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ФОТООКИСЛЕНИЕ И ХИМИЧЕСКАЯ МОДИФИКАЦИЯ 
ОСТАТКОВ ГИСТИДИНА И ТРИПТОФАНА 
В АРГИНАЗЕ ПЕЧЕНИ ЭМБРИОНОВ КУР

Т. Г. АРУТЮНЯН, С. А. КАРАПЕТЯН. 4 Ж АБРАМЯН. .1. Л1 ДАВТЯН

Ереванский государственный университет.
кафедра биохимии и проблемная лаборатория сравнительной и эволюционной биохим:

Аннотация — Фотоннактниацн» и ингибирование очищенной аргиназы пе­
чени 18-лневноп> куриного эмбриона специфическими модификаторами ди- 
этнлпнрокарбинатом и N-бромсукинннмидом указывают на значение ос­
татков гистидина и триптофана н проявлении активности фермента 
Субстрат защищает модифицированный фермент от инактивации. Сделано 
предположение об участии этих аминокислот в формировании активного 
центра и поддержании нативной конформации фермента.

Н.Г|П1пи։<|1иг Հավի IS օրական սաղմի (յարղի մարրվաձ արդինաղայի £ииги- 
ինակտիվացիան և րնկձււսէ ր յուրահատուկ մոդիֆիկատորներով' դիԼթիլպիրոկար- 
րոնատով It -րրոմսուկցինիմիդով, ЦпЧд են տայիս Հի nut ի ղին ի և տրիպտոֆանի 
մնացորդների դերր ֆերմ ենտի ակտիվոէթ յան դրսևորման ղործումւ Սուրստրատր 
ւդաչտ որոնում Հ մոդիֆիկացվաս ֆերմենտը ինակտիվացումից; Ենթադրվում Լ. որ 
վէ-րոհիյյայ ամինաթթ ուններր մասնակցում են ֆերմենտի ակտիվ կենտրոնի ձևա­
վորմանը ե նրա րնական կոնֆո ր մ ա у ի ա յի պաՀպանմանրւ

Abstract — PhotoInactivation and inhibition oi 18-days hen embryo liver 
purified arginase by specific modlficalors (diethylpyrocarbonatc and 
N-bromsuccInimid) point out the Importance of histidine and trlptophanc 
residua tor the expression of enzyme activity. The substratum protects 
the modified enzyme from inactivation. It is supposed that these amino 
acids participate In the formallon of active centre and supporting <»( the 
enzyme native conformation.

К.иочеаые слова: эмбриогенез кур. аргиназа, изоферменты^ модификаторы.

Метаболическая роль аргиназы из тканей различных организмов опре­
деляется их физико-химическими, кинетическими сиойствами [2, 8. Г2|. 
а также строением и свойствами активного центра |5. 6, 8, 9, 15]. К]
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часгожнсму иремсни метолтип
егрукприме фуо^ модифямтин исмеловмы
нПЩП «чьими, омнщешы ;... ‘10'"' °MW‘"IMM ;|МИ"ОК"С' 
|3 6, 9| Пикетно большое...............................""^ Ч»4с. кролик։., быка

linn mine ° l4®14'11101*. избирательно втаимодей-
1 .ми к беи * 4 ՝Л4ОВ,1ЯХ с отдельными аминокислотными
^ Г к . пп^^^ ““’““ «"““Т™» -Ч-.— SIL

111 ,„„„„,„. iim,, 1’ф111 “Г**"'3- «илола триптофан......|.еншы1он груя-
111 , , 'а։оЛ։| гистидина, г-аминогруппы лизина, гуаниди-

* Тин 'l'^ W^*®WI։»l(Ux ‘руин лсш.р.липоион и глутами­
новой кислот |4, 91, ' ■

Ц< ii.io пастояннди исследования являлось выявление роли гисти- 
двпоных, триптофановых остатков в проявлении активности очищенной 
“Р™"’1™ ....... .. куриного эмбриона.

