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СРАВНИТЕЛЬНОЕ ИЗУЧЕНИЕ НЕКОТОРЫХ СВОЙСТВ 
ДРОЖЖЕВОЙ И ПЕЧЕНОЧНОЙ АРГИНАЗ

,М Л. ГЕВОРКЯН, С В ЧУБАРЯН, Л. Р. ТУМАНЯН. Р. О. ТОРЧИИ

Изучались некоторые физика химические и кинетические свойство аргиназ, выде
ленных из печени крупного рогатого скота и дро/кжен Candida giiHllermondll var. 
membrana»fader.., uKM-Y-43 (л шественные различии ч cbo:։.th.i\ п»'нолилн 
предположить, чти дрожжевой фермент представляет собой одну из неуреотелических 
форм аргиназы.

քււսումնսւււիրք 1ч /.« խոշոր եդք/ուրավոր անաւ/ՈէՆների ,ւարդի h Candid'. gtt tHlfTT lUfHldii 
var. rnernbranuet'aclafl^ BKM-Y-43 խմորասնկերի արդինադանծրի որոշ ֆիզիկա-ջի- 
միակս,Լ է. կինեաի'. ՀւււակոՀ-ուններ, Հատկու(/էուՆՆևրի մեր եդաձ Լական տմրրրհրությորև» 
նևրր ՀնարավորոՀր j.ilJ, I. '< սրվել ենթադրելու, խմորասնկերի ֆերմենտը Հանդիսանում Լ ար- 
դինադ ալի ո, ուրեոթելիկ ձևերից մեկը։

Sonic ։• ;у$։co-ulic.iileal and kinetic properties of arginases, isolated from de
liver of big-horn-11 caUle and yeasts Candida tjt.UUermondll var. mernbfana >faa?n$ 
BKM-Y-43 tove been studied. Essential differences In properties have allowed >o assu
me that the yeast enaymc is one of the nonnreotelic tornts oi arginase.

Алючевые г.году аргиназа, физико-химические и кинетические свойства

Известно, что аргиназы, выделенные из различных организмов, от
личаются по физико-химическим, кинетическим, иммуиохимическим и 
регуляторным свойствам 116, 18, 20]. Наиболее существенные разлм; 
чин наблюдаются между уреотелической -печеночной аргиназой млеко
питающих и неуреочелнчсской. выделенной из разных организмов и не 
участвующей в процессах нейтрализации аммиака [12,22] Очевид
но, эти ферменты имеют неодинаковое происхождение и возникли на 
разных этапах эволюционного развития организмов [5].

Исследования, проведенные и низшей лаборатории՜, показали, что у 
дрожжей род՜.! Candida имеются все ферменты орнитинового цикла 
[1]. Однако иска трудно утверждать, что эти ферменты функциониру
ют в едином механизме биосинтеза мочевины. В равной мере остает
ся открытым вопрос о том, является ли аргиназа (.рожжен уреотеличе
ским ферментом. В этой связи представляло интерес провести сравни
тельное изучение некоторых физико-химических и кинетических свойств 
аргиназы печени млекопитающих и дрожжевой аргиназы.

Материал и методика. В работе использовали препараты аргиназы печени круп
ною рогатого скота (Reanal. ВНР), трипсина (Спофа. ЧССР), уреазы (Оланлский 
за։, д), Х’-этилмаленнимида. (ХЭМ) (Sena, ФРГ). Լ-лнзнн HCl. I.-орнитин НО. 
Լ-пролин, Լ-треонин, Լ-лейннн, Լ-глутамин. ГАМК (Reanal. ВНР). Дрожжевую 
аргиназу выделяли из культуры дрожжей С gullllerrnondH var. membranaeladen։ 
БКМ-.У-43. как описано ранее [6]. Препарат и среде трис-ацстатного буфе/t 
(pH 8) с I мМ МпС!2 н 5 мМ Լ-треонина был очищен в 79 раз.

