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НЕКОТОРЫЕ КИНЕТИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ИЗОФЕРМЕНТОВ 
АРГИНАЗЫ ПЕЧЕНИ В ЭМБРИОГЕНЕЗЕ КУР

Т. Г. АРУТЮНЯН, С. А. КАРАПЕТЯН, Н. Дж. ДЖАКУДЖЯН

Исследовались некоторые кинетические свойства (Кт, Ю) изоферментов аргиназы 
печени в эмбриогенезе кур. Показано, что они сильно отличаются сродством к Լ-арги- 
нину. Լ-лизнн и Լ-орнитин конкурентно ингибируют аргиназную активность второго 
изофермента. Ингибирование ГАМК активности первого изофермента также носит 
конкурентный характер. Пролин же неконкурентно ингибирует первую аргиназную 
активность.
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Анализ многочисленных литературных данных и результатов ис­
следований, проведенных в сравнительно-эволюционном аспекте, выя­
вил широкое биологическое распространение аргиназы и существова­
ние в природе по крайней мере двух молекулярных форм ее, уреоте­
лической и неуреотелической [2]. Согласно выдвинутому М. А. Дав­
тяном объяснению, уреотелическая аргиназа присутствует в печени 
только уреотелических животных и участвует в механизме нейтрали­
зации аммиака, функционируя в орнитиновом цикле мочевинообразо- 
вания, неуреотелическая же не связана с этим процессом и широко 
представлена в биологическом мире. Вопрос о роли последней пол­
ностью не выяснен. Имеются лишь отдельные, требующие дополнитель­
ных экспериментов доказательства об участии этой формы в лимити­
ровании концентрации однозамещенных гуанидиновых соединений, в 
биосинтезе аргининбогатых белков, а также пролина [И, 17].

В нашей лаборатории на метаморфозирующих организмах [1] уста­
новлено, что при метаморфозе лягушки в процессе становления уреоте- 
лизма происходит значительная индукция одного из изоэнзимов арги­
назы, очевидно, уреотелической природы. При метаморфозе тутового 
шелкопряда [4] та.кже отмечаются количественные и качественные 
сдвиги в изоэнзимном спектре фермента. На стадии гусеницы, когда 
проявляется активность всех ферментов орнитинового цикла, индуциру­
ется активность одного из изоэнзимов аргиназы, вероятно, уреотеличе- 
ческого.

Определенные количественные и качественные сдвиги в изоэнзим­
ном спектре аргиназы происходят и у куриного эмбриона, в эмбриоге­
незе которого отмечаются все три типа азотистого катаболизма [5, 7, 14].

М. А. Давтяном и сотр. установлено, что по мере развития эмбрио-
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ла происходит резкий спад активности одного из пиков кзоэнзпмного 
спектра аргиназы. Предполагается, что этот изофермент имеет прямое 
отношение к орнитиновому циклу и не исключается его уреотелическая 
природа.

С целью выяснения вопроса о множественности молекулярных форм 
аргиназы и их роли в возможных превращениях аргинина исследовались 
некоторые кинетические свойства (Кт. КП выявленных нами изофер­
ментов аргиназы печени и целого эмбриона кр в течение развития.

Материал и методика. Объектом служил куриный лбрион породы Леггорн. Ис­
следовались печень и эмбрион в разные дни (4. 6. 9. 11. 15. 18. 1'1) эмбриогенеза. 1 о- 
могенизацию проводили в стеклянном гомогенизаторе типа Поттер-Эльве джема со 
стеклянным пестиком. Гомогенат (30%, готовили на калнй фосфагном буфере (pH 7,4). 
Разделение белков проводили на колонке с сефадексом 0-100. уравновешенным 0.02 М. 
калий-фосфатным буфером. Объем нанесенного на колонку супернатанта составлял 
4 мл. Концентрацию белка определяли по интенсивности поглощения света при 280 нм. 
Далее в отобранных пробах определяла аргиназную активность методом Ратнер [16] 
с последующим определением мочевины по Арчибальду [9]

Из кинетических свойств выявленных молекулярных форм аргиназы определяли 
константы Михаэлиса (Кт) на Ь-аргиннн и константы ингибирования (К1).

