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Г. А. АСЛАНЯН. М. А. ДАВТЯНИЗУЧЕНИЕ ИЗОФЕРМЕНТОВ ПОЧЕК КРЫС В НОРМЕ И ПОСЛЕ ВВЕДЕНИЯ ГИДРОКОРТИЗОНА
При введении гидрокортизона активируется аргиназа почек крыс главным образом 

за счет .увеличения изофермента растворимой фракции клеток. Обнаруживаем.՛ ,с при 
гель-фильтрации экстракта почек крыс два изофермента аргиназы значительно разли­
чаются по ряду кинетических свойств (К1П ■ К՛).Предыдущими нашими исследованиями было показано, что арги­назная активность почечной ткани крыс представлена двумя пиками, обнаруженными при гель-фильтрации. Было установлено также, что при введении гидрокортизона индуцируется только первый пик, фильтрую­щийся с высокомолекулярными белками. С целью выяснения вопроса о возможном внутриклеточном перераспределении аргиназной актив­ности при введении гидрокортизона нами изучалось изменение внутри­клеточной локализации аргиназы до и после введения гидрокортизона. Исследовались также кинетические свойства (Кш , ) изоферментоваргиназы.

Материа.՝. а методика. Опыты приводились на белых крысах весом 150—200 г. У 
декапитиропаниых животных быстро извлекались почки. Для получения экстракта 
почем готовился гомогенат на малеинатном буфере 0,005 М, pH 7,0 (5,8 г малеиновой 
кислоты и 11,84 г КС1 в 1000 мл воды, содержащей 0,03 М МпС12). Гомогенат подвер­
гался тепловой обработке в течение 10 мин при 55°С, в результате чего 70% общей 
активности переходит в супернатант, который и подвергался фракционированию па 
колонке с сефадексом 0-75 (колонка 2X50 см, уравновешение и элюция—0,0002 М 
[Х'а-фосфатным буфером, pH 7,0, скорость элюцпп—48 мл/час, объем фракции—I мл). 
Опыты ставились как .па интактных крысах, так и на животных, которым предвари­
тельно вводился гидрокортизон (внутримышечно в дозе 30 мг на 1 кг живого веса 
животного, 4 раза через каждые 24 часа, крыс декапэтировалп через час после послед­
ней инъекции).

Для определения аргиназной активности к 1 мл исследуемого раствора добавляли 
5 мкМ раствора МпС13 (0,2 мл Н2О) и 1,4 мл 0,04 М глицинового буфера (pH 9,5), 
предынкубировали 5 мин в атмосфере воздуха 37°С добавляли 150 мкМ Ь-аргинина 
(0,4 мл глицилового буфера, pH 9,5), после 20-минутной инкубации реакцию приоста­
навливали добавлением 1 мл 20% раствора ТХУ, затем центрифугировали и в надоса­
дочной жидкости определяли мочевину методом Арчибальда [4].

При определении К,„ графическим методом по Лайнуиверу и Бэрку и К| по ме­
тоду Диксона [2] ։ьспользовался 0,04 М глициновый буфер и 5 мкМ МпС12.

При определении внутриклеточного распределения фермента гомогенат готовился 
на воде в присутствии 0,025 М МпС12, после чего центрифугировался при 18000 об/мин 
с течение 30 мин; активность аргиназы определялась как в осадке, так и в надосадоч­
ной жидкости.
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Рис. 1. Кривая зависимости активности изофермента аргиназы от кон­
центрации субстрата.

Рис. 2. Ингибирующее влияние лизина на изофермент аргиназы почечной ткани.

Результаты, и обсуждение. В первой серии 'экспериментов исследо­валось внутриклеточное перераспределение аргиназной активности в почечной ткани крыс при введении гидрокортизона (табл.).Данные показывают, что в норме у крыс в почечной ткани 55,5% активности фермента обнаруживается в осадке гомогената, центрифу­гированного при 18000 об/мин в течение 30 мин, и 44,5% в надосадочной
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Рис. 3. Ингибирующее влияние орнитина на изофермент аргиназы по­
чечной ткани.

Таблица
Активность аргиназы .в почках крыс после введения гидрокортизона
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30,7 
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55,6 
40,5 
53,2 
39,0 
44,4
40,3 
34,6
48,3

• 71,6 
34,4 
15,8 
32,6 
15,9 
20,3 
15,9 
27,8

26,5
18,4
6,4

20,4
31,8
21,4
8,9

23,4

28,5
13,4
19,4
16,6
13,8
10,3
11,3
30,7

38,4
23,3
15,3
17,6
45,3
17,3
15,7
37,0

М+т 30,0+2,4 44,4+2,6 29,2±:6,6 19,6±3,0 18,0+2,7 26,2±4,2

жидкости. Таким образам, почечная аргиназа крыс преимущественно связана со структурными элементами клетки, что совпадает с резуль­татами исследований .и других авторов [3, 4].После введения гидрокортизона основная активность фермента (57,6%) обнаруживается в надосадочной жидкости ,п значительно меньше (42,4%) в осадке гомогената. Таким образом, при введении гидрокортизона в локализации аргиназы .происходят значительные сдвиги, выражающиеся в преобладании количества растворимой формы фермента. Можно предположить, что при введении гидрокортизона 



