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1Ц Ֆ11ՍՖՈԼԻՊԱԱԻ ԱՆՋԱՏՈՒՄԸ ԹՈՒՅՆԵՐԻՑ

Ա Ե. Ա5ԱՆՅԱՆ

Հայկական ՍՍՀ ԴԱ 1/ԼՆսարիմիայի ինստիւոուա, Երևան

ԱԼօԱւա^իսւ — նկարագրված Լ Աշ ֆոսֆուիսրսգի անէատում ր ի/uja ՈՁյ(1 OXfojtOt 
Agkistrvdon Kalis ЫотКоЦИ օձերի և Apis mellifera մեղրատա J եղվի ր>,4նե- 
րից։ Որպես կենսա յուրահատուկ կրիչ օգտագործված £ իմ մ որիյ իգագվ ած ֆոսֆոյի- 
պիգով ամ [՛Նային ապակի: Ան յ ա տ վ ա ծ ֆոսֆոյիպաղն երի մաքրության աստիճանը 
ստուգված Լ պո/իակրիքամ իգային գե [■ Լյեկտրաֆոր եգի, իգոԷյեկտրաֆոկոէԱսէցմ ան, 
^i-ծաւրի ամինաթթվի գաՆսի/ որոշման, ինչպես նաե ամինաթթվա ւին անա/իգի 
էգՆւ՚ւթ յսւմ ft

Аннотация ֊ Описано выделение фосфолипаз .Ն, из ядов змей Xdju 
naja oxiar.a, Agklstrod'.)՛։ halls hlo.nKj^'ii ;։ яда медоносной пче
лы Apis mellifera. Б качестве бносисинфнческого носителя использова
но аминосгехло с иммобилизованным фосфолипидом. Степень чистоты 
выделенных фосфолипаз проверяли с помощью электрофореза я по.чнакрк- 
дамиллом геле, изоэлектрофокусирования, дансильного определения \'-кон- 
ценой аминокислоты и аминокислотным анализом.

Abstract The procedure of isolation of phospholipase Аг from Nuja 
naju Oxiana, AgMstrmit/n Kalis iAomhoffii snakes venoms and Apis mp.l- 
llfera bee venom is described Aminoglass with immob։l:z<d phospho
lipid Is applied as biospecific support. The purity ol isolated phospho
lipases is controlled by polyacrylamide gel-electrophoresi§. isoelcctrofo- 
CbSlng, determhiatlon of the .N-teimlnal amino acid and amino acid 
analysis.

է*աէւսւ||ւ pumbr. Աշ ֆոսֆէւ|իս|ս><|. ֆոսֆոյիպիղ, ill.ip||i I. «ձի թույՈԼր. կԼնսայուրաքւա- 
utnil| րրսմասրո<]է*աֆիսւ:

Աշ ֆսսֆպիպազը (Կֆ 3. 1.1.4) իրրև կատալիզատոր աւզահովո։մ Լ 
րարձր կարգի թթուների րարգ եթերային կապերի յուրահատուկ հիդր՚պիվր 
1.2 զիացիւ-3~ՏՀ\֊ֆոսֆոգլիէյերիգների երկրււրգ դիրբոէմ ։ Այն լայնորեն տա

րածված Լ րնության </Лу Լ րավարար քյանակով պարունակվոէւ! I; օձերի nt 
միջատների թույներոէմ: Աշ էիոոֆոլիպագն այսօր հիմնավորապես օգտա֊ 
Կործվում կ իրրև գո/էծիր՝ ներվային գրզիոների փոխան ցմ ան ս/րո րեսն երի, 
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թաղանթս։  յին սիստեմների կառոլց Հածբային - ֆունկցիոնալ կաւլւ/ակերպութ յան , 
շերտերի բաժ անմ ան սահ մ ան ագծ ում կեն սակատալիղի յուրահատկությունների 
հետազոտության մեջ։ Թվարկված խնդիրների բարեհաջող լոլծոլմր պահան

ջում Լ սպիտակուցի բարձյւ մաքրության աստիճանով Աշ ֆոսֆոլիպագի ան- 
հրաժեշտ բանակների կիրառություն:

Ներկայումս բարդ խ աոն ո ւ րդն երից սպիտակուցների անջատման ե մարըր- 
մ ան համար ավելի ու ավելի մեծ տեղ Լ տրվում աֆինային րրոմատոդրա- 
ֆիային, բանի որ վերջինս հնարավորություն է տալիս նյութերը արագ էւ 
արդյունավետ կերպով իրարից բսւմանել բրոմտւոռգրաֆիայի մեկ աստիճա

նում, մինչդեռ բաղմ աստիճան I։ ոչ յուրահատուկ մեթոդների օգտագործումը 
մեծ աշխատան ր ե ծ աման ակ / սլա հ ան ջում։

Մինշ այժմ հայտնի են տարրեր աղը յուրներից անջատված ւէէվելի բան 
30 Աշ ֆոսֆոլիպադվէ ամինտթթվտյին հաջորդականություններ, որոնցից քչերի 
համար է, սակայն, կիրառվել մաքրման կենստյուրա հատուկ րրոմասււ։ դրա- 
ֆիտյի մեթոդը;