Величину Кт (инкубационная среда глициновый буфер—0.05 М. pH 9,5; МпС12— 
5 мкмоль; объект—1 мл; (.-аргинин—10—600 мкмоль; общий объем—3 мл) определя­
ли методом Лайнуивера-Бэрка [б]. К! определяли графическим методом Диксона 
[6]. Инкубационная среда та же. Ь-аргнннн применяли в следующих концентрациях: 
150, 300 мкмоль—для первого пика и 300, 500 мкмоль—для второго. В качестве инги­
биторов аргиназы использовали И-лизин, I.-орнитин, Б-пролпн, ГАМК (в количестве 
1—20 мкмоль па пробу).

Результаты и обсуждение. Как видно из приведенной таблицы, 
изоферменты аргиназы сильно отличаются сродством к (..-аргинину. В 
то время как первый изоэнзим обладает низким сродством (Кт—220֊ 
280 тМ) и этот уровень сохраняется н на последующих этапах разви­
тия, второй, наоборот, проявляет высокое сродство (5,0֊ 55 тМ), силь­
но изменяющееся в течение развития.

Сравнивая полученные нами данные с литературными [15], можно 
сказать, что первая аргиназная активность (Кт 220 280 тМ) соответ­
ствует уреотелической аргиназе, а Кт второго фермента изменяется 
в течение развития эмбриона: оно варьирует от 5,0 (2—6-дневный эм­
брион) до 55 тМ, т. е. начиная с 9-го дня развития сродсто к Ь-аргини- 
ну падает в 10 раз. Интересно, что с 18-го дня развития эмбриона и 
затем у цыплят этот изоэнзим не проявляется. Приведенные данные 
дают возможность предположить, что в течение развития эмбриона дей­
ствуют более двух изоэнзимов аргиназы.

В литературе имеются данные об ингибировании аргиназы различ­
ных организмов орнитином, лизином, ГАМК. Кроме того, есть сведе­
ния, что в печени и почках крысы, печени овцы, в опухоли молочной же­
лезы мышей [12, 13] пролин также ингибирует аргиназную активность

Из данных таблицы видно, что молекулярные формы аргиназы пе­
чени при воздействии различных аминокислот ингибируется по-разному. 
В то время как Ь-пролин и ГАМК ингибируют первый изофермент и не
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Значения Кт, К1 изоферментов аргиназы печени в эмбриогенезе кур
Таблица

I п и к И пик

Дни раз­
вития Кт

К1 10 -3 м
Кт

К1 10-3 м

10՜2 м Ь-орн Ь-лиз Ь-про ГАМК
10“՜2 м

б-орн Ь-лиз Ь-про ГАМК

4 28 — — 7,5 8,9 0,48 2,9 5,0 — —
6 .22 — — 7,5 8,7 0,50 2,8 4,8 — —
9 25 — — 7,2 8,8 5,4 з.о 5,1 ' — —

11 22 — — 7,8 9,2 5,5 3,2 5,0 — —■
15 25 — — 7,5 9,1 5,4 2,9 5,2 — —
18 28 — — 7,3 9,3 — — — — —

Цыплята
1 дня 22 — — 7,2 9,0 — — — — —

вляют на второй, Ъ-лизин и Ъ-орн, наоборот, ингибируют второй и не 
оказывают действия на первый. Это свидетельствует о функциональ­
ном различии молекулярных форм аргиназы в обмене аргинина.

Кривые, приведенные на рис. 1—3, показывают характер ингибиро­
вания изоферментов аргиназы Ь-лизином, Ь-орнитином, Ь-пролином и 
ГАМК. Ь-лизин и Ь-орн, которые ингибируют вторую аргиназную

аргиназу печени эмбрионов кур (II пик, 6-й день развития).

активность, проявляют конкурентный характер ингибирования. Инги­
бирование ГАМК активности первого фермента также носит конкурент­
ный характер. Пролин же неконкурентно ингибирует первую аргиназ­
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Ную активность. Такой характер ингибирования можно объяснить 
структурной специфичностью пролина, вследствие чего он не взаимо­
действует с активным центром фермента. Можно считать также, что 
первый изофермент аргиназы печени эмбриона обладает иным стерео­
специфическим центром, чем и объясняется неконкурентный характер 
ингибирования. Нужно отметить, что в литературе есть достаточно дан­
ных о конкурентном ингибировании аргиназы различных организмов 
орнитином, лизином, ГАМК, в то время как относительно неконкурент­
ного ингибирования пролином сведения весьма ограниченные [3].