.Murn« ' i u юг, Писа Обы-ктом исследований служил аибриоя кур пороли лег- 
гори. Исследовалась пе^нь ьмбрншюЯ кур |8-ГО дни раинтв»

рпим ii.io .и к ина՝, и, II Лс.юк определили рапсе описанными методами П]
лсмрофо|н « проводили и щелочной буферной системе, рекомендованной Ори- 

сте ион и д*инсоч [И]. Сенсибилизированное красителем фотоок веление аргании 
приводили в открытой терчоствтировпниой кювете диаметром 3,5 см при постоянном 
перемешивании с помощью магнитной мешалки (20*) Растворы ферменте с метилено­
вым еиниы и мл) облучали видимым светом (дампа накаливания 150 »т) на рассто­
янии 1о си ог основании кюветы. Модификацию Днетилннрокарбониом (ДЭЛ) про­
водили при pH 6,0, химическую модификацию (Сбромсуивинимидом (БСИ) осуществлю 
ли при pit 9,5 (13] Модификаторы вносились перед добавлением аргинина

Результаты и обсуждение. Ранге .гачи было установлено, что в пе­
чени развивающегося куриного эмбриона изоэнзимный спектр аргиназы 
претерпевает определенные изменения: из двух инков активности к коп­
ну эмбриогенеза остается пик, который но молекулярному весу, физико­
химическим н клиническим свойствам соответствует неуреотелическоч 
аргиназе (I]. Аргиназа печени 18-дневного эмбрион., была выделена 
нами по схеме, приведенной и таблице.

Очистка аргиназы печени IB-диевпых аибриопов кур

& и 
5 ч 
^

5 йг С »
25? ?
= 2 о =

14 Ж г
и 
3 
X

Этапы

я
я

е
О

aS 5 
= SS3 
а £35 
ж ч » Я

S = 
и о

Гомогенат 140 9560,0 496.7 0.051 100

Ацетоновый порошок 90 4092.0 278.3 0.068 1.3 55.6

Хроматография нл ДЕАЕ- 
пеллюлотс 30 698.0 242.7 0.35 7.0 48.5

Термообработка 25 163.4 216.5 1.3 25.5 43.3

Высаливание сульфатом 
аммония и гельфильтра­
ция па сефадексе 0—100 31 19.8 138.8 7.8 153.0 27.9

Но указанной схеме нам удалось очистить аргиназу печени 18 днев­
ного куриного эмбриона л 153 раза. Из ИЮ эмбрионов было выделено 
45,5 г печени. Очищенный препарат фермента содержал 19.8 мг бел-
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ка с удельной активностью 7,8 мкмоль/мг. Степень очистки определи- 

ли электрофорезом на полиакриламид и проявлении активности ар- 
Изучение роли гистидиновых ^а™® ^ ^ ։| химической мо-

гииазы печени эмбрионов проводили фотоокнслением
дификацией в присутствии ДЭП.

полить к избирательной модификации имидазольных групп {14). Кро­
ме того, на чистом препарате аргиназы быка показано, что наиболее 
чувствительными функциональными группами, снизанными с активно­
стью фермента, в данных условиях являются остатки гистидина [3].

Облучение раствора очищенного из печени кур фермента (при 
pH 9.5) видимым светом и присутствии метиленового синего (2,5- К 5 М) 
приводит к значительному снижению активности аргиназы. Необду­
манный раствор аргиназы с метиленовым синим полностью сохраняет 
активность фермента при любых концентрациях красителя (3). На 
рнс. 2 показано, что падение активности фермента находится в прямой 
зависимости от продолжительности облучения.