Այսպես, հայտնի Լ դի ալկ իլ-ֆո ս ֆա տ ի գի լ սեֆարոդի վրա ղեաերգենտր 
առկայությամբ կյէիտրսցիտների թաղանթներիյյ Աշ ֆոսֆոչիս/աղի անջատումը 
[ II ]։ ԸրՕէՅևւՏ ՅւԽա;։Ոէ?!1Տ օձի թույնից Աշ ֆոսֆոլիպաղ հաջողվել Լ ան

ջատել սեֆարոդի վրա, որր կարբօբսիլային խմբով կսվալենէոորեն կապակցված 
/; 1'^-(9-կարբօթսի) ն ոն ի լ-2 ֊ հ ե բս ադե դի լդք ի գ ե րո • 3 - ֆ ո Ա ֆ ո քո ո լ ին ի հետ /^'/; 
Հակամարմինների հիման վրա ստացված իմունո յուրահատուկ սորրենտի օգ

նությամբ Աչ ֆէւսֆոլիպագի իդոֆերմենտների խառնուրդը հաջողությամբ ան

ջատվել Ւ, \;ւյ';ւ ՕՁ):։ Օ.\և«ՈՅ կոբՐայՒ '՝Ո1^ ք,ո,1^Ւօ [ 1 I Կոնկանավալին-Ա 
սեֆարոդո հաջող կրիչ ( հանդիսացել աֆինային բրււմատոգրաֆիա էի միջո

ցով ձթէՏ աւ'1!1 :հ.։! ճ մ եղվի թույնից Աշ ֆոսֆոլիպաղ անջատելու համար [ 2 ] ■ 
1/եղ հաջողվել ե նաե. իմմսրիւիդացված ֆո սֆոլիւդիդով օրդանո - ./իյիկս։ հոդա֊ 
էին տիպի կենուս է''-.րա հատուկ կրիչների հիման վրա Ա_ հիււ սֆո լի ւդ ա ւ; ւսն- 
ջատեյ խոդի ենթաստամոբսային դեղձիդ ի ՛մ յ;

‘Լերջին ժամանակներս հԱէԱէկւսպե ս ուշադրություն Լ դարձվում ներրրյ- 
քային Աչ ֆոսֆոյիպաղների ոլսոււքնասիրությանր [7. /6’, I։ ]ւ Այս իմասւոուխ 
տարրեր ւսդբյուրներից Ա\ ֆոսֆոլիւդաղի անջատման համար ունիվերսալ 
կենասյուրահատուկ սորրենտների մշակումը խիստ արդիական խնդիր Լ։

Նյութ և մեթոդ: Աշխատանքում օգտագործված են Մոսկվայի Լո։ք ււնոսււվ ե 
անւէան նուրբ քիմիական տեխնոլոգիայի ինստիտուտում ւԼադււրոք սւոացլաձ 
կենսայուրահատուկ սորբենտներ։ Որպես Ա.չ ֆոսֆոլիպւսղի ստտցմտն աղբյույւ 
օգտադործված են հեոաւԼոր արևելյան . \ ^րէէ-Տ!է"0ւ10է1 1ւ(ւ!էՏ 1)1օ/ք!1ւՕ]; *1 վսէէԼԱ 
նամոոլթ օձի, միջինասիական իլԱյս ՈԱյԱ 0X1(1/10 կոբրայի և մեղրատու ձքՈհ 
Ո1(!11ւք6րՕ մեղվի թույներր ք 4,5 վ: Սսլիտակոլցի բրոմատոդրաֆիա յի համար 
օգտագործված են սեֆաղեբսներ (յ-/.7 և 0-25 ^110քրր։3<.՝13. Շվեդիա), ցելյու- 
լողնՇր ՕՀ-32 ե ԶՐ.֊5? (Դ71։Յէ1ՈՅՈ, Անդլիա)։ Սպիտակուցների հոմոգենու- 
թյունը ստուգվա՛ծ Լ 15 % պոլ/ւակրիլամիդային դել պարունակոդ ստանդարտ 
դիսկ Լլեկտրաֆորեգի օդնությամբ թ|1 4,5 և 7,3 միջավայրերում (12{> Օտ- 

առկայությամբ էլեկտրաֆորեդյւ ես իրականաուԼել կ րսւո հայտնի մեթո

դիկայի [18], թք յ 7,0 դեպքում, ք-ունդարիա) ֆիրմայի սարքի կիրա-

ոությամր։ Այս դեպքում օդւոագործւ1ած գելր պ արււլնակոււ/ Լ 10 % ակրիքամիգ ւ
Ւղոկլեկտրաֆոկոլսացու մր իրականացվել Լ ամֆոլին պարունակոլյ ստան

դարտ սյոլիակրիլամիդտյին շերտիկի վրա >1 3,5-9,5 էյիապ աղոն ում, 2 մւսմ- 
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‘Iա տևողությամբ, 10 վտ լարվածության կայունացված ռեժիմում (LKB; 
Շվեդիա), սնման աղբյուրը' K.M::ltiphor 270.7» (LKB, Շվեդիա)։

