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Т. Я. ЗАРОБЯН, А. X. АГАДЖАНЯН. М. А. ДАВТЯНИНГИБИРОВАНИЕ АРГИНАЗЫ НЕКОТОРЫМИ АМИНО­КИСЛОТАМИ В БЕСКЛЕТОЧНЫХ ЭКСТРАКТАХИНФУЗОРИЙ (PARAMECIUM MULTIMICR ONUCLEATUM)
Изучалось ингибирующее влияние некоторых аминокислот на аргиназную актив­

ность 'инфузорий. Установлено, что сильное ингибирующее влияние на аргиназную 
активность инфузорий оказывают 1-орнитан и 1-пралин. Причем 1-пролин, ГАМК и 
I-лизин являются конкурентными ингибиторами, а пролин—неконкурентным. Опреде­
лены константа Михаэлиса (Кт) И константа ингибирования (Кт) для аргиназы ин­
фузорий.В последнее время выдвинуто положение о существовании в при­роде двух форм аргиназ—уреотелической, участвующей в цикле моче- винообразования, и неуреотелической, которая не участвует в механиз­мах нейтрализации аммиака и имеет другие, пока не установленные функции. Вероятно, неуреотелическая аргиназа лимитирует в тканях содержание мочевины, аргинина и других гуанидиновых соединений, которые обладают биологической активностью [4, б]. Предполагается также возможное участие ее в биосинтезе гистонов в ядрах клеток [4, 51.Имеются данные [12, 31], свидетельствующие о наличии связи между процессами биосинтеза пролина, глутамата и аргиназной актив­ностью: Мора и сотр. [26] показали, что у Neurospora crassa, а также у мексиканского аксолотля до метаморфоза синтезируется аргинин, но он не гидролизуется в мочевину, хотя и содержит аргиназу. Авто­ры пришли к выводу, что аргиназа, вероятно, не связана с орнитино­вым циклом и функционирует с щелью обеспечения орнитином процес­са биосинтеза пролина и глутамата [1, 21, 31].Показано, что в молочной железе крыс в течение лактации повы­шается аргиназная активность [2, 3]. Авторы при этом выявили кор­релятивную зависимость между активностью аргиназы и орнитин-б- трансаминазы. Подобная закономерность установлена также и в жи­ровом теле шелковичной моли [29], у цыплят [12, 27] ив тканевых культурах [17].В наших исследования* [1, 8] также была выявлена корреляция между активностью аргиназы и ферментативным биосинтезом пролина пз орнитина в течение онтогенетического развития тутового шелкопря­да. Неуреотелическая аргиназа по ряду физико-химических свойств (Km, Ki, мол. вес) отличается от уреотелической. Так, для аргиназы 



Ингибирование аргиназы аминокислотами в бескл. экстрактах инфузорий 45дрожжей ЗгссЬаготусеэ сегеу1э1ас Кт—12,5 мМ [15], для аргиназы Ыеигоэрога сгаээа — 100—200 мМ [15, 24, 25], а для печени крыс — 20-40 мМ [25].Особенно эффективными ингибиторами для аргиназы являются орнитин и лизин [20].Интересными являются работы по ингибированию аргиназы про­лином, поскольку аргинин и пролин по структуре различны. Тем не менее данные свидетельствуют о том, что пролин ингибирует очищен­ную аргиназу печени и почек крыс [20], а также аргиназу печени овцы [21]. Этот процесс имеет место также в опухолях молочной железы мышеи [22], причем авторы предполагают, что наблюдаемое ингибиро­вание носит конкурентный характер и что пролин связывается с актив­ным центром фермента.В данной статье приводятся сведения о некоторых свойствах арги­назы инфузорий Р. ти111ш1сгопис1еа1ит, в частности Кт и ингиби­рующие влияния (К1) различных аминокислот на активность фермента.
Материал и методика. Объектом исследования служили свободно живущие инфу­

зории Р. ти1Нппсгопис1еаЩт. Инфузории выращивались на салатной среде по Сене- 
берп [2]. Гомогенизировались в 0,1 М калий фосфатном буфере (pH 7,2) в стеклян­
ном гомогенизаторе.

