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ИЗОФЕРМЕНТЫ АРГИНАЗЫ И 7-ГУАНИДИНОБУТИРАТ- 
УРЕОГИДРОЛАЗЫ В ПЕЧЕНИ КУР

Производилось фракционирование экстракта печени кур сульфатом аммония, гель
фильтрация. ионообменная хроматография (КМ-целлюлоза). Выявлено наличие инди
видуального фермента у •гуанидинобутпра т-ургогидролазы в печени кур. а также на- 
тичие четырех и коферментов аргиназы и ~-гу тнидинобутпрат-уреогидролазы, разли
чающихся между собой как по молекулярному весу, так и по наряду.

В предыдущей нашей работе, исходя из совпадения внутриклеточ- 
ной локализации аргиназы и 7-гуапидинюбутпрат-уреагидролазы, а 
также наблюдаемого акгивиро'ва'ния обеих активностей после фракцио
нирования путем дифференциального центрифугирования гомогената, бы
ло поставлено иод сомнение существование индивидуального фермента 
7-гуаниди'Нобутират-уреогидролазы, не обладающего аргиназной актив
ностью.

Мора и corp. [4] при попытке выделить очищенный (препарат 7 -гуа- 
нидинобутират-уреогндролазы из печени цыплят удалось получить (Пре
парат с высокой активностью 7 -гуанидипобутират-уреогидролазы, по не 
лишенный аргиназной активности.

(’ целью окончательного выяснения вопроса о наличии индивидуаль
ного фермента 7 -гуапидинобутпрат-уреогидролазы печени кур нами 
проводились исследования по фракционированию экстракта печени кур 
аммопий-сульфатом с определением активности аргиназы и 7-гуаниди- 
иобутират-уреогидролазы в полученных фракциях.

Матерна.I и методика. Опыты проводились 11а курах (7—9 месяцев) породы Лег
горн. Активность ферментов аргиназы и •*-гуанидинобутират-уреогидролазы определя- 
щ микродиффутонным методом Зел и геон а [51. Ферментный препарат инкубировал.। 
|ри 37'С в течение 60 мин при pH 9.5 (0.04 М глициновый буфер) в присутствии 1.-ар- 

тииина или соответственно -/-гуанидинобу ։ирата (50 мМ) и МпС12 (5 мМ) с после- 
тующим определением мочевины. Затем в пробы добавляли уреазу и образовавшийся 
аммиак определяли колориметрически с помощью реактива Винклера. Интенсивность 

• окраски определяли па ФЭК-56 при длине волны 400 ммк.
Активность фермента выражали в мкмолях образовавшейся мочевины на I г све

жей ткани.
В случае необходимости быстрого определения активное 111 ферментов пользова- 

нсь менее продолжительным методом Арчибальда в модификации Мора и Кауфман.։ 
[31. Ферментный препарат прединкубнровали 15 мин в атмосфере воздуха при 37 С, <а- 
тем инкубиро! али 20 мин при 37'(' в 0.04 глициновом буфере (pH 9.5) в присутствии 
1. ар1ииина или -- туанидинобу।ирата (0,7 М), М||С12 (0,5 М). Образующаяся мочеви- 

'на с диацетилмоиоксимом даст желтое окрашивание, по интенсивности которого судят 
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о количестве ее. Пробы колориметрировали на СФ-4 при длине волны 478 мм За еди
ницу активности принимали такое количество фермента, которое в течение I мин в ус
ловиях эксперимента расщепляет I мкмоль субстрата. Белок определяли по методу 
Лоури. [2].

В I серии опытов гомогенат подвергали двукратному замораживанию и оттаива
нию с последующим нагреванием при 60 С 5 мин. После этого центрифугировали при 
18060 об/мин 30 мин н в полученном супернатанте определяли активность обоих 
ферментов.

При подобной обработке гомогенатов активность обоих ферментов переходит в су
пернатант. В дальнейшем этот экстракт подвер. дли дробному осаждению аммоний 
сульфатом.

