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ЗНАЧЕНИЕ ЗН-ГРУПП В ПРОЯВЛЕНИИ АКТИВНОСТИ 
АРГИНАЗЫ ПЕЧЕНИ КУРИНОГО ЭМБРИОНА

Г./' АРУТЮНЯН, М. А. ХАЧАТРЯН. А Д. АБРАМЯН

Ереванский государственный университет. кафедра биохимии н проблемная 
лаборатория сравнительной и эволюционной биохимии

Методом химической модификации специфическими реагентами пока тио 
вачгннг S! 1-груип а проявлении активное։и очищенной аргиназы печени 

18 днеп1«т| ; куриного эмбриона. Очищенный препарат фермента содер­
жал 9.93 мкмоль мочевины на мг белка.

ՏուրատԼսակ Օւ/յէյԱւկնԼրի ս/ղէյԼցՈէի յամ /• /ւիմիտկան մ "'յի՚ի ,•> կս,’)Ւ։“ էՒ մէհ1ոք}ով 
ППЧИ I. 'Hpi/.J.'T SH - [սԱք-երի նշանակւքւք}յուէրր tS-սրէսկէսն u./պմի ա/’֊
ц ին ա// Ш! ին ակսւիվւէէիյան /քքւսեորմ տն մեշւ Ֆ{էրմհն<ոքւ մւսքրվսէճ Աքր/աւարաւրէ/. ււ/<»- 
յււսնւսկում Լ iflcJn/ միէրէէնյոէի ! մգ սպիտակուցի վշաւ էՈեոո/կսքրար ակւոի- 
վուք/յամ]՛։

The Importance of S//-gfoups for the expression of arginase ,i. tivi’v of 
l-S-day՝^ hen embryun liver has been shown by ihe method of chemical 
modification with specific reagents. The purified enzyme contains 9,93 
ink mole urea per 1 pro em mg.

мл'.орион кур—аргиназа—парахлормеркурибензааг—паррбенархинон—J -ацетат.

Рансе нами было установлено, что изоферменты аргиназы урикотели: 
веских организмов в зависимости от их метаболической направленно­
сти обладают характерными физико-химическим։։ и кинетическими осо­
бенностями [1—3, 5]. Очевидно, эти изоферменты различаются содержа­
нием химически активных групп, играющих роль в проявлении актив­
ности и поддержании нативной конформации ферментов. В настоящее 
время с целью изучения указанных групп широко применяются мето­
ды химической модификации при помощи реагентов, избирательно вза­
имодействующих при определенных условиях с отдельными остатками 
в белках [9 II]. Указанными методами исследована роль Sll-rpynn 
н проявлении активности аргиназы различных организмов [6, 12 15]

В настоящей работе представлены результаты очистки аргиназы пе­
чени 18-днсвного куриного эмбриона и изучения ролл SH-групп в про­
явлении активности фермента.

•Материал и методика. Исследовал» печень эмбрионов кур породы леггорн 18-гс 
,-.ня развития АрГйНазнух) актинность п белок Определили ранее описанными методи՛ 
Кими [4].

Сокращен;: 11ХЛ115—парэхлормеркурибензоат
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Реагенты на тиоловые группы—ПХМБ. парабензохинон, J-.wt.it—добавляли н 
китцгнтраипях. указанных и соотнетствуютнх таблицах, перед внесением аргинина.

Результаты и обсуждение. Аргиназа печени 18-дневного куриного 
эмбриона, имеющая один пик активности, по физико-химическим и ки­
нетическим свойствам близка к неуреотелическим формам [2]. Урео- 
ге.шческая аргиназа печени 18-дневного куриного эмбриона была очи­
щена нами по следующей схеме.

I -этап— гомогенизация. Печень выделяли при 20՜ и подвергали 
гомогенизации в среде 0,15 М КС1-1-5 мМ А\пС12 в течение 3 мин в сте­
клянном гомогенизаторе типа Поттер-Эльведжема. Гомогенат центри­
фугировали при 9000 об/мин в течение 1 часа.

II этап—получение ацетоновою порошка. После отделения супер­
натанта осадок подвергали гомогенизации с охлажденным ацетоном 
(-20°). Полученную суспензию фильтровали при помощи бюхнеров- 
ской воронки, после чего осадок вновь гомогенизировали с ацетоном 
при указанных выше условиях. Полученный ацетоновый порошок 
элюировали в течение 24 ч в среде грнс-НС1 буфера (pH 7,4) 4-5 мМ 
МпС12. Суспензию центрифугировали 15 мни при 12000.

III этап—хроматография на ДЕАЕ целлюлозе. Элюат наносили 
из колонку (1.3X24 см), уравновешенную трнс-НС! буфером (pH 7,4), 
содержащим 2 мМ МпС12. Затем колонку промывали растворами 
\';։С1 (от 60 мМ до 0,35 М). содержащими 5 мМ А1пС12.

IV этап—тепловая обработка. Активные фракции подвергали 
тепловой обработке. Раствор элюата согревали в течение 10 мин при 
•15 в среде с 5 мАА ААпС12

V этап—высаливание сульфатом аммония и гельфильтрация на 
сефадексе (3-100 После тепловой обработки образен высаливали суль­
фатом аммония 23%-ного насыщения, Затем супернатант подвергали 
гельфильтрации на сефадексе С-100 (трпс-НС! буфер, pH 7,4) (таб.:. I).
Таблица I. Очистка аргиназы печени 18-днсвных эмбрионои кур
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Гомогенат 130 0 7920.6 457 60 0.057 100
Апстопозый порошок
Хроматография на ДЕАЕ

90.0 4250.2 264.40 0.062 1.08 57.7

целлюлозе 33.0 654.0 236.6 0.362 б.зз- 51.7
Гер> ооЗрДттлй

1 ель|и .ьтрация на сефа-
30.0 158.0 204.2 1.292 22.70՛ 44.6.

