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ПУТИ КАТАБОЛИЗМА АРГИНИНА У АЭРОБНЫХ ИНФУЗОРИИ 
PARAMECIUM MULTIMICRONUCLEATUM

Установлено, что катаболизм аргинина у инфузорий Р. multimicronucleatum осу
ществляется как аргиназой, так и аргиниидеиминазой. Орнитиновый цикл у этих ин
фузорий отсутствует. При фракционировании аргиназы обнаружены два пика. Суб
стратная индукция фермента приводит к резкому повышению активности изофермента, 
элюируемого с высокомолекулярными белками, а активность второго пика остается 
почти на прежнем уровне.

В настоящее время является общеизвестным существование в при
роде двух форм аргиназ: одна—уреотелическая, которая встречается 
лишь у уреотелических организмов и участвует в механизме нейтрали
зации аммиака, другая—неуреотелическая, которая имеет очень широ
кое биологическое распространение, в эволюционном отношении явля
ется древним ферментом и не связана с циклом мочевинообразования.

Доказывается наличие пеуреотелической аргиназы во внепеченоч
ных органах уреотелических животных и даже совместное присутствие 
обеих форм в печени уреотелических организмов [1].

Предполагается, что пеуреотелическая аргиназа может лимитиро
вать содержание в тканях аргинина, цитруллина, мочевины и одноза- 
мещенных гуанидиновых соединений, избыточное содержание или от
сутствие которых нарушает метаболизм клетки [2, 3]. Возможно так
же участие этой аргиназы в биосинтезе гистонов в ядрах клетки путем 
лимитирования содержания аргинина [2, 3]. В некоторых организ
мах, по-видимому, аргиназа функционирует в направлении обеспече
ния необходимым субстратом (орнитином) биосинтез пролина и глута
мата [4—6].

Пути биосинтеза и катаболизма аргинина у инфузорий изучены 
весьма недостаточно. Имеются указания, что у инфузорий Tetrahyme- 
na pyril'ormis аргинин катаболизируется аргининдеиминазой [7], у 
Clostridium botulinum [8], наряду с аргининдеиминазным, обнаружен 
также трансимидиназный путь распада аргинина.

Целью данной работы являлось изучение наличия орнитинового 
цикла и путей катаболизма аргинина у аэробных инфузорий Р. multi
micronucleatum, исследовались также субстратная индукция и изоэн- 
зимный спектр аргиназы.

Материал и методика. Объектом исследования служили свободиожнвущие инфу
зории Р. ти1Пписгопис1еа1ит, которые выращивались на салатной среде, описанной 
памп ранее [9]. Инфузории гомогенизировались в 0,1 М калий фосфатном буфере,
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.pH 7,2, в стеклянном гомогенизаторе типа Поттер-Эльведжема. Аргиназная актив
ность определялась в препаратах путем инкубирования их при 37°С в течение 60 мин 
(0,2 М глициновый буфер, pH 9,5) в присутствии 1-аргинина (50 мкмоль) и МпС1., (5 

мкмоль) с последующим определением образовавшейся мочевины уреазным методом 
[10]. При фракционировании аргиназы применялся быстрый метод определения мо 
чевины'|ПО Арчибальду [11].

Аргининдеиминазная активность определялась по методу Огинского [12]. Инку
бационная смесь содержала 100 мкмоль 1-аргинина (pH 9,3). '200 мкмоль глицината 
гатрия (pH 9.3) и гомогенат инфузорий. Общий объем смеси—3 мл. После 30 мни 
инкубации при 37°С реакция приостанавливалась 0.3 мл 60% НС1О4 и определялось 
количество аммиака микродиффузионным методом Зелингсона в модификации Сила
ковой и др. >[10].

Синтез цитруллина изучали в условиях, описанных Браунштейном и сотр. [13]. 
Цитруллин определяли калориметрическим методом Арчибальда, активность арги- 
пиносукцинатсинтетазы и аргининосукциназы—методом Ратнера [14], белок—по Лоу
ри и др. [15].

Фракционирование экстракта инфузорий (25.00Х§) проводили на колонке с сефа 
дексом С-200 (1,5X4,5 см). На колонку наносили 3,5 мл надосадочной жидкости.

Результаты и обсуждение. С целью выявления наличия или отсут
ствия орнитинового цикла у инфузорий указанного вида нами исследо
вались отдельные ферментативные реакции этого цикла. В качестве 
дополнительного метода определения орнитинтранскарбамилазы был 
проведен арсенолиз цитруллина (доказано, что этот процесс катализи
руется орнитинтранскарбамилазой [16]). Для этого гомогенат инкуби
ровался в течение 1 часа в арсенатном буфере (0,5 мм, pH 7,1) в при
сутствии цитруллина (100 мкмоль), после чего определялось количест
во отщепившегося аммиака (табл. 1).

Таблица 1
Ферменты орнитинового цикла у инфузорий, мкмоль/час/мг белка

Карбамил-фосфатсинте- 
таза и орнитинтранскар

бамилаза

Арсено
лиз цит
руллина

Аргининосукцинатсни- 
тетаза и аргининосук- 

циназа
Аргиназа

0 0 0,14 0,46
■0 0 0,13 0,44
0 0 0,13 0,44
0 0 0,12 0,48

М+т 0 0 0,13+0,018 0,45+0,01

Нами изучалась также возможность биосинтеза цитруллина из 
'СОг, МН3 и АТФ в присутствии Мп2+ и глутамата, т. е. одновременно 
■определялись активности карбамилфосфатсинтетазы и орнитинтранс
карбамилазы. Однако у изучаемых инфузорий определить активность 
1названных ферментов не удалось.