\-ծայր/՛ ամինաթթուները որոշված են դտնսիլային ածանցյալների ձևով, 
սիլիկագե/ի հիման վրա. նրըախավային քրոմ ատոդրաֆիսյյիյյ Հետո [&]՛•

Աշ ֆռսֆպիպադի ֆերմ են տային ակտիվությունչւ որոշված Լ նախկինում 
առաջարկված ացիդսմետրիկ մեթոդով [14J, համաձայն որի ոեակցիոն մի
ջավայրը պարունակում Լ 0,5 % դետերգենտ «TrilOlJ X-100i>, ! H1M TflS, 
(1,03 ի\ NaCE 0,02 ի\ CaCL2 ե 0,7 mM EDTA (pH 7,8-8.0)։ Միջավայրի 
2 մ[ բանակին ավելացնում ենք 3 մգ լիպիդ' չածված 75 մկք Լթանոչի մեջ, 
հետո ներմուծում ենբ 0,1—I,0 մկդ ֆերմենտ 5—10 մկչ քրային լուծույթի 
ձևով։ Ակտիվության չափումը իրագործվել է ինքնատիտըռրյ 111-2 սարքի 
(Radiometer, Դանիա) վրա, սենյակային ջերմաստիճանում' իբրև սուբստրատ 
Օգսւադործեչով դիպ ալմ ի տոիյֆոսֆատ իդիչխոչին կամ ձվի դեղնուցի ֆոսֆա֊ 
տիդի/խպին [19/:

Սպիտակուցների ամինաթթվային բաղադրությունը որոշված է V)֊500 
(DurniJTl, ԱՄՆ) ավտոմատ անալիզատորի վրա 5,7 iN HCI֊/» մեջ 24 մ 1ւ 
72 մ հիդր^ւիդից հետո: Տրիպտռֆանի մնացորդների բանակը որոշված Լ 
BlOCal (LKB, Շվեդիա) անալիզատորի վրա 4 մեթանսո:լֆոնային թթվով 
ամինակթիլինդոլի (PitTCC, ԱՄՆ) ավելցուկի առկայությամբ 24 մ հիդրո- 
էիդից հետո:

■Բրոմատոդըաֆիա յի ընթացքում Աշ ֆոսֆոլիպադի պարունակությունը 
ռպիտակրիցային թորամասերի լոՀծ րքլյթն ե,րո\մ ռրէոշՎած Լ K<Gilford*^«>0.‘J 
(ԱՄՆ) սարքի օգնությամբ 280 սմ Համար չափելով լուծույթների օպտիկակ ն 
կլանումը։ Ս պիտակոլցների աֆինային բրոմ ատող րաֆիան իրականացվել է 
4,0X15 սմ աշտարակներում' լցված 6 մդ կա յուն ացված սուբստրատ սլարոէ֊ 
նակոդ 300 մդ կեն ս այուրտ Հա տո։ կ սորըենտով։

Հանգստի վիճակում աշտարակը Հավասաըակշովել Լ բուֆեր 1-ով ( I TIS* 
HC1 50 rn.M. CaCl2 20 EDTA ւ mM, NaCI 0,2 AV, pH 7,5—8,1)։ 
Ֆոսֆպիպադային թորամասերի լվացման Համար կիրառվել է բուֆեր 2 
(T."!S-HCI 30 ITlM. EDI A 50 rnM. pH 8,0) կամ i % ր::ւցաիրաթթ։[ի լուծույթ։

Աշ ֆ։ւսֆո|իււ|ւսղ|ւ iut><>uiiniiiif|i ljnpr««i|i pni|ti|ig: Կոբրայի թույնի 300 
մդ լուծում ենք 6,3 մլ բուֆեր 1-ում (pl 1 7,5) և ներմուծամ Նույն բուֆերով 
Հավասարակշռված սորըենտով /ի աշտարակ: 4 C տակ 20—24 <1 պահելուց 
Հետո աշտարակը լվանում ենք բուֆեր 1 ֊ով, 3 մբմ արադությամր' թույնի 
չկապվող բաղադրամասերը '.եռացնելս։ Համար։ Աշ ֆոսֆոլիպադի անջատմտն 
■Համար աշտարակը լվանամ ենք 1 բացս։խաթթվի լուծույթով։ Ստացված

թորամասը 1 'ձ քացախաթթվի լուծույթի միջավայրում սեֆադեքս Q-/5-ով 
չի աշտարակում ( I ,0'/-30 սմ) ադադրկելո։ց Հետււ լիէւֆիլիզացնոլմ ենք; ե՛լքը 
կազմում Լ ‘-֊ 10 մդ:

եդոֆերմենտների տարբաղադրման համար ստացված 10 մդ պրեպարատը 
ներմուծում ենք C Հ\֊ցե/յուչոդով լցված աշտարակ (I .0'Հ ! 0 ոմ), որը հավա
սարակշռված Լ 0,05 ե\ (pH 4,5) ամ ռն իո։մ ֊ ա ցեաատա յին բուֆերով: Բա

ժանումը իրականացվում կ 15 մթd արագությամբ, pH 4.5—7,5 դրագիենտի 
պայմաններում (400 մլ)։ Ստացված սպիտակուցային թ որ։սմ ասերը լիոֆի֊ 
I իգացվում են:

Վահա&ամւսոթ օձի |)ոււէփւ| Աշ ֆոսֆպիասւզի անջատմ ան նպատակով 
սորըենտով /ի աշտարակ կ ներմուծվել 100 մդ թույնի կոնցենտրիկ լո:ծո։յթ 



(բուֆեր I, բՒ1 8,0)։ 4?րոմատէւգրաֆիան իրականացվել է վերր նշված ձևով։ 
Աշ ֆոսֆւղիպազի լվացման համար կիրառվել է բուֆեր 2-ի {ուծոլյթը: 
Աղազրկումն իրականացվել Լ սեֆադեքս Օ-25-ի օգնությամբ' է % քացա

խաթթվի ւուծույթի միջավայրում: Ելքը կազմել Լ 5,2 մղէ

Ւղոֆերմենտների բաժանումը իրականացվել է Ծ1Լ:\}Լ-ցե լյո։ լողի վրա 
րրոմատոգրաֆիայի միջոցով (1,0X5,0 սմ), կիրառելով ամոնիում - ացետա - 
տային բուֆերի 0,005-0,05 51 դրադիենտի (200 մլ), այնուհետև հաջորդա
բար էՕՕ-ական մլ 0,1 51, 0,2 5'Լ 0,3 \\ լուծույթներ (օԱ 7,0)։ Ստացված 
թորամասերը կրկնակի լիոֆիլիղացվել են։

II եէլրսււոււէ է11>րլէ||ւ յ>Ոէ)1ւ|ւր| 1Լշ ֆււսֆոլ|ւս]Ա1Լ]|ւ անջատման համար պահանջ
վում Լ թույնի բարձր մածուցիկությամբ լուծույթը նախապես ֆիլտրել պղտոր 
խառնուրդներից։ Այսպիսի նախնական մ արբումից Հետո թույնի 200 մդ ներ
մուծվեք Լ աֆինային րրոմատողրաֆիայի աշտարակ' Հավասարակշռված բո -

1-ով ք[>Ւ1 7,9)։ ք՜Շ-ի տակ 20 մ թողնելուց հետո աշտարակը լվացվել կ 
1 % քԱքցաի>տթթվի լուծույթով! Աղազրկված ֆէէսֆոքիպա դա լին թորամասի 
ելբր էՒ"ֆՒւ/"1,1,9ք,,սյ/՚Ձ ՝ետո կազմել է 5 մ գ:

Րղոֆերմենտների այս խառնուրդն այնոլՀետե 10 մէվմ արագությամբ բա
ժանվել է Շ'ի\-սեֆադերսի վրա (1,0X5,0 11 մ)' հավասարակշռված 0,05 51 
1|՜։տ-1101 բուֆերով, թ!՜{ 9,0, 5»Հ։Հ_1-/ր 0-0,2 \\ դրադիենտի կիրառությամբ 
(100 մէ)։

(նույներից Աշ ֆոսֆռլի պաղի անջատման I։ անալիզի արդյունքները բեր
ված են ազյու սակ / . ումէ

Այլ սպիտակուցային ֆրակցիաները ստացված են աննշան բան ակնե բուէ։

Ա։*։յյո։ն I (ւ!»ր և ք նքււս։՝1|Ո»։1; ներկա աշխատության մեջ նկարագրված է, 
ամինային ապակու Հիման վրա ստացված կենսայուրահատոլկ սորբենտի օգ

տագործումը տարրեր աղբյուրներից Ա., ֆուէֆոլիպազ անջատելու համարէ /’ք;<'՛ 
կենսայուրահատոլկ '‘րիչ օգտագործված Լ ամինային սուլակին, որն ամինա- 
խմբերի միջոցով կովալենտորեն կապակցված կ ֆոսֆոլիպիդն երի մոլեկուլ

ների Հետ։ Աֆինային սորբենտի ստացման մ ամանակ Հաչվի են առնված 
ինչպես լիզանդ հանդիսացող լիպք՚դի- այնպես է/ անջատման ենթակա ֆեր

մենտի, իբրև սպիտակուցի հատկություններն ու ֆունկցիաները;

Այսպես, բանի որ Աշ ֆոսֆոլիպազր օժտված Հ սուր ս ւորւս ա ա յին և 
զիրբային յուրահատկությամբ, այսինքն՝ •/,դՐ,էլ/"ւի է ենթարկում 1,2 դիաօՒԼ՜ 
3-ՀՈ-ֆոսֆուիպիղների երկրորդ ՛լիրբի բարդ եթերային կապը, ապա, իբրև, 
ւիգանդ ընւորել են։ դքիցերինային հիմքի երկրորդ դիրբուլք պարզ եթերային 
կապ լզարունակող ՛բո սֆատիզ ի լխ ո լին։ Լիզանդի կովաքենտ կւսպակցում ր մատ