Аргиназная активность в препаратах определялась путем инкубирования их при 
37°С в течение 60 мив (0,2 М глициновый буфер, pH 9,5) в присутствии 1-арпшина 
(50 мкмоль) п МпС12 (5 мкмоль) с последующим определением образовавшейся моче­
вины уреазным методом [10]. Объем инкубационной смеси—3,6 мл.

Определение белка проводилось по Лоури и др. [23], константы Михаэлиса—по 
методу Лайнуивера и Бэрка [4], константы ингибирования—графическим методом 
Диксона и Уэбба [4]. При этом влияние различных концентраций ингибиторов (ли­
зин, оргитин, ГАМК, пролин—от 20 до 80 мкмоль) изучалось при двух концентрациях 
1-аргинпна 30 и 60 мкмоль.

Результаты и обсуждение. Константа Михаэлиса для 1-аргинина изображена на рис. 1. Кт для 1-аргинпна у изучаемых инфузорий со­ставляет 21,1X10-3М. По Чейну и Козину [15], для аргинина у ЗассЬ. сегеу1э1ае Кт в глициновом буфере составляет 12,5 мМ, а в фосфатном буфере—250 мМ, для Ի1. сгаээа [25] —100—200 мМ, а по тем же авто­рам, для фермента печени крыс 20—40 мМ. Для аргиназы мозга бы­ка [18] п мозга крыс [6] соответственно установлены величины 9 мМ и 16 мМ. Таким образом, найденное нами значение Кт почти в два раза меньше, чем для фермента ЗассЬ. сегеу1э1ае и в 8—10 раз больше, чем для фермента Ы. сгаээа.Изучалось и ингибирование аргиназы инфузорий различными аминокислотами. Приведенные в табл. 1 данные показывают, что арги­наза инфузорий Р. тиШт1сгопис1еа1ит значительно ингибируется не только 1-орнитпном, но и пролином и ГАМК. Лизин неожиданно ока­зывает слабый эффект. Отсутствие ингибирования при аспартате сви­детельствует о специфическом влиянии перечисленных аминокислот на аргиназу.Нас интересовал характер ингибирования аргиназы указанными аминокислотами. Поэтому мы изучали кинетику этого процесса, исполь-
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Рис. 1. Кривая Лайнупвера-Бэрка для аргиназы инфузорий.

Таблица 1
Ингибирование аргиназы инфузорий Р. тиШ- 

т1сгопис1еа[ит различными аминокислотами

Ингибиторы
Активность, 

мкмоль (час) 
мг белка

°/0 ингиби­
рования

Контроль 0,46 0
1-орнитин 0,22 52

ГАМК 0,26 44
1-лизин 0,38 18
1-пролин 0,23 50
1-аспартат 0,45 0зуя кривые Лайнуивера и Бэрка. Из рис. 2 видно, что 1-орнитин, ГАМК и 1-лизин являются конкурентными ингибиторами, а пролин—неконку­рентным (рис. 3).О конкурентном характере ингибирования аргиназы 1-орнитином, 1-лизином и ГАМК имеются многочисленные данные [9, 14, 20, 26].В ряде случаев указывается, что эти аминокислоты у определен­ных объектов оказывают и неконкурентное ингибирующее влияние на аргиназу [13, 26].Нами вычислены также константы ингибирования (К։) аргиназы у инфузорий графическим методом в случае с 1-орнитином, ГАМК, 1- лизином и 1-пролином. Полученные данные (рис. 4, 5, 6, 7) показы­вают, что для 1-орнитина К1 составляет 5,056-10՜3 М, для ГАМК— 4,7-Ю՜3 М, для 1-лизина—12,5-10 ~3 М, для пролина—8,61-Ю՜3 М. Причем в последнем случае кривая подтверждает неконкурентный ха­рактер ингибирования. Пэ данным других исследователей, К։ аргиназ различных объектов в отношении 1-орнитина колеблется в пределах 1,34-Ю՜3 — 3,6-Ю՜3 М, [3, 13], 1-лизина—2,37-1 О֊3 — 6,3-1 О֊3 М.