Рис. 1. Аргиназная и -/-гуанидинобутирзт-уреоги дрола шая активности 
фракций, полученных при дробном осаждении экстракта печени кур суль

фатом аммония (прирост мочевины в мкмоль/г свежей ткани).

Как видно из рис. 1, при осаждении аммоний-сульфатом при 0.1 на
сыщении [1], а также при насыщении 0.1—0.5 получается препарат, об
ладающий 7-гуаниди'нобутират-урео1гидролазной активностью и почти 
лишенный аргиналиой. В этом препарате соотношение -.•-гуапидпнобути- 
Рат-уреогпдродазпой активности к аргиназной равняется 19:1 (при 0,1 
насыщении), 2:1 (при насыщении 0,2) и 20:1 (при насыщении 0,4—0,5), 
тогда как в гомогенате — 4:1 и во фракциях, осаждаемых сульфатом ам
мония при насыщении 0,2—0,4, - 3:1. Это свидетельствует о том, что з 

9
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печени кур, по-видимому, имеются индивидуальные ферменты как 
7-гуанидипобутират-уреогндролазы, так и аргиназы, ибо в противном 
случае соотношение двух активностей не должно меняться. Хотя во 
фракциях, полученных в двух крайних насыщениях сульфатом аммония 
(ниже 0,1 и выше 0,4), содержится преимущественно 7 - гуанидин обути- 
рат-уреогидролазная активность, однако для окончательного решения 
индивидуальности фермента 7 -гуанидинобутпрат-уреогидролазы нами 
были продолжены опыты по фракционированию белкового препарата, 
осажденного из экстракта печени при 0,2—0,4 насыщении сульфатом ам
мония и содержащего основную активность как А-гуанидинобутират- 
уреотидролазы, так и аргиназы.

В следующей серии опытов фракцию, полученную при 0,2— 0,4 на
сыщении аммопий-сульфатом, подвергали тепловой и холодовой обра
ботке. Приведенные в таблице данные показывают, что после двукратно-

Т а б л и ц а
Аргиназная и ,-гуанидинобутират-уреогидролазная активность экстрактов

печени кур, фракционированных сульфатом аммония

Стадии обработки Аргиназа (-гуанидинобути- 
ра г-уреогидролаза

Фракция (насыщение аммонии сульфатом 0,25 0,35)
Двукратное замораживание и оттаивание
Нагревание при 6н С 10 мин
Замораживание и оттаивание 1
Замораживание и оттаивание II
Замораживание и оттаивание III

68
65

0 
О
0 
О

340
110
44
44
44
44

го замораживания этой фракции с последующим нагреванием ее при 
60°С в течение 10 мин исчезает аргиназная активность, тогда как -гуа- 
динобутнрат-уреогидролазная активность, правда понижаясь, сохра
няется.

Интересно, что 7-гсанндинобутпраг-урсогидролазная активность не 
меняется в течение последующего трехкратного замораживаня и оттаива
ния. Таким образом, удалось получить активный препарат 7-гуанпдипо- 
бутират-уреогидролазы, лишенный активности аргиназы. Ио так как при 
подобной обработке, хотя и исчезает аргиназная активность, одновре
менно теряется и значительная часть 7-гуанидинобутират-уреогидрола- 
зы, возникает сомнение о возможной 'инактивации предполагаемого՛ изо
фермента, обладающего обеими активное! я ми, который в течение тепло
вой и холодовой обработки, описанной выше, теряет свою аргиназную 
активность. С целью внесения ясности в этот вопрос проводилась гель
фильтрация этой фракции (насыщение аммоний-сульфатом 0,2—0,4) ил 
сефадексе 0-200. На рис. 2 видно, что при этом получается один пик, об
ладающий активностью как аргиназы, так и 7 -гуанидинобутират-урео- 
Iидролазы.
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Рис. 2. Гель-фильтрация на сефадексе С-200 фракции экстракта печени 
кур. полученной при 0,2—0,4 насыщении сульфатом аммония.