րիցայի հետ իրականացված Լ զլիցերինային հիմքի 0-/ ատոմին Հարող ալ- 
կիլ մնացորդի կարբօքսիլային իւմբի միջոցով։ Օզտազործված լիզանդր 1-0- 
դոդեկադիկարբհնային-2-օկտադեցիլդեկան-Յ-ֆոսֆոխոլին Լ՝ նախկինում սին- 
թեզվէսծ Մոսկվւսյի նուրբ քիմիական տեխնոլոգիայի ինստիտուտում ի * ,5վ, 
(տե ս սխեման)։

Ոչ յուրահատուկ սորբցիայի կանխման նպատակով ամինային ապակու 
աղատ մնացած ամինախմբերր մեկուսացված են քացախային անհիդրիդի ւ)ի- 
ջոց ո վ աց ե ւոիլ ա ղնե/ով:

Փորձր ցո՛յց 4 տալիս, որ այսպիսի սորբենտր հն աբավոր I; բազմիցս 
օգտագործել երկար ժամանակահատվածի (I — 2 տարվա) րնթացցումր Այ։ 
իմաստով, յուրաքանչյուր մաքրման պրոցեսից Հետո սորրենտո։( լի աշտա- 
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րակր նպատակահարմար Ւ, կրկին հավասարակշռել ստարսւային րուֆեր 1-ով 
և այս վիճակում պահել 4՜(Լ-ի պայմանում։

Ստացված աֆինային սորբենտը Օդտադործել ենք միջինասիական Nfij<l 
na]a oxlana կոբրայի, հեռավոր արևելյան Agkistrodon halis blomhoffil 
վ“' ՝-։ւ։ն ։։։ մtt nt թ օձի ե մ և էլր էս տ էս Apis mClHfera մեղմի իրւո.լնե ըից Ա., ֆ.,ս- 
ֆոլիպադի անջատման համար։

Բուֆերային լուծույթների ընտրությունն nt բուն աֆինային քրոմատոդրա- 
ֆիայի ընթացքը երեր աղբյուրների համար էլ հիմնականում նույնն (։ Սա֊ 
• uj.'b պետք Լ նկատի ունենալ, որ Աշ ֆւոսֆպիպադն օձերի թույներից անջատելու 
ղւպբսւմ սորբենտով լցված աշտարակ է ներմուծվում պարզապես թույնի 
Հոնցենտրիկ լուծույթ. մինչդեռ մեղվի թույնիդ անջատեր։։ դեպքում պահանջ֊ 
Հ:։էմ Լ թույն՛ի մածուցիկ լուծույթի նախնական մշակում' ֆիլտրացիայի մի

ջոցով մեխանիկական խառնուրդներից անջատում, հետագայում սորրենտր 
աղտոտվելուց և խցանվելուց ապահովելու նպատակով-

Ելանյութ /ւ լուծման և լիպիդ-յիդանդի հետ թույնի չկապվող րադադյրամա- 
սերի լվացման համար օդտադործված է բուֆեր I ֊ը։ ‘եոսֆււլխ ■ ։սդայիս աէր 
տիվոլթ յամ ր թորամ ասերի լվացում ր իրականացվել կ րուֆւեր 2-ով կամ 1 
% քացախաթթվի լուծույթով։

Լի դան դի հետ ֆերմենտի կսււդակցումն րնթանու մ է 20 — 24 մաւքվա րն՝ 
թացրում 4^Q ջերմաստիճանի պայմաններա մ: Աշ ֆոսֆոլիսլաղի բոլոր իդո֊ 
ֆերմենտների լիակատար սորրցիայի մասին Լ վկայում այն փասւոր, որ 24- 
մամյա դադարիդ հետո աշտարակի էլրկին լվացման դեպրոէմ (բուֆեր 1), 
լվացված հեղուկում ֆրւււֆոլիպաղային ակտիվություն չի հայտնաբերվում։ Աշ

տարակի մ արրոէմ ր ֆե րմ են տա յին ակս։ իվոէթ յոլն ունեցող թորամասերից իրա

կանացվել 4 կալցիումի իոններ չպարունակող րուֆեր 1-ով (այսինքն' բուֆեր 
2-ով) կամ Լյ րացախաթթվի 1 % լուծույթով լվացում կատարելով: Հետաքրքիր 
Լ նշել, որ աշտարակից ֆււ ս!իո լի սլ աղ ա չին թորամասերը լվանալու, նպատակով 
աղերի (օրինակ' 1,0 — 5,0խ\ կամ դետերդենտի տարրեր կոնցենտ

րացիաների (մինչե 10 !Հ։ ) լուծույթների կիրառումը հաջող արդյունք չտվեց։
Նկ.-ում բերված Լ աֆինա յին քրոմատււդրաֆիա (ի ընթացքը կոբրայի

Ա„ ֆոսֆոլիպաւյի աֆինսւչին քրոմ u--։.-in- 
դրաֆիայ{։ րնթաքրր։ Ս/աէով 5n,J!) '• "M' 
հաձ բուֆերի փոփոխումրւ !-ԱււլիտսփրսէյԱւյին 
խսւոնուրւյ, " ֊ֆ ուլֆպիպազս։  յին սւկսւիվ/ltp ;ււմ ր 
րոյսսմ սւս։