Растворы аргиназы в концентрации 1.5 - 7.5.10֊« 31 готовили на 0,05 М глицино
вом буфере (pH 9.5). Трипсин перед употреблением выдерживали а кислой среде з 
течение 16 ч при 37° для инактивации примесей химотрипсина [7]. Затем фильтрова
ли, с помощью добавок I М Х'аОН доводили pH до 8—9,5. Концентрацию белка опре
деляли по методу Лоури [17].
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Обработку трипсином проводили при 37° в течение 20—25 мин при весовом соот
ношении ферментхубстрат I 1 или 1:3 Аргиназную актинкость определяли по ме
тоду Ра нер с некоторыми изменениями, как описано ранее [2]. Пере*! определением 
активности пробы разбавляли а 40—50 раз При исследовании влиянии и.։ протеолн» 
анинок.ч.-.от растворы их добавляли к раствору аргиназы, выдерживали н течение 
15 мни. затем проводили протеолиз. Конечная концентрация аминокислот и пробах 
10--* —5-10-3 до. Аргинин добавляли к раствору аргиназы непосредственно перед на
чалом реакции протеолиза.

При исследовании термостабнльносгн растворы ферментов выдерживали на во- 
диной баке при соответствующей температуре в течение 10 мни. затем определяли ар
гиназную активность при 37°. разбавив пробу 0.05 М глициновым буфером (pH 0,5) 
в 50 раз.

Величины ингибиторных констант определяли по методу Диксона |8|. В опытах 
п։> изучению влияния \ЭМ растворы аргиназы (pH 7.8) с реагентом инкубировали в 
течение 40 ми։։ лрн комнатной температуре (20°С). затем определяли остаточную ак
тивность, предварительно разбавив пробу а 6 раз.

Результаты и обсуждение. Протеолитическая чувствительность 
растворимых ферментов является важным свойством, определяющим 
время полужизни их в живых клетках. Факторы, которые влияют на 
это свойство, могут играть в организме существенную роль. Как по
казано в ряде работ [14, 23]. аргиназа очень чувствительна к измене
нию метаболических условий в организме. Нами была исследована ки
нетика инактивации «ргиназы печени крупного рогатого скота и дрож
жевой аргиназы при протеолизе трипсином.

Как видно из рис. 1. аргиназа печени крупного рогатого скота те
ряет активность под действием трипсина. В течение 20 минут инкуба
ции при 37°С в соотношении фермент:субстр.ат 1:4 активность снижа
ется на 90%. Это свидетельствует о том, что чувствительные к трипси
ну связи расположены вблизи от активного центра и играют важную 
роль в проявлении активности фермента.

В одной из работ [11] было показано, что протеолитическая чув
ствительность аргиназы печени быка в присутствии ионов марганца 
(1—50 мМ) увеличивается. Другие авторы обнаружили, что добавле
ний этих ионов приводит к значительному снижению степени ииактива- 
цин аргиназы печени крыс при взаимодействии с лизосомальными фер
ментами [15]. В наших экспериментах, однако, предварительная инку
бация аргиназы печени крупного рогатого скота при 37° в течение 20 мни 
с 2,5 мМ МпС12 не влияла на степень инактивации фермента трипсином 
(рис. 1 А).

Исследование влияния разных аминокислот на инактивацию арги
назы трипсином (рис. 1), показало, что некоторые и.։ них замедляют этот 
•ч’оиссс в указанных условиях. Наиболее эффективно предохраняют 
нргиназу от потери активности аргинин и орнитин; через 20 мин нику- 
бацни с трипсином в присутствии этих аминокислот активность аргипа 
зы снижается только н<а 40%. Лизин, лейцин и пролин, которые явля
ются ингибиторами аргиназы [13. 19.21], значительно менее эффек
тивны, а глутамин совсем не влияет г.а процесс инактивации аргиназы

Как показано в работе [11]. ни используемые аминокислоты, пи 
коны марианцз не влияют на активность трипсина.
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Дрожжевая аргиназа также инактивируется пол действием трип
сина (рис. I Б). При соотношении фермснт:субстрат—1:3 и pH 8 актив
ность этого фермента полностью подавляется уже через 5 мин после на
чала реакции. Аргинин и орнитин в этом случае также оказывают час
тичное защитное влияние: через 5 мин инкубации дрожжевой лргик-азы

Рас. 1. Рис. 2.
Рис. 1. Кинетина инактнпании аргиназы печени крупного рогатого скота 
(а) и дрожжевой аргиназы |о^ ри нзвЯУ-одснспгаи е трипсином (©) п 
влияние на этот процесс аргинина (С), лизйнй (Д1, орнитина ю). ироли

на (Е), лепц՝"1.| ( ). । .:у;я.ц!!И.1 (Д) .1 -.оно՛։ млриниа (<>).
Рис. 2. Тёру.оинйктнвация печеночной <а) к д рож ж։՛ но и (6) аргиназы н вли
яние на орнитина (с». лизииз (х). треонина (Д|. зролина ( Ё5 ) и ио

нов марганца <. □ >. Время инкубации—10 мин.

