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ИЗОФЕРМЕНТНЫЙ СПЕКТР ИЗОЦИТРЛТДЕГИДРОГЕНЛЗ 
В СУБКЛЕТОЧНЫХ ФРАКЦИЯХ МОЗГА И ПЕЧЕНИ КУР

В ОНТОГЕНЕЗЕ

Р. А. СИМОНЯН. Л. А АРУТЮНЯН, Н. О. МОВСЕСЯН. А. А. СИМОНЯН

Изучали изофсрмспгный состав НАДФ- и НАД-зависимых изоннтратдегадрогена^ 
в цитоплазме и митохондриях мозга и печени кур в койне эмбриональной, начале цост- 
э.мбриональной стадий развития и у зрелых птиц Цитоплазматическая и митохондри­
альная НАДФ-изОЦИТратдегидрогеназы на обеих тканей куриных эмбрионов содержат 
ио два изофермента, которые, претерпевая количественные изменения, прослежинаки- 
ся в течение всего периода развития. Изоферментный спектр митохондриальной НАД- 
нзонитратдегидрогеиазк в мозговой и печеночной тканях кур подвергается в онтоге­
незе более сложной л разнонаправленной перестройке. В митохондриях мозга кур ։։о- 
является второй изофермент с высоким уровнем активности, в го время как а митохон­
дриях печени исчезает анодный кзофсрмсит.
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Множественные формы фермента—изоферменты, выработавшиеся 
в тканях в ходе длительной молекулярной эволюции, играют важную 
роль в метаболических процессах. Накопленный в последние годы об­
ширный материал о физико-химических, иммунологических, электрофо­
ретических свойствах различных изоферментов дал основание рассмат­
ривать их как проявление функциональной специализации фермента­
тивных реакций. Специфичность функций изоферментов связана с осо­
бенностями их внутриклеточной локализации и проявляется в способ? 
кости осуществлять тонкую регуляцию как интенсивности, так и на? 
правления обменных реакций.

Изоферментиая природа ряда дегидрогеназ и их функциональная 
роль изучены достаточно ноли՛.), однако вопрос об изоферментах ПАДФ- 
и НАД-зависимы>х изоцктратдегидрогенез (ПАДФ-ИДГ и НАД-ИДГ| 
до настоящего времен։։ остается открытым. Лини, в отдельных работах 
приводя гея данные об изоферментах изоиитратдегидрогеназ, однако, 
полученные с помощью различных методов, они не могут дать четкого 
представления об их субклеточном распределении о тканях животных 
| 2, 3, 5, 6. 8]. Кроме того, в доступной нам литературе мы не обнаружи­
ли сведений об изоферментах изоиитратдегидрогеназ в тканях птиц. 
Исходя из того, что изофермент гая система подвергается изменениям в 
онтогенезе, мы предпринял։։ опыты по изучению изоферментного со­
става НАДФ- и НАД-ИД Г в субклеточных фракциях мозга и печени 
кур в течение их эмбрионального и постэмбрионального развития.

.Материал и методика Исследования проводили па 20-дневных эмбрионах, 5-дпев- 
кых цыплятах и половозрелых курах. Гомогенаты печени н мозГа готовили на 0.05 М 
трис-НС! буфере, pH 7.4, в отношении 1:3 и дли. солюбилизации изоцнтратдегндроге- 
и.чз их инкубировали в течение 3 мин. при О’ с 0,1'-.-.-ным раствором тритона Х-100. 
Затем пробы центрифугировали 10 мин при 6000 об/мин л полученную надосадочную 
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жидкость использовали для электрофореза [2]. Митохондриальную и цнгоплаз.матн- 
легкую фракции печени и мозга получали по описанному ранее .методу [1].

