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КАТАБОЛИЗМ ПРОЛИНА У ЖУКОВ ФАСОЛЕВОЙ ЗЕРНОВКИ 
ACANTHOSCEIJDES OBTECTUS SAY.

Дж. Г. ГУКАСЯН. /1. А. АГАДЖАНЯН
Ереванский государством! ый унннорппот, кафедра биохимии к 

проблемная лаборатория сраиинт^и.ной и эволюционной биохимии

Ферменты катаболм ։ма пролина жуков фасолевой зерновки локализованы 
а митохондриях. Их активность унеличнвасчся в процессе развития жуков 
•бмс« чем в G0 раз. Все испытанные аминокислоты (та исключением гли­
цина). особенно аргннни. стимулируют процесс окисления пролина, а пи­
руват. лактат. а-глнцерофосфа1. ПХМБ и гидрокенл-чмнн наоборот, инги­
бируют его превращение о глутамат через пнрроли։։-5-карбоновук> кислоту, 
идентифицированную метолом бумажной хроматографии.

(ր>ք»ւ րնգակերի րզեղնհրո.մ պրոյինի կասոււրուիզմ /> ֆևրմ հնտննր ր мт Լ գակսւ յւ/ ա) 
է՛ն միտորոնգրիումնկրում, որոնց ս։կտիվու[/ յունր րր{Լղն!.րի զարգացման րնքէաց 
• ում ավկ/անում Լ շո։ր> 60 անգամւ Փորձարկված րո;ո/ր ամինաթթուն 1.րր (րս 
ցաոովկւսմր զէ1'ՅՒ^1') առանձնապես արգինինր խթանում 1.ն պ բոշին ի օրսիղաց 
ման պրոցէ.սր, իսկ ՛գիր Ոէվաէոր, /սւկտաւոր, цիցերոֆոսֆատր, '’7/4/7- հ 'իգրօբ- 
սիլամինւէ, րնգհակաոակն, րնկմում է.ն ազգ պրոցեսր։ Պրոշինի փոխարկոէմր գշո՚- 
ւոսւմսւտի կատարվում / ч/իրո/ին И ■ կս/րր Оրսիշ ատի միքՈցով, որր ե րՆորոշէքեք Լ 
թղթային բրոմատոզրաֆի՚սյի մսթոգովւ

Enzymes of prohne catabolism of haricot beetles ate localized in mitoc­
hondria. Their _1C ՛■՛ :՝/ increase՝- h: the pro;es> of beetles development 
for more than 6) times All the examined amino acids (with the exception 
o, glycine), especially arginine, stimulate the process of proline oxidation, 
whereas plruvate. l.tciaiv. տ-glycerophosphate, PKhV.B and hydroxllami- 
ne. on the contrary, inhibit is iranstorinat.on into glutamate through pir- 
ro> -5-carbonic acid, which ;> и!сг.։ i.cJ by paper chromatography.

Зернаока фасолевая кролик—пр^.՝.:։ноксп<}ава -г.иррилип-՜՝-карбокси larOccudpoce- 
fta.'a—аргинин.

Пролин включается в метаболический путь через глутамат [I]. Его 
<։чис.1ени€- у животных гронс-ходи։ ПО и П5КД. Процесс нуждается в 
кислороде, а акцептором электронов служит цитохром с. Кофактором 
втррогс фермента является НАД-

V растений и некоторых микроорганизмов нередко |11. 12] первым 
ферментом распада пролина является прллиндегндрогеназа. кофермен­
том которой является НАД՜. С окисленной НАДФ реакция не про­
текает.

В летательных мышцах Piionma regina при полете пролин окисля­
ется в 130 раз интенсивнее, чем остальные аминокислоты. В летатсл֊.- 
иые мышцы этих насекомых проникает пролин, а-глпцерофосфат и пи­
руват, Но не глутамат и другие субстраты цикла Кребса [13]. В нача­
ле полета увеличивается копнен грация пирувата, который затем интеп- 
------------

Сокращения: ПО—пролипокендаза. П5КД—пирролин-о-карбоксплаисгпдрогенл -а, 
ОПРО окенпраднн.
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сив но превращается в аланин. Причем увеличение последнего нахо­
дится в отрицательной коррелятивной зависимости с содержанием про­
лина [14] Установлено также, что при полете колорадского жука ко­
личество аланина в его митохондриях, образовавшегося՛ в результате! 
окисления пролина, равно количеству использованного пролина [15].

ПО и П5КД являются митохондриальными ферментами как у жи­
вотных [5], ։ак и у микроорганизмов |4|. Попытки перевес ги ։•>: в рас г ва­
римую фракцию у Е. соН [4] не увенчались успехом. В летательных 
мышцах Phorr.ua ге&па для ПО строгим ингибитором является лактат | 
-I несколько более слабым—пируват [13].

$а1тпопе11а (ур/йтигит [3] ПО и П5КД индуцируются проли­
ном । подвергаю :ся катаболической репрессии; предполагается, что- 
гены, контролирующие ПО и П5КД, находятся в одном опероне. У 
С1о$1гаИип1 $рогб£спех [10] катаболизм пролина, как и у растений, осу­
ществляется пролиндсгидрогенгзой, активность которой не ингибирует­
ся к-гл у та.матом. Гидроксиламин (0,5 мМ) не оказывает влияния из 
активность этого фермента, в то время как активность редуктазы инги­
бирует полностью.