с трипсином в присутствии этих аминокислот сохраняется около ֊10%. 
исходной активности. Защитнее влияние лизина выражено слабее, а 
лейцин и иронии не оказывают влияния на в, оное.- инактииании фер
мента. Таким образом, арп тин и орнитин и одинаково!- море чаепчно 
предохраняют аргиназу печени крупного рогатого скота и дрожжевую 
аргиназу от инактивации в присутствии трипсина. Наличие этих ами о- 
кислот в клетке в достаточной концентрации, возможно, оказывает 
влияние : । скорбеть деградации аргиназы под действием протеолитиче
ских ферментов.

Изучение термостабильности аргиназы показало, что печеночны! 
фермент сохраняет 'активность при нагревании до 60—65 (рис. 2А| 
Дальнейшее повышгни՛֊ температуры привод: г к снижению активност 
фермента. При 80° з течение 10 мин она сиг.кается на 90%. Кинетик 
инактивации :: ченочнен аргиназы при 75® показана на рис. 3. Дрожжс 
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пая аргиназа оказалась более термолабильиой. Инкубация ее при 60° а 
Течение 10 мин приводит к почти полной потере-активности (рис. 2 Б). 
Кинетика инактивации этого фермента при 55е приведена на рисунке 3.

Те же эксперименты были проведены в присутствии некоторых ами
нокислот (рис. 2). Из рисунка видно, что присутствие орнитина, лизи
на. пролина и треонина не отражается нз скорости инактивации пече
ночной и дрожжевой «аргиназ в данных условиях. Присутствие ионов 
марганца в концентрации 0.25 М в растворе также не влияет из чув
ствительность печеночной аргиназы к нагреванию.

Реагент на сульфгидрильные группы в белках ХЭМ не влияет нз 
активность аргиназы печени крупного рогатого скота даже прй исполь
зовании его в высоких концентрациях, что хорошо согласуется с лите
ратурными [18]. а также нашими данными, полученными при изучения 
влияния из этот фермент парзхлормеркурибензоатэ [I]. Дрожжевая 
лргийвэа эффективно ингибируется Х'ЭМ (рис. 4). Наличие сушсствси- 

Рис. 3. Рис. 4.
Рис 3. Кинетика териипнактнзаана Ее'/еночной (I) и дрожжевой |2) ар

гиназ при температурах ~53 и 55° соответственно
Рие. 4. Зависимость остаточной зктнвностн дрожжевой аргиназы от кои 

цектраинн КЭМ Концентрация аргиназы а пробах—2.4.10-• М.

пых для активности сульфгидрильных групп у этого фермента было 
показано нами ранее с помощью ПХМБ [9]. Данные, полученные при 
химической модификации дрожжевой аргиназы .ХЭМ. подтверждают 
эти результаты. Таким образом, эти ферменты отличаются друг от дру
га и по чувствительности к сульфгидрильным реагентам.

Определение величин констант ингибирования аргиназы некоторы
ми аминокислотами показало* что и в этих свойствах имеются различил 
(табл.). Так, хотя орнитин и лизин для обоих ферментов являются кон
курентными ингибиторами, однако значения ингибиторных констан! у 
них различны. Кроме того, пролин нс ингибирует дрожжевую аргина
зу. но является конкурентным ингибитором для печеночного фермен
та (К; 24 мМ). ГАМК не влияет на активность обоих фер ментон

Величина Км для «лрппгазы печени крупного рогатого скота при 
pH 9,5 равна 2.5 мМ [4]. а для дрожжевой аргиваш --5,6 мМ [10]. 
Отличаются они и по молекулярной массе: у дрожжевого фермента—
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Таблица. Величины констант ингибирования аргиназы аминокислотами (pH 9,5)
—1 - - - -■' - ' ~-------- -

Фермент
К । (м М)

L—оршиип L—лизни L-пролин ГАМК

Дрожжспая аргиназа 1.3 1.4 — —
Аргиназа печени крупною рогатого 

скота 18 6 24 —

151000 Да [10]. а у аргиназы печени крупного рогатого скота 120000 
Да [3].