дгксе н—10.) 45.0 17.6 171.8 9.93 174.2 38.0

Из 100 эмбрионов было выделено 45,5 г печени. Очищенный пре-

параг фермента содержал 17,6 мг белка с удельной активностью

9.93 .Степень очистки определяли электрофорезом на по-
моч белка 1

лиакрнламидном геле [4].
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Наиболее специфическим реагентом на тиоловые группы является I 
ПХМБ, который, согласно данным литературы, в концентрации I мМ 
полностью ингибирует аргиназу печени цыпленка [15]. речного рака. | 
жирового тела таракана, дрожжей [12], люпина, тогда как не 1ейств] 
е1 на аргиназ) печени крыс [15], человека, шелковичной .моли, печени 
быка [б]. Неодинаковое действие ПХМБ па аргиназную активность 
люпина и печени крыс Бер и Мужинска объясняют отсутствием БН- 
групп в аргиназе печени крыс.

Исследованные нами реагенты на тиоловые группы—ПХМБ. Л-ане- 
тат и парабсилахинон—ингибируют очищенную аргиназу печени 18- 
дневного куриного эмбриона, что указывает на значение ЯП-групи а 
проявлении активности фермента.
Таблица 2. Влияние реагентов па тиоловые группы очищенной артназы 
18-дневкого куриного эмбриона

Концентра­
ция мкм

М0Ч.

ПХМБ

%

ПХМБ МЭ ПХхМБ-|֊глут 1ТНОИ

мкм 
моч.

% мкм.
моч.

%

Контроль 1.603 100 1.744 103 1.704 100
1.25 10-= • 1.632 101 49 1.704 94.7 1.678 98.57
1.25-Ю~« 1.704 105.97 1.576 90.37 1.704 Ю0
2.5 10-‘ 1.520 94 53 1.624 93.12 1.776 1<4.22
1.25-Ю-з 1.280 79.83 1.728 101.30 1.960 115.83
2.5 10՜’

Контр эль 
5.0
1.25-10-*
1.25-10՜
3.75-10՜1 
5.0 -|0-->

Контро ь

0.760 47.26

Глутатион

0.830 100
1.360 154.53
1.384 157.26
1.36-3 154.53
0.888 100 0
0.840 95.45

Л-ацстат Л-ацетат + .МЭ 3

1.701 100 1.71.4

меркапгоэтлноя

0.840
1.280
1.344
1 .360
1 /296
1.208

-аце гат-4-глутати эн

100 1.712

100
152.38
160.00
161.91
154 20
143.81

’ПО
1.23-10֊ 1.528 88.66 1 680 98.58 1.668 83.92
5.0 -10՜ 0.920 53.99 1.741 102.34 1 704 99 51
1.0 -10՜ = 0.672 39.43 1 ՝ 107.Ъ4 1.784 104 20
1.25-’О՜- 0.640 37.56 1.960 115.83 1.810 106 8(1

Контроль

Б 1-п

1.64)

:> о х и; । о I! б е и.) о х н 1 в > 11 -1- М :)

1С0 1.704

бензо.чиили 1-

100

глутатион

1.704 109
2.5 10- ! .52) 92.67 1.704 КН) 1.704 100
1.25-10՜ 1.448 88.28 1.720 100.92 (.704 100
3.75-10-ь 1.280 78.04 1.728 101 39 ։ .7.0 100.92
1.25-10՜* 1.176 71.70 1.744 102.34 1.736 101.87

Данные табл. 2 свидетельствуют о том. что ингибирующее влияние 
ПХМБ начинается с концентрации 2.5- 10 1 М и выше. При концентра­
ции 2,5-10 4 М активность фермента подавляется на 50% Интересно, 
что низкие концентрации реагента, согласно полученным нами данным, 
оказывают стимулирующее действие на активность фермента, что. не­
видимому, можно объяснить взаимодействием ПХМБ с более достувны- 
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мн группами, при котором конформационные изменения молекулы фер­
мента облегчают его реакцию с субстратом. Использованные в экви­
молярных концентрациях восстанавливающие агенты—глутатион (вос­
становленный) и меркаптоэтанол, оказывающие защитное действие на 
тиоловые группы, одинаково предохраняют фермент от !Юздейс1вин 
ПХМБ, а в высоких концентрациях даже стимулируют активность ар­
гиназы. При отсутствии в среде ингибитора эти реагенты являются ак­
тиваторами фермента печени куриного эмбриона.

Влияние J-ацетата (1,25-10՜5—1,25-10՜2 М) и парабензохинона 
(2,5-10 й- 1.25- 10 1 М) аналогично действию ПХМБ. В условиях на­
шего эксперимента J-анстат ингибировал активность фермента па 60% 
при концентрации 1.25-I0՜4 Л\ (высокие концентрации реактива окра­
шивают среду и делают невозможным колориметрирование).

Глутатион и меркапто-этанол полностью защищают фермент от ин­
активирующего влияния J-auerara и парабензохинона.

Хотя не исключается комбинирование этих реагентов, особенно 
J-ацетата с другими реакционноспособными группами гистидина, лизи­
на. метионина, факт реактивирования глутатионом и меркантоэтаиолом 
блокированного ингибитором фермента свидетельствует и наличии 
811-групп в урикотелической аргиназе печени куриного эмбриона и зна­
чительной их роли в проявлении ее активности.
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