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ИНДУЦИРОВАНИЕ АРГИНАЗЫ У ЗЕЛЕНЫХ ВОДОРОСЛЕЙ 
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Ереванский государственный университет, кафедра биохимии и проблч'мная 
лаборатории сравнительной и эволюционной биохимии

У зеленых водорослей Ch pvrenoidosa обнаружена слабо выраженизк ак
тивность аргиназы. До 7-го д:։я выращивания она повышается. поели чего 
на 10-й день совсем исчезает.

Осуществлено индуцирование аргиназы аргинином и другими соеди
нениями. Смесь аргинина с глутаматом лтачительн:.- усиливает индукцию 
аргиназы го сравнению с аргинином, в то время как глутамат и отдельно
сти нс вылыиае! индуцирующего эффекта. Биосинтез фермента подиерга- 
- тси катаболической репрессии глюкозой и иролином.

С.՛: purgtIOiiiGSi. rpf.Ja.i&Lpl. it л иг -tuijiabiUf-Lpljr,/ < Wi/i.y/ibuzq,՛’՛«■//
fUputiu-tlujutt^uiA uitpn/iiffiiftjti&i 1Г/։Ъ}11 ?-p>} nt'i' wjb ftbiwbnij I, npfrrj ',1,։чн
10-pij opp iph'l шЪЧЬичиЪни! h

hu/inixpijt./ I. u/pqf.buiqtiijfi [lUqniJjrjHiiI inptlftbjibni} h шц J /ни gntpjniLW.pHi] ■■ tLp- 
£ ij/niuiiuit Ujut/r juiunhnipqp braibwl/ui (pn pLb n idi. цш ijii m ։t L iupri{ibui^ui j{i 

[ibqni Ij^niu/I n<pq/ibfibfr ‘.uiiHnl mw, iI[ib^r}Ln wrioibA/ib. i/hptfpiuA fib -
r]n։!/gin[ И1Чч1.дп>}} intb •[. nibkbntJ ՛ Slbplt l.binfi pfiaujibf/hqp l.b [) .пр l/i{ hi it I. tfu/- 
taiupH{fllj nl.i^pLu(itu y/z h u/pn{[rbni[.

In green J <eaweeds of Ci։, pyrenoi<lasa slEд;1у expressed activity 
oi Ilie arginase was discovered. Ii constantly increased up i<> Hie Ft'i day. 
am! after that it disappeared on the Huh day. The mdnciion of arginase 
wt-h argtume and other combinations was held The glutamate and argi
nine. mixture to a great extent Intensified the Induction of arginase in 
comparison with arginine, while the glutamate separately could not cause 
an induction effect.

The enzyme biosynthes s was exposed to catabolic repression by 
glucose and proline.

йооорос.т Ci; p>/re։u.>itlQ$a~apcn»H։a аргинин—илу;илк:г

О наличии ;||ннназы \ хлореллы имеются противлречиэыс данные. Бей
кер п Томсон [Я| показали, что гО-юдающие по азоту клетки С1։1оге11а 
си^аг1.ч осуществляют ряд реакции -/того цикла, ни обнаружив арги
назу хлореллы им не удалось. В связи с этим было сделано предпо
ложение, что хлорелла расщепляет аргинин с помощью ар: иннндеими- 
пззы. В пашей же лаборатории у хлореллы была обнаружен՜:• хотя и 
очень слабая, но достоверная активность аргиназы |2|. Невидимому, 
для ее обнаружения существенные значения имеют фазы разиаткя этой 
культуры.

Интересно, чю хлорелла не содержит уреазу, но прскржно усваи
вает мочевину. При росте на мочевине-.! клетках Ст. руге։: {Лоза на
капливается значительное количество аргинина ;։ аргпипн՛ янтарной 
кислоты [15]

298



Роон и Левенберг [ 13] показали, что у некоторых видов хлореллы 
происходит зависящее от АТФ растепление мочевины. Эта гонка зре
ния была подтверждена результатами работ других ьнгопов [14], вы
деливших два фермента утилизации мочевины, первый из которых ка- 
тализнрует синтез аллофаната, а второй расщепляет его на СО2 и \!Н3.

Нами исследована активность аргиназы в разные дни роста куль
туры С'ь рутин&ма и осуществлен?, субстратная индукция фермента.