Разделение изоферментов изопитрптдегндрогеиаз производили электрофорезом в 
полиакриламидном геле на приборе фирмы «йеалаЬ (модель 69). В качестве разде- 
днющего гели использовали 7%-пый акриламид, составленный по прописи Эйткена и 
Брауна [4]; концентрирующим слоем служила суспензия сефадекса (։-200 с ркбофла 
липом. Катодный буфер—трис-глппиновый, pH 8,6. содержащий 2 мМ нзоцнтрата; 
диодный трис-буфер, pH 8.07 4. Сила тока -8 мА на гель, длительность разгонки— 
5—6 ч, метка -0.001%-вий раствор бромфеволовоги синего. Но окончании электро 
фореза зоны локализации изоферментов нзоцитратдегидрогеиаз выявляли при помощи 
феяа.зинйетасульфат тетразолиевой реакции [4] Количественную оценку активности 
отдельных изоферментов проводили путем измерения на денситометре интенсивности 
окрисй! зон их локализации. Активность нзоферментных фракций выражали в услов­
ных единицах оптической плотности (пропорциональной площади окрашенных зон 
нюфермеитоо) в пересчете на 1 мт белка в исследуемом образце, который определяли 
<н\рет(шым методом [9]

Результаты и обсуждение. Полученные данные показывают (рис. 
||. что цитоплазматическая и митохондриальная НАДФ-ИДГ в пече­
ночной и мозговой тканях кур представлены двумя изоферментами. Оба 
изофермента НАДФ-ИДГ в цитоплазме печени эмбрионов имеют при-

Рис. I Изофермеятныв спектр НАДФ-ИДГ в печени (1) и мозге (11) кур. 
Денситограм м.ы. Гели окрашены па ферментативную активность, а—го­

могенат; 6 митохондрии; в- цитоплазма; I 4 номера изофермент- 
иых фракций.

мерно равное содержание (табл. I). В цитоплазме печени цыплят проис­
ходит повышение уровня анодного изофермента, с последующим его 
снижением у зрелых птиц; содержание катодного изофермента возра­
стает и превалирует в цитоплазме печени кур. В цитоплазме мозга эм­
брионов (табл. 2) преобладает анодный изофермент; з ходе постэм­
бриогенеза его уровень снижается и повышается содержание катодного 
изофермента.
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В .митохондриях печени эмбрионов преобладает активность катод­
ного изофермента ПЛДФ-ИДГ, доля которого с возрастом увеличи­
вается. Следует отметить, что условная удельная активность обоих изо­
ферментов митохондриальной НАДФ-ИДГ в печени эмбрионов зиачн-

Таблица I 
Изоферменгныь состав ПЛДФ-ИДГ в субклеточных фракциях печени кур и онтогенс՛՛--
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эмбрионы 0.045+0.004 0,053+0.002 45,954.1 0.109+0.008 0,164+0,012 39.9 би.1

5-лиейные 
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1 
61.233,8 0,060+0,104 О,К1дО.О14 29.9 -3.1
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.>,045+0,006 
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р <0.025 
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34.1 65.9
1

0.034+0.003 
р <6.01 
р։ <0.001

0,085+0.008 
р <0.025 
р։ 0.005

29.2 71',8

Примечание здесь н дальше + и — анодный и катодный изоферменты Р- при
■сравнении с цыплятами, р; г эмбрионами; в скобках число опытов.

Т а блвиз 2
И.чоферментный спектр 11ЛДФ-НД1 а субклеточных фракциях мозга кур 

в онтогенезе

Ц .։ । о п .1 .։ з м а М н । о ՝. о и ՛ р и и

Возрас г услови я удельная , ։ з
активность с Я =
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5-днепные 
эмбрионы

Курт

0,084-М),<ОЬ 0.042+0.001

0.058 +0,0 15
0.068+0.001

66,7 ?Л.З0,038+0,003 0,100+0.002:27 5 Г2.5

0.074+0,009 44.4 55,6
0,095+0,002 41.7 58.3

р >-0 1
рл <0.001

0,017 г0,006 0,088-.՛ 0,он 29,6
0,060+0.002 0,095+0.004

р <0.005 
р։ <0.005

70.4
',5.7 54.3

тельно превышает таковую цитоплазматического фермента и последо­
вательно снижается при постэмбриональном развитии, с сохранением 
процентного соотношения междх изоферментами. В митохондриях моз­
га эмбрионов и цыплят отмечается сходное распределение изофермся- 
|г>в с преобладанием катодного изофермента; у кур происходит уранин- 
ванне содержания обоих изоферментов за счет повышения уровня анод­
ного.