թույնից Աշ ֆոսֆոչիպադի անջատման համար: Վահանամոութ օձի և մեղվի 
թույներից Աշ ֆոսֆոլիպադի աֆինային մաքրման դեպքո։մ քրոմաւոոդրաֆիա- 
յի կորը նմանօրինակ տեսք ունի։
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Սևնսայուրահատոլկ բրոմատոդրտֆրայի ։1 իջու/ով կարելի Է զտարկել այււ 
կամ այն աղբյուրի մեջ պարունակվող Աշ ֆոսֆոլիպադի իդոֆերմենէոների ողջ 
դում արը։ Ֆերմենտի զտարկված գումարային խաոնոլրդր կ։:.րե:ի է տարբաղա

դրել' օգտագործելով ցելյուլոդի կամ սեֆադհ ըսի Հիման վրա տարրեր տիպի 
ի ււ ն ա ւի ո իւ ա ն ա կիչ սոր բեն տներ։

կոբրայի թույնի մեց պարունակվում են Աշ ֆոսֆոլիպադի մինչև 7 իղո- 
ֆերմենտներ, մեդվի Լ՛ վաՀանամոութ օձի թույներում ես կան այգ ֆերմենտի 
մի բանի իդռձևեր ք 1Հ), 15]։ Սակայն Հարկ Լ նշել, որ մինչ վերջերս վաՀա

նամոութ օծի թույնի մեջ պարունակվող իդոֆերմ են տների թվի վերաբերյալ 
Հայանի տվյալնհրր Հակասական են եղել։ Սրոչ հեղինակներ [15] գտել են, 
որ այղ թու յնը պարունակում Լ երկու իղոֆերմենտ յ>1 4,0 և 10 [ւդոԼլեկ արա

կան կետերով, մինչդեռ մյուսներն ի '.այտ են բերել երեր իղոֆերմենտ' |)1 
4,9, 6,9 1ւ 8.7 իզոկթէկւորական կետերով [9]; Լ'նդ որում, I.րկու /քեպրում կլ 
կիրառված Լ տրտղիցիսե ըւսղմաստիման որոմատոդրաֆիա յի եղանակը։

Մեր կողմից վաՀանամոութ օձի թույնի աֆինային բրոմատոդրաֆիա յիյյ 
ստացված Ա-, ֆոսֆոլիպադի իդոֆերմեն տների խառնուրդի բամանման Համար 
օգտագործված Լ բրոմ ատոգրաֆւիան է)ւ\ւք ե լ յ։պււդ ի վրա' կիրառելով ամո

նիում - ացե տատ ա յին բուֆերի դրադիևնէոր (ձ]ր Մյս ձևով անջատված են 
երեր իդոֆերմենտներ' ր1 •> ,0 + 0,2. 7,0—0,2՛. 8,7 + /) .2 իզոկլեկտրական կե
տերով: Սպիտակուցային այլ ֆբակւ/իտներ ստացվել են գրեթե աննշան բա

նակով և ֆոսֆոլիպաղա  յին ակտիվություն չեն պարունակիչ:

Անջատված իդոֆերմենտներր ինքնատիպությունը Հաստատված Լ 15 
պոլիակրի[ամիդային գել-Է/եկտրաֆորեդի և իղոէլեկւորաֆոկու սարման մե

թոդներով [12, 18 քւ Սոլեկուլյար կշիռները որոշված են Ds-.No ներկայու
թյամբ էյեկտրաֆորեդի և դել-ֆիբորացիւսյի միջոցով: Ստացված ինքնատիպ 
սպիտակոլցնե րի ամինաթթվա յին 
մադրվամ են դրականության մեջ 

Աղյուսակ I-ում ամփոփված
ե անալիդի որոշ արդյունքներ։

անալիդի ւով յայներր [ա վ ադոլ յն ձևով հա-

Հայտնի տվյալների Հետ [1, 2, 9[: 
են Ա: ֆոււֆոլիպադ[ւ աֆինային մաքրման

Տս:րրեր աղբյուրներից Ա։, ֆո։էֆո(1ւււբ>ւրքի րրոմա ւրոգրաֆիկ մարրմաՆ և է'/ճս>//»9/' ւ՚ւրդյունյւնԼբչ,

L Հհ [t 9M հ •/ 414 կ
$>li "մենսէի 
էդաթու Նա» 
կ"> թ jn. նր 
ռմբում, %

Յէերմենաի tirLuM- 
կւսրսւր ս։1(ս,իվու-

Ս]'"-"Ար . ։էիա,ք ր ոսյ (լ 
է ,ք էյ H ։•( ի տ ա կ 1, , .յի 

համ ։սր

Ամբնաթ թվա
յին մնա,ր,բ ւյ'1,ե - 
Րի ւխդհան,,,բ 

թիհր

ի,՛- ծայրի 
ւսմին ։։։-
թթ...