Таким образом, в свойствах исследуемых нами ферментов имеются 
существенные различия. Дрожжевая аргиназа, в отличие от печеноч
ной, чувствительна к сульфгидрильным реагентам, имеет большую мо
лекулярную массу и значительно .менее термостабильна. Имеются раз
личия и в кинетических'свойствах: сравнительно низкое сродство к 
субстрату у аргиназы из дрожжей, существенная разница в величинах 
констант ингибирования аминокислотами (табл.). Отличаются они в 
чувствительностью к протеолизу трипсином. Полученные данные ука
зывают на то, что у этих ферментов имеются существенные различия в 
структуре, что отражается на их физико-химических и кинетических 
свойствах. Это позволяет предположить, что дрожжевая аргиназа 
представляет собой одну из неуреотелических форм аргиназы. Даль
нейшие исследования, возможно, выявят и другие различия в структуре 
и свойствах этих ферментов.
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АНТИФУНГИАЛЬНАЯ АКТИВНОСТЬ ШЛЯПОЧНОГО ГРИБА 
NEMATO1.OMA EASC1CULARE (HUDS.-.FR.) KARST.

С. М. БАЦАЛ ЯН

Изучение антнфунгнальнон активности штаммов K'cmaioloma fasciculare по- 
итношелшо к 21 виду мнкроминстов выявило 2 типа взаимоотношений Существует 
корреляция между географической распространенностью вида, и родой субстрата, ско 
ростью роста мицелия и формой проявления антагонизма.

Kemal oloma fattic. lerr-f, UiljUtplfniP 111Л ntllHltfhwuflfini-

ffj.llbp 2/ inbuiulf/i J frtiprtu ifr'il.p/i Uljuiutitwitp f i.4 у и՛ •“ az t ч> С <) ',u>p4iph[ini.p>t4ldiLpfi i
'I'njnt/fjHilj ntbf՛ utliutuljji ii'jlin4pii։it)ii,i'tii։i\i и։шрш^фчЛп(Р juilf, uttt/'uutput֊

Uifi uibuufffl, Jfiyti/wjf։ luSJw'b wf։uitjn։[/ju.)i b unlnn>,/yn)ifufi/l՛ r/puhnpjиЛ Mi ft J [iflt.

The study of anitfuugial activity of Nematoloma fasciculare strains In Connection 
with 21 species о micromycetes has revealed 2 types oi interrelation. There exists a 
correlation between the goegranhical spreading of the species, the kind of substra
tum, the growth rate of micelle and ihe form of display of antagonism.

Ключевые слова: шляпочный гриб, микромицеты, антифунгиильная активность.

В нестоящее время в связи с поискам» новых фармакологических 
препаратов интерес к базядиальным грибам как продуцентам биологи
чески активных соединений заметно повысился [5—8].

Объект наших исследований -Nematoloma fasciculare — в֊ 
этом аспекте изучен недостаточно, хотя единичные литературные дан
ные свидетельствуют о высокой физиологической активности этого 
гриба.

В настоящей работе приводятся результаты изучения антифунги- 
а.-.ьных свойств Лг. fasciculare.

Материал и методика. Изучение антифунгнзльноЙ ак-иниоств штзм.мог. выделен
ных н культуру гканевым методом, пр; водили в совместной культур г видами 
»։11кром։щетон: Aspergillus verslcola (V /!л hr.. .4. niger и. TlcgJt., l unlcllllum 
verruedsttm (Dier.), Al:etnariu chartertim (~r.), Trichoderma vlrlde Pers.

Стерильные чашки Петри с агарнзаванным суслом одновременно инокулировали 
мицелием .V. fasciculare i •1՛ .ромнцета в 20 возможных цариантах ггабл.), после ч.е: о 
Помещали их в термостат при 20°. Наблюдения приводили и течение 50 суток начиная 
с первых дней совместного роста культур. Для оценки аптифупгнальиой (антагони-
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