Ингибирование аргиназы аминокислотами в бескл. экстрактах инфузорий 47

Рис. 2. Конкурентное ингибирование аргиназы инфузорий орнитином, 
лизином и ГАМК.

Рис. 3. Неконкурентное ингибирование аргиназы инфузорий пролином.
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Рис. 4. Ингибирующее влияние (Ki) 1-орнитнна на арпиазу инфузорий.

Рис. 5. Ингибирующее влияние (Ki) 1-лизина на аргиназу инфузорий.

[3, 14], ГАМК—1Ы0-3.М [9], что согласуется с нашими данными. Определенный интерес представляет обнаруженное нами ингибирова­ние аргиназы инфузорий пролином неконкурентным механизмом. Возможно, на ферменте имеется аллостерический центр для пролина. Для окончательного решения вопроса, безусловно, необходимы даль­нейшие исследования, но обнаруженный нами факт ингибирования ар­гиназы пролином является доказательством существования связи меж­ду аргиназой и механизмом биосинтеза пролина. Возможно, пролип по принципу обратной связи регулирует активность первого фермента (аргиназы) системы биосинтеза пролина. Следует отметить, что инги­бирующее влияние пролина на аргиназу некоторых объектов [19—22] было выявлено и другими исследователями. Однако характер этого
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Рис. 6. Ингибирующее влияние (КО ГАМК на аргиназу инфузорий.

Рис. 7. Ингибирующее влияние (Ki) 1-пролина на аргиназу инфузорий.ингибирования изучался лишь в случае опухоли молочной железы [22]. Показано, что он носит конкурентный характер и, следовательно, эф­фектор (пролин) связывается с каталитическим участком фермента.Таким образом, результаты данной работы являются дополнитель­ным доказательством функционирования аргиназы в направлении биосинтеза пролина у инфузорий՜ Paramecium multimicronucleatum.
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Թ. ՅԱ. ՏԱՐՈԲՅԱՆ, Ա. Խ. ԱՎԱՋԱՆՅԱՆ, Մ. Ա. ԴԱՎԹՅԱՆԻՆՖՈՒԶՈՐԻԱՆԵՐԻ PARAMECIUM MULTIMICRONUCLEATUM ՏԵՍԱԿՆԵՐԻ ԱՆՐՋԻՋ ՄԶՎԱԾՔԻ ԱՐԳԻՆԱԶԱՅԻՆ ԱԿՏԻՎՈՒԹՅԱՆ ԸՆԿՃՈՒՄԸ ՄԻ ՔԱՆԻ ԱՄԻՆԱԹԹՈՒՆԵՐՈՎ
Ամփոփում

Ուսումնասիրվել է մի քանի ամինաթթուների ընկճող ազդեցությունը 
ինֆուզորիաների անբջիջ մզվածքի արգինազային ակտիվության վրա։ 
Սահմանվել Հ Միխաելիսի (Km) և ինհիբիցիայի (Ki) հաստատումները։ 
Մեր կողմից ապացուցվել է, որ Km \-արգինինի համար ուսումնասիրված 
ինֆուզորիաների արգինազայի նկատմամբ կազմում է 21X1X10 ՜3 Մ։

Հաստատվել է նաև, որ արգինազային ակտիվության վրա խիստ ընկճող 
ազդեցություն .են ունենում [֊օրնիտինը և \-պրոլինը։ Ընդորում \-օրնիտինր, 
ԳԱԿԹ և \֊լիզինը համարվում են մրցակցային ինհիբիտորներ, իսկ \-պրո֊ 
լինը' ոչմրցսէկցային։
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