
ՀԱՅԿԱԿԱՆ ՍՍՀ Գ1'ՏնԻԹՅՈէ֊ՆՆԵՐԻ ԱԿԱԴԵՄԻԱ: ՀԱՅԱՍՏԱՆԻ ԿԵՆՍԱԲԱՆԱԿԱՆ ՀԱՆԴԵՍ 
АКАДЕМИЯ НАУК АРМЯНСКОЙ ССР. БИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ АРМЕНИИ 

т. XXX, X։ 12, 1977 г.

КРАТКИЕ НАУЧНЫЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 615.5

Э. X. БАРСЕГЯН, Ф. Ц- НИКОГОСЯН, М. А. ДАВТЯНСРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ИЗОЭНЗИМОВ- АРГИНАЗЫ ПЕЧЕНИ ЛЯГУШЕК RANA RIDIBUNDAВ ОНТОГЕНЕЗЕПредыдущими нашими исследованиями было установлено, что при фракционировании экстрактов печени лягушек Rana ridibunda в раннем периоде, до метаморфоза (до 28-й стадии), проявляются 3 изоэнзима аргиназы, из которых II быстро исчезает, III, постепенно ослабевая, в период метаморфоза полностью исчезает, а I изоэнзим, фильтрующийся с высокомолекулярными белками, сохраняется на всех стадиях и резко индуцируется при метаморфозе. Было сделано заключение, что при метаморфозе, когда происходит переход от аммонотелиз- ма к уреотелизму, в механизме становления уреотелизма существенную роль играет индукция I изоэнзима [1]. С целью внесения ясности в вопрос о природе обнаруженных изоэнзимов аргиназы (уреотелический или неуреотелнческий) нами исследовались некоторые кинетические свойства их (Km, Ki), степень активирования ионами двухвалентных металлов, молекулярный вес. При этом мы исходили из тех соображений, что, согласно ряду литературных данных, уреотелическая аргиназа по сравнению с неуреотелической имеет более низкие значения Кт и молекулярный вес порядка 120.000 [2].
Материал и методика. Классификацию этапов развития лягушек, определение 

ферментативной активности, фракционирование методом гель-фильтрации проводили 
по ранее описанному методу [1].

При фракционировании экстрактов печени методом ионообменной хроматографии 
использовали колонки с ДЭАЭ-целлюлозой (колонка 1,5X36 см, уравновешивание и 
элюция—0,005 М трис-НСЬ&уфером, pH 7,4, скорость элюции—48 мл/час, объем фрак
ции—4 мл). Величину Кт по отношению к L-аргиннну определяли графическим ме
тодом по Лайнуиверу и Берку, величины Ki—по методу Диксона [3].

Молекулярный вес изоферментов определяли методом гель-фильтрации на основа
нии построенного элюционного графика белков с известными молекулярными весами.

Результаты и обсуждение. Полученные результаты (таблица) показывают, что Кт для аргиназы I до метаморфоза по отношению к L- аргинину равняется 6—10 мМ, что характерно для уреотелической аргиназы [2], тогда как для аргиназы III—70—100 мМ. Кроме того, •аргиназа I конкурентно ингибируется орнитином и лизином и значительно активируется ионами Мп, Со, Ni, а аргиназа III к указанным регуляторам индифферентна. Молекулярный вес I изоэнзима (100000—
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Таблица
Сравнительная характеристика отдельных изоэнзимов аргиназы печени 

лягушек R. ridibunda в онтогенезе

Изоэнзпмы
Молеку
лярный 

вес
Кщ 
мМ для орни

тина
Ki 

для лизина

Тип 
ингиби
рования

Порядок действия 
двухвалентных 

ионов

Аргиназа 1 
(до мета
морфоза)

100000- 
120000 6-10 0,6-10-2М 0,7-10-2М конку

рентное

Мп>Со>№, 
Ре — индиффе

рентны 
Хп — угне
тают актив
ность

Аргиназа I 
(после ме
таморфо
за)

100000- 
120000 30 0,4-Ю՜2 М 0,910"2М конку

рентное

Мп^Со>М1, 
Ге — индиффе

рентны
М§, 2п—угне

тают актив
ность

Аргиназа III 
(до мета
морфоза)

45000—
50000 70—100 не ингиби

руется
не ингиби

руется

Мп, Со, М1. Ге— 
— индиффе

рентны
М§։ Хп— угне

тают актив
ность

номера фракции
---------белок.
--------- акт. в мкмолях мочевины на 1мл фр.