Л1йт>.'рнн.| и методика. Объектами исследования служили одноклеточные водо
росли СИ. ругепо:(1с/5в-&2. полученные из 11лс<пгута агрохимических проблем и гидро
поники АН АрмССР Хлореллу выращивали из аппарате УИВ |5|. В течение опыта 
нохгержнвалась температура в пределах 28 30°. Культура продувалась унлажясн- 
II!-.V воздухом, содержащим 2 3% СО2

Для выращивания хлореллы использовали питательный .'.чстйор Гамия, содер
жащий (г/л): К\’О3-5, М<$04.7 Н2О 2.5. КПД’О.—1.25; Ге5Ог7 П2О 0.003 и 
ЕДТА—0.037. Исходный показатель pH 5.5. Первоначальная плотность—1 млн 
.слегок/мл.

Индуцирование аргиназы. После выращивания клетки центрифугировал и. промы
вали дне пллированнпй водой и переносили в свежую среду Тзмни, содержащую ин
дуктор; Инкубация ь этой среде продолжалась и течение 24 ч в ростовых условиях. 
Затем клетки центрифугировал и, 3 риза промывали дистиллированной водой. Полу
ченную пасту использовали для индуцирования фермента Для индуцирования аргн- 
нйн.- в среду выращивания недорослей нносилп 3.105 клеток. Гомогенизацию прово
дили в 0.05М глициновом буфере (pH 4.5) Бесклеточный экстракт получали при 

м।р»>фу।иропаннн 27.000е на кнтрифук- г рефрижератором Активность аргниг и 
.определяли по методу Ратнера [12]А мочевину—по Арчибальду [7], деиминазну ю 
лк:пакость—по методу Огинского [11].

Гельфильтрацию белков проводили лэ сефадексе 6-150.
Результаты и обсуждение. В табл. I приведены результаты изуче

ния активности аргиназы у хлореллы и разные .ши выращивания.

Таблица I. Активность гргнназы в разные 
дни выращивания С/г ру.гелой/озд (н=5)

СрОХН ВЫр.:- 
и'ккан1И1.

( утки

Чнсдо 
клСГОК, 
МЛН мл

Ал : ПАКОСТЬ ЛрГННЛЗЫ 
мкМ на 1 г сырой 

бибмсссы

14 1 0,46+0.06
3 59 1.6+0,ОБ
4 20!) 2.3+0.12
7 500 4.55+0.14
9 500 1.37+0.10

19 409 0

Заметная активность аргиназы обнаруживается у семидневной 
культуры водорослей, а на 10-й лень она полностью исчезает.

Исследования показали также (табл 2), что при инкубации 7-днеа 
вон культуры в присутствии 1_-аргинина индуцируется аргиназа, ак
тивность которой наиболее выражена на 24-м часу инкубации водо
рослей.

В следующей серии экспериментов исследовали аргинин,(еиминаз- 
нын путь катаболизма аргинина у СИ. ругепо(с1о$а, с. возможность
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/,-арг 5.10-2 М>• ** (л 5)

Таблица 2. Влияние сроков ин
кубации на индукцию аргиназы 
СЛ- ругепоМоза (индуктор

Время 
инкубации, 

ч

Актяпиость аргиназы. 
мкМ на 1 сырой 

биомассы

0
4

10
24
48

4 56+0.43
8.00+1 11
9.9
I4.75sl.2l
5.97+0.85

**• В сериях, посвященных изучению субстратной ։шдукш ՛ лргинны, Си-ц» и • 
кользозанз 7* дневная культура водорослей.

образования цитруллина из аргинина и далее генерации АТФ за счез 
катаболизма цитруллина. Катализирующие ути две последовательные 
реакции ферменты (аргиннидеиминаза и цнтруллннгидр>>. аза) не бы
ли обнаружены

Таким образом, изученный нами вид водорослей отличается от во
дорослей Ск. ии1£ап$. которые, согласно данным литератур.։, облада
ют аргннинденминазным механизмом распада аргинина [4].

Применение б качестве индуктора [--аргинина (табл. 3) показало, 
что ни мере увеличения его концентрации индукция аргиназы усилива
ется и достигает максимума при концентрации 10 1 М. При этом ак 
чинность аргиназы возрастает примерно ;՛. 3 раза. Дальнейшее увели
чение концентрации индуктора приводит к снижению активное։I ар. и 
пазы.