1ե {է՚քինսւսի/ռ՚քւքւ՚ւ, 
1էՀ.րայ{. թ„.յն 
իդոֆերմենռ ք 1 0 7ձ 5.4+0. 1 126 Ami

11 2 0-3.0 ’30 5.5+0.1 128
III 2.5-3.0 15’> 5 1+0.1 119

Մ եդրասրոԼ JLrj.fff 
թայն (հիմնային 
իդոֆեր մ 1. նա J

1.0-1.5 Ւ0 10.5+0.1 129 1Խ

ԱյւևԼլյան վւսհո,-
նամոոսթի թույն
իղոֆերմենա | 1.0-1.5 40 «.7+0.2 109 Տօր

11 3 0 160 7.0+0.2 123
III 1.0-1.5 «0 5.0+0.2 105
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Հարկ ր, որ նկարագրված աղսորբենտի միջոցով ստացվում են Ահ ֆոս-
ֆպիպխզի անջատման լավաղու յն տվյալներ օձերի և մեղրատու մ եղվի թույ

նե՛րից ի տարբերաթ չուն աչն սո/յալների, որոնք սսւացվոէմ են Աո ֆոսֆոլի- 
պւսոի անջատման ղեպքում որղանա-սիչիկահողա յին տիպի կա յոլն ա չյված 
.7 կենսա յուրտՀատուկ կրիչի վրա, '.ավանտրար աչն բանի հաշվին, որ
ւովյա/ ղեպրոէմ օղտաղործ ված սոլրօտրատ-լիղանղը ապահովում ՛; կապր 
ֆերմենտի հետ ոչ միայն բևեռացված մասով, այլև րսա գլիցերին աչին հիմքի 
С-/ ձ С-2 ատոմներին կից հիգրսֆոբ ալիֆատիկ կոգմնաքին շղթաների, 

բերում Լ թույնի այնպիսի թ ա գ ան թ ա ակտ ի վ բաղաղրամ ասերի սՈէրստ- 
րատի Հետ փոխագգեցոէթ յան և կապի թոլլացմանը, ինչպիսիք են ցիտո-ե 
կարղիոսւոքսիններր' կոբրայի էւ մ ելլիսւինր մ եղվի թույների մեջ (հայտնի Լ, 
ՈՐ վերջիններս աոաջա ցն ւէւմ են կայուն կոմպյերսներ սուբստրատի րևեոաց- 
ված մասի հետն

Այսպիսով, տարրեր թույներից Աո ֆոսֆոլիպսպ անջատելու համար կարե

լի Լ Հաջողությամբ կիրառել վերը նշված ձևի' ամ ին ա յին ապակոէ հիման 
վրա ստացված, անշարժացված լիպիղ-(իգանգսվ կենսաջուրս։ Հատուկ ագ֊սոր- 
ոենտ;

1*ր մեջ լավւսէքույն Հ աս։ կ/ւլթ չոէնն երի համագրման շնորհիվ (կայունու

թյուն, իներտություն, ւիպիգ-լիգանգի հետ կովա/ենտ կապի ամրություն, լի- 
պիղի հանղեպ ֆերմ ենտի բարձր խնամակցություն Ա ելանյութի մեջ այ/ 
թսպանթաակտիվ բարձագրիչների' լիգանղի Հանգետ խնամակցության թուլա

ցում ), նման աֆինային սռրբենտը կարելի կ երաշխավոր/,/ տարբեր ներբջջա

յին ե արտաբջջային աղբ յուրն երի ց Աշ ֆոսֆոլիպադի անջատս ան համար կի- 
րաոոէթյան։

ЛИТЕРАТУРА

I Апсалон У. Р„ Шамбирант О. Г.. Мирошников Л /7. Пиоерган. хллия. II. 1553 • 
1559. 1977.

2 Ррицук В. И.. Мещерякова Г.. 1. Оханов В В.. Ефремов Е. С Мирошников Л П 
Бноорган. химия, 5. 8. J222 1233, 1979

3. Евстратова И. Г., Айакяп Л. Е., Мирошников Л. //., Серебренникова Г Л., Евстиг
неева Р. П. Биохимия, 47. 9, 15-17—1551, 1982.

4. Евстратова II. Г.. Василенко И Л , Попова Т JI.. Серебренникова Г I . Ев ■; . - 
неева Р. П. Биоорган, химия, 5, 8, 1140—1145. 1979.

5; Каплун .4 fl.. Башару.ш В. .1.. И/вец В И Биооргзл. хим։*»։, •?. II. 1567 -1568. 1(՝7Я.
6 во/тдпл В. Httar.g С. К. .Markii: IF. Р'<('г Е !. Na:. Acrnl. vri.. 

Bl. 3. 761-771. 1984
7 Eranson R. C. Weir D !... 'hahka- J, .1. mo:€c & ceil z.;.:Jit՛/5. 3. 189 - 

-197, 1983.
8. Gray »l’> R. iti Meth -Js in en/уио!.. 11. 139—131, \сл : Ге՛ -., Nov. York ' ■:> 

don. 1967.
9. Hanahan P„ Joseph .If.. .11 >ra!c< R lllor'r n. el iio h.՝ ,:!9. 3, 645 649,

1980.
10. Kawauchi S.. Iwanaga S.. .$.-։•« ieiT J.. S.:: PE T. Hio.h? . e Siopliis. ac(a, ֊:35. 