Рис. Фракционирование экстракта печени взрослых лягушек методом ио
нообменной хроматографии на колонке с ДЭАЭ—целлюлозой.



Сравнительная характеристика изоэнзпмов аргиназы печени лягушек 75120000) также характерен для уреотелической аргиназы [2]. Молекулярный вес аргиназы III составляет 45000—50000.Таким образом, по своим физико-химическим свойствам индуцируемая при метаморфозе аргиназа I сходна с уреотелическим ферментом. Следует, однако, отметить, что обнаруживаемая после метаморфоза индуцированная аргиназа I по отмеченным свойствам несколько отличается от того же изоэнзима до метаморфоза. В этом отношении особенно примечательно повышение значения Кт от 6—10 мМ до метаморфоза до 30 мМ после метаморфоза. Можно предположить, что аргиназа I является гетерогенной, состоящей из различных аргиназ с одинаковым молекулярным весом, количественное соотношение которых меняется при метаморфозе. С целью проверки этого предположения нами проводилось ионообменное хроматографирование аргиназы I (после метаморфоза) па колонке с ДЭАЭ—целлюлозой.Результаты экспериментов показали, что, действительно, аргиназа I является не гомогенной и состоит из 3 пиков активности, причем до метаморфоза соотношения активностей этих изоэнзимов значительно различаются (рис. 1). После метаморфоза заметному активированию подвергаются II и особенно III пик. По-видимому, II и III изоферменты имеют непосредственное отношение к механизму становления уреоте- лизма.
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Է. Խ. ԲԱՐՍՆՎՅԱՆ, 3>. 8. ՆԻԿՈՎՈՍՅԱՆ, Մ. Ա. ԴԱՎԹՅԱՆRANA RIDIBUNDA ԳՈՐՏԻ ԼՅԱՐԴԻ ԱՐԳԻՆԱԶԱՅԻ ԻՋՈՖԵՐՄԵՆՏՆԵՐԻ ՀԱՄԵՄԱՏԱԿԱՆ ՈԻՍՈԻՄՆԱՍԻՐՈԻԹՅՈԻՆԸ ՕՆՏՈԳԵՆԵԶԻ ԸՆԹԱՑՔՈԻՄԱ մ փи փ n լ մ
Հետազոտվել է հ ե լ-ֆ ի լտ րաց ի ա յի մեթոդով ստացվողի, ridlbunda 

գորտի լյարդի էքստրակտների արգինազայի իզոֆերմենտների մի շարք ֆի
զիկա- քիմ իական հատկությունները (Km, Ki’ Мп իոններով ակտիվացման- 
աստիճանը, մոլեկուլյար կջիո֊ը) օնտոգենեզի ընթացքում։ Պարզվել է, որ 
հետազոտվող իզոֆերմենտները էասլես տարբերվում են նշված հատկություն
ներով։ Արգինազայի I իզոֆերմենտը, որը ինդուկցիայի է ենթարկվում մե
տամորֆոզի ընթացքում, III իզոֆերմենտի համեմատությամբ, որը մետա
մորֆոզի ընթացքում անհայտանում է, ունի Km֊^ ավելի ցածր արժեքներ (6—10 мМ), մոլեկուլյար կշիո֊ը 100—120000 է և մրցակցային արգելակ
ման է ենթարկվում օրնիթինի և լիզինի ազդեցությամբ, ինչպես նաև ակտի
վանում է Mn, Co, Ni երկվալենտ իոններով։ Նշված հատկություններով 
1 իզոֆնրմենտը նման է գրականության մեջ նկարագրված ուրեոթելիկ ար
դին աղային։

ԴԷԱԷ ցելյուլոզով քրոմ ատ ո գրաֆիա յի եղանակով ֆրակց իոնա ցմ ա մբ 
Ցոլ19 է տ[,ՀՆլ, որ արգինազայի I իզոֆերմենտը հետերոգեն է և կազմված է.
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հրեք գագաթներից, որոնցից վերջին երկուսը առանձնապես են ակտիվաց
ման ենթարկվում մետամորֆոզի ընթացքում։ Հավանաբար, այդ ակտիվու
թյունները ուղղակի են առնչվում ուրեոթելիզմի մեխանիզմի ձևավորման հետ 
մետամորֆոզի ընթացքում։
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