Как видно из приведенных данных, изоферментиый спектр II \ДФ 
1I.1I в цитоплазме и митохондриях печени и мозга куриных эмбрионов 
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„с изменяется до зрелого возраста и претерпевает лишь количествен 
ные сдвиги. сводящиеся к четкому преобладанию доли катодного изо­
фермента в печени и к выравниванию соотношения между изофермен­
тами о мозге.

Результаты исследования изофсрмеитного состава НАД-ИДГ з 
тканях кур в онтогенезе приведены на рис. 2, табл. 3 и I. Установлено.

]

Рис. 2. Изоферментиый спектр НАД-ИДГ в мозге (1) и печени Н1| кур. 
Обозначения те же, что к на ряс. I.

что в митохондриях печени в конце эмбриогенеза фигурируют два изо­
фермента НАД-ИДГ; в раннем постэмбриоиальном периоде уровень 
анодного изофермента снижается и исчезает у кур. у которых НАД- 
ИДГ представлена одним изоферментом В митохондриях мозга иаблю-

Онтогенетические сдвиги и и юферусстним
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Куры
(5)

— 0.174+0,004 
р <0.001 
р, <0,001

0,010+0,006 0.084+0,011 35.4 64,6
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Таблица 4
Онтогенетические сдвиги в изоферментиом составе НАД-ИДГ в мозге кур
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0,100+0.004
0.139+0,007 

р <0.01 
рг <0,005

1ается обратная картина: у эмбрионов и цыплят НАД-ИДГ представ­
лена одним изоферментом, а у кур. наряду с повышением активности 
этого изофермента, обнаруживается появление второго. Несмотря на 
то. что НАД-ИДГ является преимущественно митохондриальным фер­
ментом, нами обнаружены полосы активности этого фермента и при 
электрофорезе цитоплазмы печени в мозга кур в ходе развития.

Риг 3 Динамика изофсрмснтного состава НЛД-ИДГ и митохондриях моз­
га (I) и печени <111 кур в онтогенезе л -эмбрионы; б—цыплята; л- куры

Из приведенных на рис- 3 денепто։ рамм видно, что нзоферментняя 
система НАД-ИДГ в митохондриях развивающихся тканей кур обна­

руживает кач ствениую и разнонаправленную перестройку- В мин- 
хондриях печени кур исчезает пик активности анодного изофермента, 
и т։։ время как в ми;эхондриях мозга в ходе его развития появляется 
новый изофермент с высоким уровнем активности.
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Интерпретация литературных данных об изоферментах НАДФ-ИДГ 
различного происхождения довольно затруднительна, поскольку сил 
получены разными методами- Отметим те работы, в которых был пс- 
польэфван электрофорез в 'Полиакриламидном геле. В гомогенатах пе­
чени крыс было обнаружено четыре пика активности фермента, кото­
рые один авторы связывают с цитоплазмой и митохондриями [3]. а 
другие частично приписывают их ядернон фракции [2]. Ид данных 
Гро.чека я Паетузко следует [Я], что изоферментный спектр цито- 
нлазматической и митохондриальной НАДФ-ИДГ. выделенных из 
мозговой ткани крыс, содержит две полосы активности, которые в ми­
тохондриях связаны с их наружной и внутренней мембранами Полу­
ченные нами денсито։ ра֊ммы распределения изоферментов НАДФ-ИДГ 
(рис. I) показывают наличие четырех пиков активности в гомогенатах 
печени и мозга кур. Цитоплазматическая и митохондриальная НАДФ- 
ИДГ из этих тканей при наших условиях разделения представлены 
двумя изоферментами, которые прослеживаются ։ конца эмбриональной 
стадии развития кур и претерпевают количественные изменения актив­
ности в ходе онтогенеза.

