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К вопросу регуляции активности ферментов, принимающих 
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Многочисленные исследования, проведенные за последние годы,
показали важную роль процессов фосфорилирования и дефосфорили
рования ряда физиологически активных белков, в том числе и
ментов, в механизме регуляции их активности и метаболических про
цессов. Исследованиями ряда авторов ('՜3) установлено, что при фос-
։» орилировании активность некоторых ферментов, как фосфорилаза
«Ь», щелочная фосфатаза и др повышается, а других, как гликоген-
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синтетаза, пируватдегидрогеназа, дрожжевая глутаматдегидрогеназа 
и др., понижается (3՜5). Обратное явленйе наблюдается при их де
фосфорилировании. В процессах фосфорилирования белков активное 
участие принимают протеинкиназы. Циклически-аденозинмонофосфат 
(сАМФ)-зависимая протеинкиназа, о чем будет идти речь в настоя
щем сообщении, состоит из регуляторной и каталитической субъеди
ниц. сАМФ, связываясь с регуляторной субъединицей, отщепляет ее
от холофермента, в результате чего проявляется активность катали
тической субъединицы, что приводит к усилению процессов фосфори
лирования белков (б). В животных тканях обнаружен белковый ин
гибитор этого фермента (7). В литературе имеются также сообщения 
о тормозящем действии диамида (бис-диметиламид-азодикарбокисло- 
вой кислоты) на активность сАМФ-зависимой протеинкиназы (8). Со
держание сАМФ в животных тканях регулируется активностью двух 
энзиматических систем: аденилатциклазной и сАМФ-фосфодиэстераз- 
ной. Первая из них катализирует образование сАМФ из АТФ, а вто
рая осуществляет его распад. Дефосфорилирование белков происхо
дит при участии фосфопротсинфосфатазы (ФПФ-аза). В зависимости
от физиологического состояния живого организма активность про
теинкиназы и ФПФ-азы изменяется, что приводит к соответствующим
сдвигам в сторону усиления фосфорилирования или дефосфорилиро
вания белков. Показано, что под действием адреналина, глюкагона,
паратиреоидного, антидиуретического и других гормонов повышается 
активность сАМФ-зависимой протеинкиназы.

Рансе нами было установлено, что при повышении содержания 
АТФ в почечной ткани (инкубация срезов в условиях высокого пар
циального давления кислорода) усиливается связывание меченого 
фосфора 732-Р-АТФ с почечными белками, что сопровождается повы
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шением активности ферментов, осуществляющих деаминирование ря
да Г-аминокислот(глутамат, аспартат, орнитин). Обратное явление 
имеет место при понижении количества АТФ(инкубация срезов в ус
ловиях низкого парциального давления кислорода, в присутствии dl- 
этионина и обнаруженного нами сывороточного ингибитора (9- |0). Ре
зультаты этих исследований дали нам основание высказать мнение о 
том, что активность ферментов, осуществляющих деаминирование 
указанных аминокислот, регулируется фосфорилированием и дефос
форилированием.

Имея в виду вышеизложенное, мы проводили ряд исследований по 
изучению действия активатора сАМФ-зависимой протеинкина- 
зы(сАМФ) и специфического белкового ингибитора 'этого фермен
та (кристаллический, sigma), диамида, а также ФПФ-азы в проявле
нии каталитической активности ферментов, принимающих участие в 
процессах деаминирования ряда Г-аминокислот(глутамат, аспартат, 
орнитин) в срезах коркового слоя почек. Об активности этих фермен
тов судили по скорости образования аммиака из соответствующих 
аминокислот. Изучали также влияние ФПФ-азы и протеинкиназы на 
активность кристаллической глутаматдегидрогеназы (ГДГ). Опыты 
проводили со срезами коркового слоя почек белых крыс, которые (по 
100 мг) инкубировали в Кребс-Рингер-бикарбонатном буфере (2 мл) 
в течение одного часа при t—37°. На каждую пробу добавляли: ами
нокислоты—по 16 мкМ, протеинкиназу—30 ед., ФПФ-азу—1 мл элюат, 
белковый ингибитор протеинкиназы—8 ед., диамид—20 мкМ. Аммиак 
определяли микродиффузиоиным методом по Конвс, с последующим 
колориметрированием после добавления реактива Несслера. Актив
ность ГДГ определяли спектрофотометрическим методом Шмидта по 
изменению величины экстинкции при длине волны 340 нм. Почечная 
ФПФ-аза (из коркового слоя) почек белых крыс подвергалась частич
ной очистке по методу, описанному нами ранее (").