Фотоокнсление аргиназы, сенсибилизированное метиленовым си­
ним, было проведено в присутствии субстрата, лизина и орнитина (50 
мкмоль на пробу). Лизин и орнитин (рис. 2) в одинаковой степени не­
значительно предохраняют фермент от инактивации. Аргинин в тех же 
условиях в первые 30 мни защищает фермент на 80—90%, а к часу 
остаточная его активность составляет 50%. Выявление защитного эф­
фекта субстрата позволяет предположить, что фотоокисляющиеся груп­
пы находятся в составе активного центра фермента.

Инкубация аргиназы с ДЭП (10 ‘ Ю * М), который при pH 6 0 
избирательно взаимодействует с имидазольным кольцом гистидина в 
белках [10], незначительно снижает активность фермента Помер՞ 
возрастания концентрации реагентов (10 > 1о « 1.4 М) происходит 
полное инактивирован не его (рис. 3).

Изучение кинетических свойств изоэнзимов аргиназы [1] показало, 
что изоэнзвм аргиназы печени 18-дкевпого куриного эмбриона в отли­
чие от уреотелической аргиназы, для которой лизин и орнитин’являют- 
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С\«ЛкИ\лтм1иЛМИ пт1,1։ЛН^ ИС ’'’’НМОЛгИгТнуГГ С ус ШНШиМИ 
4М , Ml,' ‘"'’ьо п условиях низких концентраций ДЭН. ми 
,ы ,п. цосп, фсрмопл подпилена на 20 30%, лизни и орнитин углуб-

Рис 2. Фотокпактноаипя очищенная аргпиаш печени 1в-дмпюго курино­
го эмбриона а присутствии иетяяапового синего (МС)

Рис. 3 Влияние ДЭН на очищенную аргиназу печени 1Вднсяиого кури 
■ого эмбриона.

ляют инактивацию фермента (на 50%). Мы склонны считать, что мо­
дификация фермента, обусловленная влиянием ДЭП. приводит к кон­
формационным изменениям, при которых, вероятно, облегчается ни-
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ВЛИЯНИЕ АГАРА НА АЗОТФИКСИРУЮЩУЮ 
А КТИ В НОСТЬ АЗОТОВА КТЕРА

В. Г. НИ ко гос ян

Институт микробиологии АН Армянской ССР, г Лбоаян

Аннотация — Показано, что наличие агара в питательной среде способ­
ствует заметному повышению агютфнкенруюшен активности азотобактера, 
максимум которой проявляется при концентрации агара 0.5—1.0%. Азото­
бактер. выращенный на згаризованных средах, обладает о два раза боль­
шей азотфиксирующей активностью, чем на жидкой среде. Существен­
ные изменения происходя.՛ также в динамике нитрогеназной активности и 
зависимости от характера питательной среды.

Ասսաաց|ա, — Snij.tf Լ արվեք, որ սննքքէսմիջավայրում ագարի ներկա լուք! լոմեր 
Նսյաստոէմ Լ էոգոաարակտերի ազոաի ֆիրսմահ ա 1րււիվու()jiult ЫцишЬ։/։ րուրձրստց- 
յ^նչ՛. որի մսւրՁիմամՆ ի հաշտ Լ եկեք ւսրքարի 0,5 — է .0% խսւությահ ւշեո/րոէմ։ 
Ադսւրսւշյւն մքւջւսվսէյրում nthlitft/ini սւէքոաաբակտերի ազոտի ֆիրււմտն ակւոիվու - 
ftjtultp .հդուկ միջավայրի համեմաա երկու, անրրոմ ավել Լէ Էական ւիոփոիւուք/լուն- 
li/.f! !.Ն ո:1.զի Ոէնեբել նա1- նիւորոէլենազոէյի՚հ ա1րւ<իւ[ր>է() յաՆ զինամիկալոէ մ’ կւոիէ- 
ված ոննդամիջավայրի բնույթից/

Abstract — It has been shown that th. presence 01 aga։ in nutrition՜, me­
dium notably promotes the increase of nitrogeniixwon activity oi azoto- 
bacter. the maximum of which is revealed in case oi 0.5—1.0 pei cent 
agar concenir.1tIon.
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