Данные табл. 1 показывают, что инфузории Р. тиШш1сгопис1еа- 
1ит обладают некоторой активностью биосинтеза аргинина из аспарта
та, цитруллина и АТФ. Полученные данные свидетельствуют также о 
том, что инфузории обладают значительной активностью аргиназы.
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Таким образом, нам удалось доказать наличие у изучаемых видов 
инфузорий аргининосукнинатсинтетазы. аргининосукциназы и аргиназы.

Мы изучали также аргининдеиминазную активность у инфузорий 
Р. тиИ1пнсгопис1еа1ит. Активность данного фермента определялась 
при pH 7,0. Приведенные в табл. 2 данные показывают, что инфузо-

Таблица 2

Активность аргининдеи- 
миназы у инфузорий 

мкм/час/мг белка 

0,231
0,198
0,186
0,186
0,228

М+ш 0,206+0,01

рии Р. ти1Нт1сгопис1еа1ит обладают некоторой активностью аргинин- 
деимииазы. Таким образом, распад аргинина у этих инфузорий может 
протекать параллельно как аргиназным, так и деиминазным путем.

Для выявления изоферментов аргиназы мы проводили фракциони
рование экстракта инфузорий методом гель-фильтрации па колонке с 
сефадексом 0-200. Результаты исследований представлены в виде 
кривых (рис. 1).

Фракиии

Рис. 1. Фракционирование экстракта инфузорий.
---------- .белок,-------- активность аргиназы (мк.м) мочевины на 1 мл фракции.

При фракционировании экстракта мы обнаружили четко разгра
ниченные два пика аргиназной активности. Максимум первого пика 
находится во фракциях 7 и 8, а второго—17 и 18, причем активность 
второго пика значительно превышает активность первого.
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При исследовании возможности субстратной индукции аргиназы 
инфузорий установлено (рис. 2), что при инкубации инфузорий в среде, 
содержащей аргинин (2 г на 1 литр среды), наблюдается увеличение

Рис. 2. Фракционирование индуцированного экстракта инфузорий.
-----белок,---------- активность аргиназы (мкм) мочевины на 1 мл фракции 

активности почти в два раза по сравнению с таковой у инфузорий, вы
росших на среде без аргинина.

Далее проводилось фракционирование аргиназы экстракта инфузо
рий, предварительно подверженного субстратной индукции. Из рис. 2 
видно, что после субстратной индукции происходит резкое повышение 
активности изофермента, элюируемого с высокомолекулярными белка
ми, активность второго пика остается почти на прежнем уровне.

На основании полученных данных можно заключить, что обнару
женные у Р. тиШписгопис1еаН1т изоэнзимы аргиназы, по-видимому, 
различаются по генетической детерминированности и, вероятно, имеют 
различные функции в метаболизме клетки.
Ереванский государственный университет,

кафедра биохимии и лаборатория
сравнительной и эволюционной биохимии Поступило 19.1 1976 г.

I*. Յա. ՋԱՐՈԲՅԱՆ, Ա. հ. ԱՎԱՋԱՆՅԱՆ, Մ. Ա. ԴԱՎԹՅԱՆ

ԱՐԳԻՆԻՆԻ ԿԱՏԱՐՈԼԻԶՄԻ ՈՒՂԻՆԵՐԸ ԱԷՐՈՐ ԻՆՖՈՒԶՈՐԻԱՆԵՐԻ
PARAMECIUM MULTIMICRONUCLEATUM ՏԵՍԱԿԻ ՄՈՏ

Ամփոփում

Ուսումնասիրվել է արդինինի կատարոլիզմի ուղիները աէրոբ ինֆու
զորիաների մոտ։ Հաստատվել է, որ արդինինի ճեղքումը ընթանում է ինչպես 
ար դինա զա լին, այնպես էլ ա ր գին ին դե իմինազա յին ճանապարհով։ Հետա
զոտվել են նաև օրնիտինային ցիկլի ֆերմենտները նշված ինֆուզորիաների 
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dnuii Ա՛յդ ՅՒ^ւՒ ֆերմեններից աոկա են ա ր գին ին ոսոլկցինա տս ին թե տա զան. 
արդինինոսոլկցինագան և արգինազան։

ենֆոլզորիանեըի մզվածքը՝ հել-ֆիլտրա ցիա յի ճանապարհով ենթարկվել 
Լ ֆրակցիոն բաժանման։ Հայտնաբերվել է արդին աղայի ակտիվության երկու 
‘։ւիկ< Ընդորում երկրորդ պիկի ակտիվությունը զգալիորեն գերազանցում է 
աոաջինի ակտիվ ութ լանը։

Արդին ադայի իդոֆերմ են տնե րը սոլբստրա տա յին ինդուկցիայի ենթար
կելս նկատվեք կ, որ ար գին ադա յին ակտիվությունը բարձրանում է մոտ 
երկու անդամ։ Սուրստրատային ինդուկցիայի ենթարկված մզվածքը ֆրակ֊ 
ցիոն բաժանման ենթարկելիս բարձրանում է այն իզոֆերմենտի ակտիվու
թյանը, որբ ււդա/ածվում Լ բա։ ձրամոլեկոլլյար սպիտակուցների հետ, իսկ 
երկրորդ պիկի ակտիվությունը համարյա պահպանվում է նախկին մակար
դակի վրա։
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