1, 112-160, 1970.
11 little C., Aurebekk B.. Olnaees Л. l-ebs Le:։., 52. 2. 175 179. 1975.
12. Retsfcld R. Л., Lewis I..'., Williams D. Nature, 1У-5, 281 283. 1962.
13 Rock C. 0.. Snyder E. !. Biol. Ghent.. 16. 6554 -6566. 1975.
14. Saiach J. 1., Turlni P-. Seng R.. Hu Err J. Singer T. P. J. Biol. Chern.. ?/o՜, 

331- 339. 1971.

357



15. ShipOtlni R. .1.. Callewae-'f G. i... Coitrel! R C., Ik-tjnun A'. Vernon '.՛ /L, 
Banks IS. E. C. J. Blochem M 459, 1971.

i6. Tanaka K., Eriomln 7. .1. Kioi.i’nura K., hvi> Nafima < : B oehen։., 9/. 
3. 841—846, 1983

17. Teramoto T.. Tij՝ H. Yamano i . Oka.no: J .if. I. Biocheniisiry. 5<J, 5, 1353 1361, 
1983.

18. Weber K., Osborn .'.I. J. Bio! Chern.. 244, 16. 140. 4412. 1369.
19. Wells M. 4.. Hanahan 1>. 1 ■■■ Methods In Enzl:n >1.. 14. 179 -181, Acad. Press.. 

New York—London, 1969.
thniufji^mO I, 35. XI l:lHj p

Биолог, ж. Лэ.че - 4?. .V՛ й !.'>$—3<п>,|987 -УДК 577 15:579.՝22 1-579.6

ENZYMATIC CHARACTERIZATION OF A NEW HYDROLASE 
FROM MICROBIA’ ORIGIN

ROHOS KEVORK VLSRO.'l -\M) STAS'KA PETCOVA SlOEVA
De,՛;։, of Organic Chemistry. !«* ֊■՛ cd Cltero cal .cJ.nvh gy Sofia. Bulgaria

Abstract Ilie enzym.jllc pr<։;.cr:iu‘s j! pmtetily։:՛ enzyme isolated from 
Вас. mrsenlerleas strain 76. selected by hulgarnn nucrobiplogbis were 
Investigated. The proteinase пали: I as *MGP 76* (mllk-do. ling prole.nase) 
Is a ineialoenzyms of 331УЮ n;vl. weight.

On the basis o: the enzyme properties and >; rue lure the new 
enzyme Is considered i me -il-cne'ai ч-sensible alcaline proteinase, which 
is ico strange to find s । 'ace in the Morihiro classification, but can be 
defined alter Dixon and Webb -I- 'ar. mesen •՛■ .. •;.֊> aicalme pro
teinase-

Аннотация—Iby'ichu фермеитйгня.ше cbohcthj прогеолитичсскпго фермен
та, изолированного из Вас. inesentericas (штамм 76)—болгарскими мик
робиологами. Молокосзёртызэклцая протеипазл, названная «МСР 76* яв
ляется металоэнзнмом с и а -33 000

На основе изучения снопеi в н структуры нового фермента он опре
делен как Чувствительный к хелатам металлов алкаянц-лро:еннзз8, кото 
рая слишком необычна. чтобы классифицироваться по системе Морнхары, 
но может 6utt> определена по Диксону н Уэбб как 3.4 2-1 4 Вас. mesen- 
tencus alcaline proteinase

Անոտա^իսւ — Ու»ումնա»/էր։[1{ ծ!> /,ճք էՈէ՚ՏՀՈէճւ iCt:Տ (շտամ 7Տ)~րյ), րնս-րվէսծ 
(.Ոէքղարական մ իկրո]’ 1ւոքոգների կողմիդ, ւսՆյւաովսյհ սքրոտԼո/ {՛տիկ ֆերմձնսւքր 
ֆերմեՆօւււրտքէվ հաս.(րէւք1 յուններրւ huifl թսւհՏրաւյնորյ ti/րուՐեjriiա հյէ, որհ անէ/տ}։- 
ւ[ած Լ tfVtCP 7ք>», 3300 ւէոյ. մետազաֆերմհհտ Հւ

ՖԼրմենսւի Հատկութ յուննհրֆ և կաոուէքվս/ծքրքէ ուսամՆասիրւ!  mb հիմահ վրէս 
նոր ֆերմ ենտր Համ/սրվ!./ Լ մ Լւոաւյներ/ր քսև[ասւնԼրի նկատմամբ qtfut/n.b ա[կա- 
(ային ուրոահյւԼ՚սյւ], որր չափից ղուրս արտասովոր I,, որպԼսզի /քասակտրգվի րԱտ 
Մորիհարաչի սիսսէձմի, րայց կարող I, րնորՈշվԼ/ րսսւ Դիրււոնքր և Ոէերրի Որպես 
3. I. 24. 4. Bae. mesentericas clcaline proteinase.

Key w irds: mtlk-cardiln ; en-yme. ulcallne prot.-ase, Bacillus mesenhiricus.

The hydrolase, subject of our report is a proteolytic enzyme Isola
ted from Пас. rnesenterictis strain 76, selected from bulgarian microbio
logists [1]. Once established as an industrially interesting enzyme, they 
were elaborated new growth conditions of this strain, getting higher en- 
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