В отношении изоферментов НАД-ИДГ можно сослан.,я лишь на 
исследования Покровского и Коровки кока [3]. обнаруживших, что 
IIАД-ИДI из печени крыс содержит грн изофермента, локализация ко 
торых пренмушественно связывается с митохондриями и ядрами. В 
.наших опытах НАД-ИДГ в гомогенатах печени и .мозга кур также пред- 
ставлена тремя изоферментами, два из которых в мозге выявлены н 
митохондриях. а в печени—в цитоплазме (рис 2). Обнаружение ак 
гнвностн НАД-ИДГ н цитоплазме печени и мозга кур мы склонны свя­
зать с фактом довольно заметного протекания в этой фракции указан­
ных тканей кур реакции карбоксилирования а-кетоглутарата. Исходя 
из способности изоферментов регулировать также и направление фер­
ментативных реакций, можно объяснить наличие изоферментов НАД- 
ИДГ в цитоплазме тканей кур их участием в обратной реакции.

Изучение изоферментов имееч большое значение для понимании 
молекулярных основ морфогенеза, поскольку известно, что синтез раз­
личных изоферментов запрограммирован генетически и коррелирует 
со '.'.'.диямп развития организма. В этом асчекге оитогенетнчсск;: 
сдвиги в изофермент ном составе НАД-ИДГ могут быть следствием из­
менений на уровне транскрипции и трансляции отдельных изофермен­
тов. С другой стороны, не исключено, что в ходе тканевой дифферен­
цировки НАД-ИДГ проявляет неодинаковую способность к агрегации 
субъединиц. В пользу такого предположения говорят данные о том. 
что в зависимости от условий происходит сдвиг в мономерно-димерном 
равновесии НАД-ИДГ [7. 10]. Следует также отметить, что изменения 
в нзоферментном составе НАД-ИДГ могут быть связаны со специфи­
ческим взаимодействием с низкомолекулярными лигандами или с дру­
гими белками. В этом случае исчезновение или появление новых ликов 
может быть результатом комплексования одной формы фермента с ка­
ким-либо белком, уровень которого меняется в ходе индивидуального 
развития.

|>||1Мэ:|!ческнн кури.'1.1 Армении, 1. \\XVll, № 1—3
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Известно, что изоферменты дегидрогеназ обнаруживают специфи­
ческую реакцию на различные изменения физиологического состояния 
организма. В отношении изоцитратдегндрогеназ показано, что стрес­
совая реакция, вызванная голоданием. приводит к уменьшению актив­
ности обеих изоцнтратдетидрогеназ в печени крыс, более выраженном^ 
в отношении изоферментов НАДФ-ИДГ, что. no-видимому, отражает 
более глубокое угнетение восстановительного синтеза по сравнению 
е окислительными процессам]։ [3]. Изменение активности нзоннтрат- 
дегидрргеназ в печени может происходить избирательно, за счет изо­
ферментов, имеющих различную внутриклеточную локализацию. Так, 
введение крысам in vivo витамина А .чкт ивирует митохондриальную 
НАДФ-ИДГ в печени, не влияя на цитоплазматический фермент. Так 
как обе формы НЛДФ-ИДГ находятся под независимым генетическим 
контролем, полагают, что ретинол является специфическим индуктором 
митохондриальной формы фермента [2]. Наконец, специфическую 
реакцию проявляют изоферменты изоинтратдегидрогеназ '.грн экспери­
ментальных воздействиях на животных разного возраста: ишемия вьь 
зынает повышение активности НАДФ-ИДГ в митохондриях мозга но­
ворожденных крыс, между тем как у взрослых животных ина приводит 
к снижению энзиматической активности, особенно в наружных мем­
бранах митохондрии [8]. Вышеизложенное говорит в пользу функцио­
нальной неравнозначности изоферментов изоцитратдегидрогенэз я 
свидетельствует также о том, что возрастная эволюция нзоферментио- 
го набора различных тканей н его специфические изменения при раз­
личных функциональных состояниях направлены на более строгое ре­
гулирование особенностей метаболических процессов.