Т з б .1 и ц а 3. И хлупи рован не аргиназы
Ск, р,уг< /.-аргинином (/: 5)

Д.чко .•.ение Лкппшость ?рг::па- 
биом.1ссы зы, мхМ н? 1 1

мг сырой биомассы
Кондщпр.-.ви։ 
аргинин ։. М

Контроль ?23 4.54+0.57
10֊ 473 5,57+0.31
10՜։ 532 ՛ .33+0 42

3-10 ■։ 543 7.87+0.59
5-Ю 534 9 45+0.88
6-10 а 623 11.55+1.03

10-1 032 13.49+1.16
1 512 9.8 +0.56

Пролин оказынае։ репрессирующее влияние на аргиназу водорос
лей. примерно к два раза снижая как имеющуюся активность, так в 
активность после субстратной индукции (табл. 4)

Таким образом, полученные данные позволяют, заключить, что изу
ченная культура водорослей обладает механизмом индукции аргиназы 
аргинином и репрессии пролином. Репрессия аргиназы пролином ука
зывает на возможность ее функционирования в системе биосинтеза про
лина из аргинина. Ранее было установлено, что и у аэробных инфузо-
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Таблица 4. Репрессия активности аргиназы 
пролином у С7|. ругем>1(1о$и (инкубация 24 •։ с 
аргинином и пролином и без них (г: 5)

Активность api инлзы.
Koir ент^.'ци՛.. М мкМ на 1 i сиро;: 

биомассы

Контроль (бел лр։ и . ру) 
с про 6-10—u 
с apr 6-10—1
с гр; 6-Ю՜՜ ։՛ про Ю—’

4.54+0.57
2.26+0.42
11.5+1.03
5 49+0.38

рИй Paramecium muhimitr<nucleatum аргиназа подвергается реп
рессии пролином [6].

Серия экспериментов была посвящена изучению распределения 
фермента между растворимой и нерастворимой фракциями клеток но- 
дорослей. С этой целью после субстратной индукции клетки гомогени
зировали и подвергали центрифугированию при 27 000 g 30 мин. Ак
тивность определяли в осадке и надосадочной фракции гомогената.

Таблица 5. Распределение индуцированной 
аргиназы между растворимой и нерастворимой 

фракциями клеток водорослей СЛ. pyrenoid'»ч 
(п- 5)

/ KJHBHOCTb .-.ргинл II.I.
Фрак;;։։ ։ мкМ вл 1 ։ сырой

бнС’М 1ССЫ

Целый гомогенат
I кд". лдок
Осадок

14.51 + 1.06 
1.68+0.33 

•2.65+1.29

Полученные данные показали, что аргиназа локализована о основ- 
ном в осадочной фракции (90.), тогда как в растворимой обнаружи
вается менее 10% общей активности аргиназы целого гомогената. Мно
гочленные процедуры (гомогенизация в различных солевых раство
рах, замораживание и оттаивание гомогената, применение бутанола, 
глицерина и др.) для перенесения фермента в растворимое состояние 
не дали положительных результатов.

Изучена также возможность индукции аргиназы некоторыми дру
гими соединениями и се репрессии глюкозой. Результаты суммирова
ны в табл. 6.

Данные таблицы показывают, что индукция аргиназы протекает 
более интенсивно, когда н среде наряду с аргинином присутствует одни 
։*з следующих компонентов, глутамат, глутамин, аспарагин и сукцинит. 
Индуцирование аргиназы смесью аргинин-глутамат установлено так
же у Bacillus licheniform.is\\Q\. Авторы предполагаю., что индукция ар
гиназы происходит пярролин-5-карбоксилатом, являющимся общим 
промежуточным продуктом на пути распада пролина, аргинина и орнн- 
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тина. Пи их данным, орнитин индуцирует аргиназу лучше, чем аргинин.
Индуцирование аргиназы аргинином, орнитином, а, у диамииобу 

тиратом, лизином, гомоаргинином показано также) Saceharotnyces се- 
revisiue |9|.
Таблица 6. Индукция и репрессия аргиназы у Ch. pyrenoidt>-:a (n 5)

Активность арг:.-
Соединепяя н ьсицсп!р.чляи, М пазы, мкМн? ’ ։

сыроч ОИОМЛССЫ

Контроль 4.47+0.36
L-ap 1.5 10— 11.47+1 05
Р-лрг 1.5 10- • 0
П|_-ар! 3 10—р Я.II г 0.15
1.-арг 1 5 10--' • Г..у 5 10-* 34.22+1.43
Глу 5 -К)--' 4.30+0.28
1 -пр.՜ 1.5-10—- Глу 5-10— . глюкоза 7 10— ’ 5.63 Н) .54
Глюкоза 7-1'1- 3.56±0.5_
1-apt 1.5 10 ", глутамин 5-10--' 42.48+0.50
Глуммин 5-10՜ -30.00+1.15