Нами были определены также К! изоферментов аргиназы при воз­
действии указанных аминокислот графическим методом Диксона [6].

Рис. 2. Ингибирующее влияние (Кл) пролина (—) и ГАМК (•— —) на ар­
гиназу печени эмбрионов кур (I пик, 6-й день развития).

Рис. 3. Ингибирующее влияние (К։) пролина (—) и ГАМК (-------) на ар
гиназу печени эмбрионов кур (I пик, 18-й день развития).
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Согласно литературным данным, аргиназы различных организмов- 
имеют Ki для орнитина 1,5—1,0-10 ~3 [10], для лизина—2,5—6,3-10 ՜3
[17], для ГАМК—10-Ю՜3 [8], а для пролина—8,6- 10 ՜3 [3].

Итак, в печени развивающегося эмбриона кур методом гельфиль­
трации выявлены два изофермента аргиназы, отличающиеся друг от 
друга молекулярным весом, сродством к аргинину и регуляторными ме­
ханизмами.
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Ուսումնասիրվել են հավի սաղմի զարգացման ընթացքում լյարդի ա ր գի - ■ 
նազայի ի զո ֆ ե ր մ են տն ե ր ի որոշ կին ե տ ի կ ա կան հատկությունները (Km, Ki) ք 
Ոացահայտվել է, որ արգինազայի ի ղո ֆ ե ր մ են տն ե ր ը խիստ տարբերվում են 
իրենց խնամակցությամբ դեպի Լ֊ ա ր դին ին ը, աոաջին իզոֆերմենտն օժտված 
է ցածր խնամակցությամբ, իսկ երկրորդը' ընդհակառակը, ցուցաբերում է 
բարձր խնամակցություն, որը խիստ տատանվում կ զարգացման ընթացքում։ 
Որոշված են լյարդի արգինազայի ի ղո ֆ ե ր մ են տն ե ր ի Ki' Ն-օրնի֊
տինի, Ն-պրոլինի, ԳԱԿԹ֊ի ազդեցության պայմաններում ։ Լ-պրոլինը և՛ 
ԳԱԿԹ-ն ար դե լա կում են առաջին իզոֆերմենտի ակտիվությունը և չեն ազ­
դում երկրորդի վր ա, իսկ Ն֊ լիզին ը ե էյ-о րն ի տ ին ը' ընդհակառակը, արգելա­
կում են երկրորդը և չեն ազդում առաջինի վրա։ Ն֊ լիզին ը և խ֊օրնիտինը 
մրցույթային արգելակման են ենթարկում երկրորդ իզոֆերմենտի արգինա­
զային ակտիվությ՛ունը։ Առաջին արգինազային ակտիվության արգելակումը 
ԳԱԿԹ-ով նույնպես կրում կ մրցութային բնույթ։ Ւսկ պրոլինր, որը արգելակ­
ման է ենթարկում առաջին արգինազային ակտիվությունը, ցուցաբերում կ ոչ 
մրց ոլյթա լին արգելակում'։

SOME KINETIC PROPERTIES OF ISOENZYMES OF LIVER 
ARGINASE IN HEN EMBRYOGENESIS

T- G. HARUTUNIAN, S. A. KARAPETIAN, N. J. JAKUGIAN

Some kinetic properties (Km, Ki) of liver arginase isoenzymes in 
hen embryogenesis have been studied. It has been shown that arginase 
isoenzymes are distinguished by affinity to L-arginine: the first isoenzyme 
possesses low affinity (Km—220—280 mM), while the second on the 
contrary shows high affinity (50—55 mM), which is strongly changeable 
during development. L-lysin and L-ornithine inhibit competitively the 
second arginase isoenzyme activity. Inhibition of GABA activity of first 
enzyme has also a competitive character. Proline which inhibits the first 
arginase isoenzyme activity shows noncompetitive inhibition.
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