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Методом гельфильтрации бесклеточного экстракта дрожжей Candida guilliermondii 

ВКМ У-42 обнаружены 2 пзоэнзпма аргиназы, отличающиеся по ряду физико-химиче­
ских свойств. Изоэнзнм. фильтрующийся с высокомолекулярными белками, подвергает­
ся субстратной индукции, тогда как второй изоэнзим — конститутивный.Важнейшими механизмами адаптации микроорганизмов к усло­виям окружающей среды являются индукция и репрессия ферментов. В последние годы появляется все больше данных о различном поведении изоэнзимов при .приспособительных реакциях организма, что свидетель­ствует о важной роли их в регуляции обмена веществ.Широкое распространение в природе различных изоэнзимов арги­назы (уреотелическая и неуреотелическая), имеющих разнообразные метаболические функции (биосинтез мочевины, лимитирование содержа­ния аргинина и других однозамещенных гуанидиновых соединений в тканях, участие в биосинтезе пролина путем снабжения этого процесса орнитином и др.) доказано [1, 2]. Представляет интерес совместное при­сутствие, но самостоятельное функционирование различных изоэнзимов аргиназы в одном организме и даже в одном органе (печень, почки, эритроциты животных) [3,4].При гормональной индукции (введение гидрокортизона) индуци­руется лишь один из двух, обнаруживаемых гельфильтрацией, изоэнзи­мов аргиназы печени крыс. Указанные изоэнзимы различаются по вели­чинам Кш для L-аргииина, а также К । в отношении L-орнитина, L-ли- зина, у-аминомасляной кислоты и характером активирования ионами двухвалентных металлов [5]. При введении гидрокортизона меняется также внутриклеточная локализация и соотношение активностей двух изоэнзимов аргиназы почек крыс [6]. Сведения об изоэнзимном спектре аргиназы в дрожжевых организмах отсутствуют в литературе. Между тем присутствие ее в дрожжевых организмах не вызывает сомнений [7—10]. В предыдущей нашей работе было показано наличие арги­назной активности в дрожжах рода Candida (Candida guilliermondii ВКМ У-42), подвергающейся субстратной индукции и катаболитной репрессии глюкозой [11]. В настоящей работе поставлена цель изучить пзоэнзимный спектр фермента и определить долю участия различных изоэнзимов, отмечаемых при субстратной индукции фермента указан­ных дрожжей.
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Материал и методика. Объектом исследований служили дрожжи С. диПНегтопбп 

ВКМ У-42, полученные из отдела типовых культур Института микробиологии АН' 
СССР (В. И. Кудрявцев). Дрожжи выращивались в синтетической среде на круговой 
качалке (200 об/мин.) в течение 18—20 час. при температуре 30°±1°С в условиях интен­
сивного аэрирования. Состав синтетической среды: глюкоза —10, КН2РО(—1,23,

— 0,625, (ИН4)25О4— 3,10, ИаС1 — 0,125, СаС12—0,125 г, биотин — 8мкг 
на 1 л водопроводной воды.

Гомогенизация дрожжей проводилась в стеклянном гомогенизаторе типа Элвед- 
жем—Поттера в присутствии А12О3 в 0,005 М (пБ-буфере (pH 7,4). Для освобождения 
от неразрушенных клеток и А12О3 гомогенат центрифугировался при 2500 д в течение 
15 мин. Аргиназная активность определялась путем инкубирования ферментного пре­
парата в глициновом буфере (0,04 М, pH 9,5) в присутствии Е-аргинина (50 мкМ) и 
МпС12 (20 мкМ) при 37° в течение 1 часа. Количество образовавшейся мочевины опре­
делялось методом Арчибальда [ 12].

Результаты и обсуждение. В первой серии опытов исследовалась внутриклеточная локализация аргиназы дифференциальным центрифу­гированием гомогенатов дрожжей в растворе 0,5 М сахарозы. Получен­ные данные показали, что аргиназная активность переходит в надоса­дочную жидкость, получаемую центрифугированием гомогенатов при 200000 д в течение 30 мин, и полностью отсутствует в осадке, что сви­детельствует о цитоплазматической локализации фермента.В дальнейшем с целью фракционирования полученного активного экстракта применялся метод гельфильтрации на колонке с сефадексом 0-75 (колонка — 1,5X25 см, уравновешенная 0,005 М Шз-буфером, pH 7,4, элюция проводилась этим же буфером при скорости 4 мл за 5 мин). В собранных пробах (4 мл) определяли содержание белка спек­трофотометрически (при 280 рм) на спектрофотометре СФ-4. Рис. 1 по­казывает, что при гельфильтрации проявляются 2 пика аргиназной ак­тивности: I пик, фильтрующийся с высокомолекулярными белками и имеющий более выраженную активность, II пик, фильтрующийся с низ­комолекулярными белками и имеющий менее выраженную активность. Таким образом, путем фракционирования экстрактов дрожжей С. диП- ИегтопсШ ВКМ У-42 выявлены 2 изоэнзима аргиназы, отличающиеся молекулярным весом.Далее в аналогичных условиях проводилось фракционирование экстракта дрожжей, подвергнутых предварительно субстратной индук­ции. В предыдущем нашем сообщении было показано, что при 20-часо­вом выращивании изучаемых дрожжей в присутствии Ь-аргинина актив­ность аргиназы повышается в 8—10 раз вследствие индукции фермен­та [11].Как видно из кривой гельфильтрации (рис. 2), после субстратной индукции происходит резкое повышение активности I пика, тогда как активность II пика остается низкой. Если соотношение максимальных активностей первого пика и второго у неадаптированной культуры (рис. 1) составляет в среднем 1,8:1,0, то после субстратной индукции (рис. 2) оно составляет 9:1. Таким образом, повышение активности арги­назы при 20-часовой инкубации в присутствии Ь-аргинина обусловлено индукцией главным образом 1 изоэнзима. Эти данные свидетельствуют
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Рис. 1. Фракционирование бесклеточного экстракта дрожжей С. £ш1Пег- 
топбп ВКМ У-42,-белок,--------- активность аргиназы.
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Рис. 2. Фракционирование бесклеточного экстракта дрожжей С. ЕшШег- 
топбй ВКМ У-42 после субстратной индукции.---------- белок, ---------актив­