арг 15-10--'. аспарагин 5-I0—՝ 21.00*1.27
Аспарагин 5-10—- 13.04+0.85
1.-орн 10-а 12.11*1.14
l.-api i.S-10՜3 и сук ։iih г 6.5 10- 19.S0+I.06
Сукиингг 6.5-10- 4 >2+0 Г;4
Мочикино 10- 1.62^-0.71

Глюкоза, как следуез из гибл. довольн՛՛ сильно подавляе индук
цию аргиназы, что свидетельствует о катаболической репрессии рас
щепления аргинина.

Что касается влияния различных амииокисл . а также мочевины 
на активность индуцируемой аргинином аргиназы целого гомогената, 
ю нее они. за исключением орнитина пролина, почти также ингиби
руют аргиназу но,порослей, как и \ других организмов, изученных в 
этом плане.. Однако орнитил и пролин ։ро являю! стимулирующее вли
яние на аргиназу хлореллы. Подобное влияние этих аминокислот на 
аргиназ) — редко встречающееся явление Согласно многочисленным 
исследованиям, орнитин для аргиназы различно։о происхождения явля
ется классическим ингибитором. Стимулирование активности аргина ;ы 
орнитином обнаружено л ши:, в проростках кукурузы (4].

Что касается пролина, то он также является ингибитором аргиназы 
некоторых организмов [I, 2] и сведения относительно его стимулирую
щей. действия на это՜; фермент отсутствуют

Фрикцион;; ։; ине : ельфильтрацкей на сефадексе @-150. бесклеточ
ного экстракта хлореллы для изучения изоэнзнмного спектра индуциро
ванной аргиназы выявило два пика активности в 8.9-й и в 18-й фрак
циях. Константа Михаэлиса (К. ) высокомолекулярного нзоэнзнма со
ставляет 6,75 мМ.
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ВЛИЯНИЕ ТЕПЛОВОЙ ДЕНАТУРАЦИИ НА ВЯЗКОУПРУГИЕ 
СВОЙСТВА И ГИДРАТАЦИЮ ПЛЕНОК ДНК

3. 3. ХУДАВЕРДЯН, С. Г. ГЕВОРКЯН

Ереванский государственный университет, 
Ереванский физический институт ГКАЭ СССР

Показано, что модуль Юнг;; денатурированных пленок ДНК селезенки 
крупного рогатого скота больше, чем у нативных. Все особенности изме
нения модуля Юнга и логарифмического декремента затухания нативных 
пленок ДНК, которые наблюдаются при изменении гидратации, у денату
рированных исчезают. Изотермы 1идратании пленок нативного и денату
рированного ДНК различаются н шви.-я; от способа денатурации.

яр (нч)пр /jhiiwinnipuiijila/i'l
Smijrjfl J/lrjrn/р Jl.d I., puu [Jiurjuibfl-

llLp/itipi 4iuiurf,t[ lhuquibpiil>p/i 5inl/If՛/, Jn,,n4p Jj duipdmb /п ч'и p ш
qLljpliJl.i/uil/ фп1{։а[игчр^Ъ Г"!и(։ wnwt/AliuisunntiaiPjnii&Lyp, Gjlfthp Uii4itliifn\il 

til J l./Ь Ш lj՝ /Jl/iritllbpijip/l
.’im wbslini.ihtiiJ bbl 4 г)ЬЪш1лП1ршд1[шЛ Titi* - Д s/rt/-

pqnpl.pjbpp mUJfifl !,Ъ /t/tu/ppg b tjUilm^uiA bV i/bLujinruiiu/g ■
«rk>&

It has been shown that Yo.ni^’s n-.odultis o. denaiuraicd inembr.ines of 
the spleen ol bi^ homed csule is greater than of native ones. All the 
properties o( dependence о Young's t-.o/'.iEis and logarithmic decrement 
oi shading Of native membranes c-.irnig hydration disappear for denatura- 
ted membranes. The Isotherms oi hy<ira։ r.i nf native and denaturated 
films are different and depend on :h՛. means of denaturation.
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