
Условия опыта

NH3 в мкг
N на 1 мг 

белка

АТФ (14 мкмоль)
АТФ 4-гексокиназа (1,5 мг) 
АТ Ф 4՜ надосад, жидкость 
АТФ 4՜ надосад. жидкость4~ 

4-гексокиназа
АМФ (14 мкмоль)
АМФ 4՜ гексокиназа
АМФ 4՜ надосад, жидкость
АМФ 4֊ надзеад. жид­

кость -ф гексокиназа

14,2 (6) 
17,1 (6)
15,3 (6)

20,14 (6)
12.8 (6) 
14,62 (6)
17,8 (6)

21.6 (6)

АМФ (14 мкмоль)

АМФ 4~гексокиназа (1,5 мг)
АМФ4-лиофилизат
АМФ 4՜ гексокиназа 4՜ лио­

филизат
АТФ (14 мкмоль)
АТФ4֊гексокиназа (1,5 мг)
АТФ 4- лиофилизат
АТФ 4- гексокиназа 4՜ лио­

филизат

11,92 (6) 
15,21 (6) 
12.06 (6)

24,08 (6) 
13,76 (6) 
15,08 (6) 
13,81 (6)

22,21 (6)

В следующей серии опытов, 
в табл. 5, к диализированной

результаты которых представлены 
митохондриальной фракции добав*
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лялся диализат, собранный нами при многократном диализе и про- 
лиофилизированный в аппарате КФ-30. В этих условиях гексокиназа 
вновь приобретает свойство активировать продуцирование аммиака из 
добавленных адениннуклеотидов, правда, несколько в меньшей сте­
пени, чем в опытах, в которых гексокиназа добавлялась к недиали- 
знрованной митохондриальной фракции. На основании проведенных 
исследований мы пришли к выводу, что эффект гексокиназы связан 
с ферментативными свойствами препарата и может быть опосредство­
ван какими-то лабильными низкомолекулярными эндогенными соеди­
нениями. Подлежит изучению действие гексокиназ, выделенных из 
различных тканей, на деаминирование адениннуклеотидов, так как, по 
литературным данным, гексокиназы дрожжевого происхождения и 
тканевые 1ексокиназы не идентичны по ряду свойств (6).

Известно, что гексокиназа в мозгу локализована, в основном, в 
митохондриальной фракции (7*8), а очищенные митохондрии не обла­
дают гликолитической активностью. В этой связи полученные резуль­
таты представляют определенный интерес, так как функция ключе­
вого фермента гликолиза — гексокиназы в митохондриях мозга яв­
ляется не совсем ясной.

Институт биохимии
Академии наук Армянской ССР

Հայկական ՍՍՀ ԳԱ ակադեմիկոս Հ. Խ. ՐՈԻՆՅԱԹՅԱՆ. Ա. Վ. ՀԱՐՈՒԹՅՈՒՆՅԱՆ

հւմորասնկային հեքսոկինադայի ազդեցությունը ադենիննուկլեոտիդներից
ամոնիակի աւսսջացման ւ|րւս ուդեղային հյուսվածքում

Այս աշխատանքում ուսումնաւ-իրվել է հ ե րս ո կին ա զայի ազդեցությունդ ա դեն ինն ո լկ լե ո տ ի դ֊ 

ներից (ԱՄՖ, ԱԴՖ, ԱՏՖ) ամ ոնիակի առաջացման վթա ճաղարների ուղեղի միտոքոնդրիա՛ 

ֆրակցիայում։ Ցույց Լ տրվել, որ հ եքսո կինազան նպաստում է նշված միացությունների ինտեն­

սիվ ղեամինացմանր։ Եակաւն Հ ե ր ահ։ կ ին ա ղան ավելացված ԱՄՖ֊ից, ԱԴՖ-ից և ԱՏՖ֊ից ամո­

նիակի աոաջացմ ան պրոցեսի վրա ակտիվացնո ղ ազդեցություն չի թողնում ֆերմենտի եռացման, 
դիա/իզի, ինչպես նաև մ իտ ոքոնդրիտնե րր եռացնելու դեպքում։ Երբ դիալիզված մ իտոքոնդրիա- 

նե րին ավելացվում է լիոֆիլիղա ց րվ ած ղիաչիղատր 9 այդ դե պքում Հեքսոկինազան կրկին նպաստում 
է ամոնիակի առաջացմանդ ադենիննուկլեոտիղներից։ Այդ ցույց կ տալիս, որ հ ևքս ո կ ին ա զա յ / 

էֆեկտդ կապված է ինչպես նրա ֆերմենտատիվ Հատկության, նույնպես և միտոքոնղրիալ ֆրակ֊ 

շիայում առկա դի ա լի ղվ ո ղ միացությունների Հետ։
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