При нанесении экстракта гомогена та на колонку с сефадексом (бе * 
предварительного высаливания аммоний-с\ льфатом) проявляются два 
ника, обладающие обеими активностями (рис. 3), причем в пике, соот-

I
110 •’

Рис. 3. Гель-фильтрация на сефадексе 0-200 экстракта гомо1ената т 
чени кур.

ветствующем высокомолекулярным белкам, 7-гуанидинобх тиратрео- 
гидролазная активность выражена значительно больше, чем аргиназная, 
тогда как в пике низкомолекулярных белков отмечается обратное соот
ношение активностей.



При сравнении кривых рис. 2 и 3 можно прийти к заключению, что 
при насыщении аммоний-сульфатом от 0 до 0,25 осаждались ферментные 
фракции (обла чающие активностями аргиназы и 7 ֊гуанпдинобутират- 
урсогидролазы) с низким молекулярным весом.

При хроматографировании экстракта гомогената на колонке с КМ- 
целлюлозой (рис. I) получается также два пика со смешанными актпв-

Рис. 4. Хроматография экстракта печени кур на колонке с КМ-целлюлозой.

Рис 5 Хроматография на КМ-целлюлозе большого ника, полученного при 
гель-фильтрации экстракта печени кур на сефадексе 0-200.
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костями, причем в первом из них преобладает 7‘Гузиидипобутират- 
уреогидролазная активность, а во втором аргиназная. Интересно, что 
при хроматографии -на КМ-целлюлозе пика активностей, соответствую
щего белкам с высоким молекулярным -весом (полученный при гель
фильтрации экстракта печени), получаются также два четко выражен
ных -пика, обладающих обеими активностями, причем они по заряду 
идентичны пикам, полученным при хроматографии экстракта печени 
кур. Эти данные свидетельствую! о то-м, что пик с большим молекуляр
ным весом состоит из (Изоферментов с различным зарядом белка. При 
сравнении кривых рис. 4 и 5 можно также заключить, что, по-видимомх 

и 

и иик с низким молекулярным весом соеюит из изоферментов с различ 
ными нарядами, так как соотношение изучаемых активностей в пиках, по
лученных при хромагографип экстракта печени кур, отличается от соО1 
ношения активное гей в никах, полученных при хроматографии белков • 
высоким молекулярным весом (большой пик, полученный при гель-филь- 
1 рации экстракта).
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II. մ փ ո փ и ւ մ

Հավերի լյարդում աոանձին *( ~ դո ւ ան ի դին ո բ ո ւսւ ի րա տ ո ւ րե ոհ ի դրո լա դա յր 

դո յալլան էդ ա րդ ա ր ան մ ան նպատակով կատարվել են հավերի լյարդի էքս~ 
տրակտի ֆրակցիոնացում ամ ոնիում սուլֆատով, մելֆիլտրացիայով (սեֆսւ֊ 
դերս Հյ֊ՀՕՕյ, ինչպես նաև իոնուիոխ անակային քրոմատոդրաֆիայով 

ցեյյուլոզա )։
Փորձերր ապացուցում են, որ Կավերի լյարդու մ դոյա/էյուն ունի աոանձին 

Հ - դո լ ան ի դին ո բ ո ւ տ ի րա սւ ո լ րե ո > ի դր ո լա դա ։ // իա ժ ա մ ան ա կ եդրակացվում է ,
որ հավերի ((արդի էքստրակտում դոյություն ունեն արդինադայի և Հ-դաանի֊ 
դ ին ո ր ո ւ տ ի րա տ ո ւ ր ե ո Հ ի դ ր ո (ա դ ա յի 4 իղոֆերմ ենտներ, ոլանր միմյանցից տար

բերվում են մսլեկու((ար կշռով ե լ ի ց ր ե ր ի մեծությամբ:
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