ность аргиназы.о том, что обнаруженные нами два пика аргиназной активности нахо­дятся под различным генетическим контролем.В новой серии экспериментов исследовались некоторые физико-хи­мические свойства (К ш, К1։ молекулярный вес) изоферментов аргина-



Изоэизимы аргиназы у дрожжей С. ЕиПИегтопбн ВКМ У-42 33-и дрожжей до и после субстратной индукции. Как видно из рис. 3, кон­станта Михаэлиса (Кт), определяемая графическим методом Лайнуве- ра-Берка, для I пика равна 1,8Х10֊гМ, а для II пика — 8ХЮ"г М как до, так и после субстратной индукции. Таким образом, сродство ( изофермента к субстрату по сравнению со II значительно выше и не .меняется при субстратной индукции.

Рис. 3. Влияние концентрации субстрата (Е-аргинина) на изоферменты ар­
гиназы дрожжей С. еиПИеппопби ВКМ У-42.Изучалось также влияние известных ингибиторов (Б-орнитин, Б-ли- зин, Б-пролин, у-аминомасляная кислота) на активность изоферментов. Оказалось, что эти ингибиторы не влияют на активность второго изофер­мента, тогда как Б-орнитин и Б-лизин подавляют активность первого. ГАМК и пролин также не оказывают влияния на I изофермент. На рис. 4 даны константы ингибирования (К!) в отношении Б-орнитина и Б-лизи- на графическим методом Диксона. Характер кривых доказывает, что указанные ингибиторы являются конкурентными, и К! как до, так и после индукции в отношении Б-орнитина равна З.ЗХЮ՜3 М, а Б-лизи- на — 7,8X1 О՜3 М.
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34 Г. А. Габриелян, Б. А. Акопян, М. А. ДавтянНами определены также молекулярные веса изоферментов аргина­зы на колонке с сефадексом С-200 на основании построенного элюцион- ного графика белков с известными молекулярными весами (уреазы 480000, алкогольдегидрогеназы — 150000, гемоглобина 67000, пепси­на— 35000). Оказалось, что молекулярный вес I изоэнзима равен при­близительно 130000, а второго — 35000.

Рнс. 4. Ингибирующее влияние Б-орнитина и Б-лпзина на изоферменты ар­
гиназы дрожжей С. £шШеппопсШ ВКМ У-42.Таким образом, изоэизимы аргиназы значительно отличаются друг от друга и своими физико-химическими свойствами, которые не меняют­ся при субстратной индукции фермента.Совокупность полученных данных позволяет заключить, что в дрожжах С. дшШеппопсШ ВКМ У-42 содержатся обнаруживаемые гельфильтрацией два изоэпзима аргиназы, отличающиеся молекуляр­ным весом, кинетическими (Кт и К1) и регуляторными (субстратная индукция) свойствами. Очевидно, они генетически различно детермини­рованы и играют различные роли в метаболизме клетки.
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ԱՐԳՒՆԱՋԱ5Ի ԻԶՈՖԵՐՄԵՆՏՆԵՐԸ CANDIDA GUILLIERMONDIIВКМ У-42 ԽՄՈՐԱՍՆԿԵՐԻ ՄՈՏ

Ա մ փ ո փ и լ մCandida guilliermondii ВКМ У-42 խմորասնկերի ան բջիջ մզվածքնե­
րում հելֆիքտրացիայի մեթոդով հայտնաբերվել են արդինազայի երկու 
իզոֆերմենտներ, որոնք տարբերվում են մի շարք ֆիզիկաքիմիական հատ­
կություններով (՛! ոլեկուլյար կջիո, Rm> Kt): Մուբստրատային ինդուկ­
ցիայի է ենթարկվում միայն այն իզոֆերմենտը, որը ֆիլտրվում է բարձրա- 
մոլեկուլյար սպիտակուցների հետլ Հետևաբար, հետազոտվող խմորասնկե­
րը պարունակում են արգինազային ակտիվոլթյամբ օժտված գենետիկորեն 
տարրեր սպիտակուցներ, որոնք ունեն կարգավորման տարբեր հնարավորու­
թյուններ!
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