Как показывают результаты опытов, приведенные в табл. 1. до
бавленный к инкубируемой среде сАМФ в концентрации 10՜՜4 М сти
мулирует деаминирование L-глутамата (на 23,3%), L-аспартата (на 
33%) и L-орнитина(на 26,3%) в срезах коркового слоя почек. Эти 
данные дали нам основание считать, что сАМФ-зависимая протепнки- 
наза вовлекается в процессы деаминирования указанных аминокис
лот. В последующих опытах изучали действие ингибиторов этого 
фермента на деаминирование некоторых Ь-аминокислот.

Из данных табл. 1 видно, что под действием специфического бел
кового ингибитора протеинкиназы отмечается четкое подавление про
цессов деаминирования указанных аминокислот. Подобное явление 
наблюдается и в присутствии другого ингибитора этого фермента— 
диамида. Известно, что экстракт почечной ткани обладает высокой 
ФПФ-азной активностью, которая, принимая активное участие в про
цессах дсфосфорилирования белков, в том числе и ферментов, оказы
вает регулирующее действие на их каталитическую активность. В 
связи с этим мы изучали действие указанного экстракта и препарата 
частично очищенной ФПФ-азы из почечной ткани (корковый слой) на 
деаминирование аминокислот в срезах почек. Как видно из табл. 2, 
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под действием как экстракта почек, так и частично очищенного пре
парата ФПФ-азы наблюдается выраженное подавление дсаминирова- 
ния аминокислот. На рисунке показаны изменения реаминирующей и 
деаминирующей активности кристаллической ГД Г под действием экс
тракта почек. Как видно экстракт почечной ткани подавляет актив
ность ГДГ, причем это в более выраженной форме проявляется в от
ношении реаминирующей способности ГДГ. В присутствии протеин- 
киназы сАМФ и АТФ подавляющий эффект экстракта в значитель
ной мерс снимается. После термообработки экстракта (выдержка при 
1 = 96° в течение 15 мин) его подавляющий эффект исчезает.

гимик>

Влияние экстракта коркового слоя почек иа активность глутаматдегидрогеназы: А — 
реаминирующая способность; Б—деаминирующая способность; /—контрольный опыт; 
2—действие нативиого экстракта почек; 3—нативный экстракт почек + протеннкина- 

за + сАМФ + АТФ; 4—действие термообработанного экстракта почек

Результаты исследований, приведенные в настоящем сообщении,
говорят в пользу ранее высказанного нами мнения о том, что актив
ность ферментов, принимающих участие в реаминировании Ь-глута- 
мата, Ь-аспартата и Ь-орнитина, регулируются фосфорилированием и 
дефосфорилированием. Как было показано, сАМФ, действие которого 
осуществляется посредством влияния на протеинкиназу и фосфорили
рования белков, в том числе и ферментов, стимулирует процессы деа
минирования вышеуказанных аминокислот в срезах почек. С другой 
стороны, подавление активности протеинкиназы под действием соот
ветствующих ингибиторов, в том числе и под действием специфичес
кого ингибитора этого фермента, приводит к торможению деаминиро
вания указанных аминокислот. Подобный эффект наблюдается и под 
деиствием препаратов ФПФ-азы, которая осуществляет дефосфори
лирование белков.

Ранее нами было установлено, что в условиях, приводящих к по
вышению содержания АТФ в почечной ткани, связывание меченого 
фосфата 7',а-Р֊АТФ с белками этой ткани возрастает, что сопровож- ՛ 
дается повышением активности ферментов, осуществляющих деами
нирование глутаминовой, аспарагиновой кислот и орнитина. Обрат
ное явление наблюдается при понижении содержаний АТФ и под 
действием фосфопротеинфосфатазы (усиление дефосфорилирования 
белков и снижение активности аминокислотдеаминирующих фермен
тов).
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Таблица /
Влияние активатора и ингибиторов сАМФ-зависимой протеинкиназы 

на образование аммиака из некоторых Ь-амниокислот 
в срезах коркового слоя почек 
(средние данные из 6 опытов)

Условия опыта
Количество аммиака, мкмоль г . 