Следует полагать, что изменения в изоферментном спектре НАД- 
ПДГ, обнаруженные в наших опытах, связаны с ролью этого фермента 
в регуляции продуцирования энергии соответственно нуждам разви­
вающихся тканей. Этот вывод косвенно подтверждается данными о по­
вышении в митохондриях мозга в определенных условиях активности 
даже НАДФ-ИДГ—фермента, играющего вспомогательную роль в 
энергетическом метаболизме мозга [8]. Разнонаправленная перестрой­
ка изоферментов митохондриальной НАД ИДГ в мозге и печени кур 
обусловлена особенностями метаболизма изонитрата в этих тканях. 
Возрастное усложнение изоферм ситного спектра НАД-ИДГ в мито­
хондриях мозговой ткани обеспечивает преимущественное окисление- 
субстрата в мозге по НЛД-зависимому нуги и отражает соэсршепство- 
ванне регуляции функций организма в течение онтогенеза.
Институт биохимии АН Армянской ССР Поступило I3.V1I 1983 г.
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Պոլիակրիլամիղային ‘՞ելքէ վրա կլեկտրաֆրրեղի եղանակով անջատվել 
“ ոլպումնսւ սիրվել Լ ՆԱԴՖ և նԱԴ-կախված իղէէցիւորաւոդեհքէդրոգենազների 
իղոֆերմ են տային կազմը ուղեղի և լյարղի ըջջւսպրււ ղմալամ It մ իտոքոնղ- 
րիանե րամ՝ հավերի ււաղմնային ղարգացմ ան վերջում և հետ սաղմնային 
ղարղացման սկղյբամւ //ւ սո 111 ն ա սի ր ո լ թ յո էնն եր կատարվել են նաե. սեոա- 
՜<ւսսու.ն թռչունների հ յոլսվածրներամ  ւ Պարզվել Լ, որ ուսումնասիրված 
• լուռված բնի րի ինչպես րջջապլաղմ ալում, այնպես էլ մ խոոքոն գրի աներում 
պարունտկվամ են նԱԴ'ե-ի գո ց ի inր ա ա զեհ ի զրո զենէս գ ա լի եր կա ի զո ֆերմենտ­
ներ։ Սաղմի զարգացման ընթացքում դիտվել են ալդ իղոֆերմենտների պա- 
/՛ունակության քանակական վւոփոխոլթ յուններէ Հետաքրքիր ւի ուիր։ քսու թյան - 
ների / ենթարկվում նաե ՆՍ.Գ-իղո ցիռ՝ րաԱէ զեհ ft գրաւեն ա գ ու յի իղոֆերմ են- 
տային կազմը} Հավի հասակին զուգընթաց ուղեղի միաոյբոնղրիաներում 
երևան է գաւիս րարձր ակտիվւււթլամս օժտված երկրորդ իղոֆերմենտը: 
Հւսսոլն հավերի 1!։ւլ{"ւ1՛ միտսըոնղրիաներամ անհետանամ Լ անոպային 
իգոֆերմենւոը։