Изучение изоферментов почек крыс ] уаргиназа, связанная со структурными элементами, переходит в раство­римое состояние, либо индуцируется растворимый фермент. Последнее предположение является более вероятным, если учесть, что, согласно данным наших предыдущих исследований, при введении гидрокортизо­на индуцируется один из двух изоферментов аргиназы, а именно изо­фермент, фильтрующийся с высокомолекулярными белками при гель­фильтрации экстракта почечной ткани на колонке с сефадексом 0-75. По-видимому, этот изофермент имеет цитоплазматическую локализа­цию.В следующей серии экспериментов исследовались некоторые кине­тические свойства изоферментов аргиназы, обнаруживаемые при гель­фильтрации экстракта почечной ткани. Кривая зависимости актив­ности изофермента аргиназы (фильтрующегося с высокомолекулярны­ми белками) от концентрации субстрата носит сигмоидный характер (рис. 1), что свидетельствует об аллостерической природе фермента. Интересно, что после введения гидрокортизона характер зависимости активности фермента от концентрации субстрата не меняется. Соот­ветственно фермент имеет различные значения Кт при низких и высо­ких концентра!циях субстрата. При низких концентрациях субстрата Кт имеет значение 3X1 О՜2 М, а при высоких, оно меняется и соответ­ствует 1Х1С՜1 М. Значения Кт не меняются и при введении гидро­кортизона.Исследовалось также К1 этого изофермента. Данные рис. 2—5 по­казывают, что орнитин, лизин, у-аминомасляная кислота (ГАМК) и

Рис. 4. Ингибирующее влияние ГАМК на изофермент аргиназы почеч­
ной ткани.пролин являются конкурентными ингибиторами. Что же касается изо­фермента аргиназы почечной ткани, фильтрующейся с низкомолеку­лярными белками, который, как уже отмечали, при введении гидрокор­тизона не подвергается индукции, то активность его зависит от концент­рации субстрата (по кривой Ментена-Михаэлиса) и не подвергается 



1Ջ Г. А. Асланян, М. А. Давтянингибиции субстратами (орнитин, лизин, ГАМК, пролин). Значение К этого изофермента соответствует 1X10 М.

Таким образом, обнаруженные при гель-фильтрации экстракта ■почек крыс изоферменты аргиназы существенно отличаются по ряду свойств. Изофермент аргиназы, фильтрующийся с высокомолекуляр­ными белками, подвергаясь резкой индукции при введении гидрокорти­зона, обладает, кроме того, аллостерическими свойствами (сигмоид­ный характер зависимости активности фермента от концентрации суб­страта, неконкурентный характер ингибирования пролином), тогда как ■изофермент, фильтрующийся с низкомолекулярными белками, не обла­дает этими свойствами. При введении гидрокортизона происходят значительные сдвиги в распределении аргиназы в почечной клетке, вы­ражающиеся главным образом в увеличении содержания цитоплазма­тической формы фермента.
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Գ. Ա. ԱՍԼԱՆՅԱՆ, Մ. Ա. ԴԱՎԹՅԱՆԱՌՆԵՏՆԵՐԻ ԵՐԻԿԱՄՆԵՐԻ ԻՋՈՖԵՐՄԵՆՏՆԵՐԻ ՈԻՍՈԻՄՆԱՍԻՐՈԻԹՏՈԻՆԸ ՆՈՐՄԱՅՈԻՄ ԵՎ ՀԻԴՐՈԿՈՐՏԻԶՈՆԻ ՆԵՐԱՐԿՈԻՄԻՑ ՀԵՏՈԱմփոփում
Ոսսոեմնասիրվել է ,սպիտակ աոՏրևտն երի երիկամների էքատրաւկտննրի հել֊ 

ֆիլտրացիայի մեքիո,դով (սեֆադեկս Շ— 75) Ստացված իղոֆ.ե րմ ևնտն ե րի մի 
շարք հ ատի ո գթյ ո մննե ր ւ Ցույց է տրված, որ բարձրամո չեկ ուլ յար սպիտակուց­
ների հե՛տ ֆիլտրվող ար գին աղայի իզոֆերմենտր օժտված է ալոստերիկ հատ­
կություններով (ֆերմենտի ա\կտ իվո ւթյան իաիւտււմր սուրս!արատի կոնցենտրա­
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ցիայից արտահայտվող կորագծի Ոիգմոիդալ բնույթը, КшН/> տարբեր արժեք­
ները սուբստրատ՛ի բարձր ՛և ցածր կոնցենտրացիայի ՛դեպքում յ, մինչդեռ ցած- 
րամոլեկուլյար ՛սպիտակուցների հետ ֆիլտրվող ի զո ֆերմենտը աղքատ է կար­
գավորման հնարավորությունն երից։ Հիդրոկորտիզոնի ներարկման ազդեցու­

՛թյա՛մբ ՛տեղի են ունենում զգալի ՛տեղաշարժեր ֆերմեն՛տի ներբջիջային տեղա­
բաշ՛խ՛ման մեջ։
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