ткани/ч

глутамат аспартат орнитин

Контроль
-^сАМФ
-{-белковый ингибитор протеинкиназы
-֊ диамид

6,0±0,8
7»4±0»3
3.0±0,2
4.2±0,5

10,6±1.1
14.1 +р,5
6.0±0,7
6 >3 х 0 »8

13.7±1,3 
17 »3± 0 »9 
10,6 + 0,8
8,7 +1,1

Таблица 2
Влияние экстракта коркового слоя почек 

и частично очищенной ФПФазы на образование аммиака из 
Ь-аминокислот в срезах коркового слоя почек 

(средние данные из 4 опытов)

Условия опыта
Количество аммиака, мкмоль/г 

ткани/ч

глутамат аспартат орнити н

Контроль
Срезы-|-экстракт коркового слоя 

почек
Срезы֊)-ФПФаза

6.1 ±0.5

1,7 + 0,1 
0,8 ±0.05

10,3± 1,2

5,5 + 0,6
4.1 ±0.5

12,3 +1>6

7,0±0,9
5 »9± 0 »9

Интересные результаты были получены с кристаллической ГДГ.
Фосфопротеинфосфатаза подавляет активность ГДГ, а сАМФ-зависи-
мая протеинкииаза снимает этот эффект. В наших других исследова
ниях было установлено, что под действием ФПФ-азы из ГДГ отщеп
ляется неорганический фосфат. Таким образом, на новом материале 
было показано, что в почечной ткани млекопитающих (белые крысы) 
активность ГДГ, а также ферментов, осуществляющих деаминирова-
нне Ь-аспартата и Ь-орнитина, регулируется фосфорилированием и
дефосфорилированием, причем фосфорилирование приводит к повы-II
шению их активности, а дефосфорилирование—к снижению.

В физиологических условиях между фосфорилированием и де
фосфорилированием ферментов (а также и других физиологически ак
тивных белков) существует кинетическое равновесие и соотношением 
их действия определяется степень активности этих ферментов (и фи
зиологически активных белков).
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Երիկամային հյուսվածքում որոշ ամինաթթուների ղեամինացման 
պրոցեսներին մասնակցող ֆերմենտների ակտիվության կւսնոնավորմ 

հարցի շուրշը

Ստացված տվյալները 3Ոլ19 ^ն տվ^Լ> ո Ը սՒ^էՒ^ ա դենո դինմ ոնոֆոս֊ 
ֆատ֊կախ յա լ պրոտեինկինազայի ակտիվատոր' ց ի կ լի կ ադենոդին մ ոնոֆոս֊ 
ֆատը խթանում է, իսկ այդ ֆերմենտի սպիտակուցային բնույթի սպեցի
ֆիկ ինհիբիտորր և դիամիդը ընդհակառակը, ճնշում են որոշ Լ֊ամինաթր- 
թուների (դլուտամատ, ասպարտատ, օրնիտին) դե ամինացումը սպիտակ առ֊ 
նեաների երիկամային հյուսվածքում (կեդևային շերտ)։ Մյուս կողմից, երի֊ 
կամի կեղևի էքստրակտ ը, որը հարուստ է ֆո սֆո պրոտ եինֆո սֆատա զա յով 
և այդ ֆերմենտի մասնակի մաքրված պրեպարատը, որը իրականացնում է 
սպիտ ակոլցների դե ֆո սֆ ո ր ա ց ո ւմ ը, ճնշում են վերոհիշյալ ամինաթթուների 
դեամինացման պրոցեսները։ Մաքուր (բյուրեղային) դլո ւտ ա մ ա տ դ եհ ի դր ո դե- 
նաղայի հետ կատարված փորձերր ցույց են տվել, որ երիկամի էքստրակտը 
զցալի լափով ճնշում է այդ ֆերմենտի ա կտիվոլթյոլնր, իսկ ավելացրած 
պ ր ո տ ե ին կ ին ա զան (ԱՏՖ֊ի հետ միասին) կանխում է ա (դ արդելակումր:

Ստացված տվյա լներր հաստատում են նախկինում մեր կողմից արտլս-
հայտած այն տեսակետը, որ երիկամային հյուսվածքում վերոհիշ լա լ ամի
նաթթուների իըեամինացմ ան ը մասնակցող ֆերմ ե\նտների ակտիվությունը 
կանոնավորվում է նրանց ֆոսֆրրացմամբ և դեֆո սֆ ո ր ա ց մ ա մ բ, ընդ որում 
■ֆոսֆորացումը նպաստում է նրանց ակտիվութ յան բարձրացմանը, իսկ դե
ֆո ս ֆ ո ր ա ց ո ւմ ր' իջեցմանը։ . '
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