ISOENZYMATIC SPECTRUM OF ISOCITRATE DEHYDROGENASES 
IN SUBCELLULAR FRACTIONS OF HENS BRAIN AND LIVER

IN ONTOGENESIS

R. A. SIMONIAN, L. A. HAROUTIUN1AN, N. O. MOVSESS1AN. A. A. SIMONIAN

The composition of NADP- and NAD-dependent isocitrate dehyd- 
rjgenases isoenzymes of cytoplasm and mitochondria oi hens brain and 
iver has been studied by polyacrylamid ? gel disc—electrophoresis during 
ontogenesis. The cytoplasmic and mitochondrial NADP—IDH from both 
tissues occur in the form oi two isoenzymes, undergoing quantitative chan­
ges during development. The mitochondrial NAD -IDH oi embryonic 
iiver contains two isoenzymes; in the process oi maturation the level of 
the anodic isoenzyme decreases and disappears in adult hens. The mi­
tochondrial NAD —IDH of embryonic and chicken brain has one isoen­
zyme. increasing parallel to the age, while in mitochondria oi the adult 
brain the second Isoenzyme is detected with high level oi activity.
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НЕКОТОРЫЕ КИНЕТИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА АРГИНАЗЫ 
СЕМЯДОЛЕЙ ГОРОХА

Дж. А. ВАРДАНЯН. М А. ДАВТЯН

Исследодешы некоторые кинетические свойства аргиназ։.։ семядолей гороха.
Показано, что фермент конкуре тио нягнбнрустся Е-лизяном (К, = 13,3X10'3М) 

з о время как 1_-орннтин, Е-пролнн и ГАМК никакого действия не оказывают. Тно- 
ловые группы играют существенную рол։, в проявлении аргиназной активности. Мо­
лекулярный вес феомента равен 204000.

Ключевые слова: горел. аргиназа. кинетические свойства.

В настоящей работе приведены результаты изучения некоторых фи­
зико-химических свойств (К , молекулярный вес, ингибирующее влия­
ние аминокислот и реагентов на тиоловые группы) частично очищенной 
аргиназы семядолей гороха. Следует отмстить, что подобные исследо- 
вапня па растительных организмах весьма немногочисленны.

Материал и .историки. Объектом исследования служили семена гороха Рамоискии 
77. Иснользоаалнсь семядоли ла второй день прорастания. Гомогенизация проводи­
лась в стеклянном ГОМ<։п.ч։иза։ирс пшд Поттср-Элпсджсми при 0—5 с кварцешлм ПЕС­
КОМ в дистиллированной иоде Арпшазнзя активность определялись методом Ратне­
ра [20], с последующим определением мотевчны по Арчибальду [8]. Очистка арги­
назы осущостплялаа. по разработанному нами методу [5]. Констант;։ ингибирования 
определялась графическим методом Диксона [6]. Количество Е-арги։։։։։։а составляло 
10 и 50 мкмоль. В качестве ингибйтопов аргиназы использовались Е-лнзин, Е-орнн- 
тин, Е-пролнн, ГАМК в количестве 5—50 мкмоль на пробу. Молекулярный вес опреде­
лялся метилом гельфильтрации па колонке с сефадексом 6-21Ю на основан։։։։ постро­
енного эл юн ионного графика белков с известными молекулярными весами (уреаза— 
480000. Э-амииокислотиа՛-■ окендизд 182000, гемоглобин -67000 ։։ трипсин—23000).

Результаты и обсуждение. На первом этапе нами исследовалось 
влияние Е-.тнзпна. I. < нмтнна, Е-иролнна и ГАМК, на активность час­
тично очищенной аргиназы семядолей горох?..

Согласно литературным данным, специфическими ингибиторами 
аргиназы различных организмов являются лизин п орнитин. Однако в 
литературе имеются также данные об ингибирующем влиянии ГАМК и 
пролина на аргиназу печени и почек крысы, печени овцы, куриного эм­
бриона, инфузории и опухолей молочной железы [1. 2, 7, 12—14].

Полученные нами данные (табл.) свидетельствуют о том, что из 
использованных специфических ингибиторов лишь лизин заметно пи*
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