Настоящая работ посвящена изучению ферментов распада ироли­
на и некоторым их регуляторным свойс вам у жуков фасолевой 
зерновки. V

Материал я л-е годика. Объектом исследования служили жуки /1. оЫесНи. 
откладывающие яйца на бобах фасоли. Самка начина?! откладываю -ина мере:! 2— 
3 ч после выхода иа куколки з течение 10—-12 дней. Активность ПО ». П5КД опреде­
ляли п гомогенатах и се нерастворимой фракции. Жуков гомогенизировали в 0,1 М 
калин фосфатном буфере (pH 8.0). Гомогенаты ц< нтрнфугнроаалн при 3000 об/мик 
20 мин Надосадок удаляли, осадок растворяли з 4 мл 0.01 ЛА грис-НС! буфере, со­
держащем ЕД ГА (pH 8.2). и центрифугировали при 15.000 об/мин а . 'с.-нне 30 мня 
Эту процедуру повторяли 3 раза В последний раз к осадку лобан ■ли 10%-ниГг 
этиловым спирт, замораживали, спаивали и центрифугировали при ’ООО цб/мм 
30 мин Растворенный и 0.01 ЛА ТРИС-НС! буфере (с Г..П.ТЛ. pH 8.9» оспл- применяли 
как ферментный препарат.

Определение активности ПО н П5КД. 11нкубгш։<։н:։ля среда и 1.9 мл содержала: 
53 мМ калин фосфатного буфера (pH 8.0). (1.2 мМ к-лролинз, 1,6 мкМ цитохрома с. ч 
•!?-։. М НАД-+-. Инкубацию проводили при -37е в течение 60 мин. Реакцию чстян.-.ь- 
.•.jBa.ni добавлением 96%-мого холодного этилового спирта н соотношении 1:1. Оса-- 
док удаляли Цекгрпф)гнровднисм .-.пн 10.000 об/мин в течение 10 мкн. Об активно- 
с я ГК) и П5КД судили по сшиезнровакному глутьм ։у. количественное содержаний: 
которою определяли метолом бумажном хромаю; рифим—проявлением 0.2%-мого рас- . 
твора нингидрина в этиловом спирте. Пятно глюировшш 5мл 0,05%-ного СаС2 в 
40%-ном этиловом спирте. Плотное. 1. окраски ։ределмлн путем фотомстрнровалия 
на фотоколорнмстре типа КФК-2 с зеленым фильтром.

Результаты и и.\ обсуждение Изучение активности ПО и П5КД 
■о.՛: ՛ л •՛>. ч:о ю мере развития жуков активность ферментов окисления 
иролина л вышаеюя в на 12-й гень почти в 40 раз превышает таковую 
\ вылупившихся жуков. По-виднмому, в последние дни развития у них 
повышаются энергетические потребности, что компенсируется распад и 
’ролнг; и :к.1-?чс»ием метаболитов в цикл Кребса. Субстратом для 

ИО и П5КД может служить также Опро, хотя нх активность в это?л 



случае незначительна. Интересно, что указанные ферменты абсолют­
но не проявляют активности, когда субстратом служит ПЬ-пролнн. 
Очевидно, О-форма нс только не является субстратом для этих фермен­
тов, но и наличие ее в инкубационной среде подавляет ПО актив­
ность в отношении природного субстрата.

Г абл и ца 1. Динамика ахгквностн ПО и Т .1 б л и и а 2. Влияние /.-аргинина
П5КД п разные дни развития жуков фасо- на активность ферме»год окисления
. .-1 й зерновки Иролина в осанке гомогената жуков 

фасолевой зерновки (2-й день раз-
пития)

Дни раз­
вития

Лк:и и.ос;(., мк й 
Г -у ИЗ I : ткани

Активность ПО и
Субстраты. 

М
Коиитш рация 

аргинина 10-Л
П5КД, мкМ |.։у 

М на 1 г ткани
жуков (П 5) (п -б)

1.-нро 2-10-’ У1 1 |.:4±0.17 Контроль 12.38 ±0.42
3 15.76+0 47 5 102.42+2,39

19.62±О.65 10 69.74+1.35
8 46 6021 .25 20 28.24±0.96

12 63.71 + 1.32 12.82+0.76
Ояро 2-10-* 12 1.85±0 28 50 10.50+0.78
Ш.-про 2 -10 ‘ 12 0 1с>4 0
й’. -про 4-10 -‘ 12 0 200 0

Изучено распределение фермой;ов окисления пролина в раствор;.- 
м .'й и в нерастворимой фракциях гомогената после центрифугирования 
П течение 20 мни. при 18000 об/мин. Указанная активность в целом го­
могенате жуков составляет 64,-12՜ 1.73, в осадке—63,38±1,41 мкМ, в 
то время, как в надосадке она полностью отсутствует. Таким образом, 
как к у других организмов |б| ферменты окисления иролина у жуков 
локализованы исключительно в осадочной фракции, очевидно, в ми:о- 
мзн .рнях. В дальнейших экспериментах использовали осадок гомоге­
ната, полученный способом, описанным в методической части. Уста 
позлена оптимальная концентрация субстрата для проявления макси­
мально!։ активное! I. ПО 1 П5КД. Она составляет 200 мкМ

Из литературы ьзвестно индуцирование ПО аргинином \ Нас. Нске- 
։ц/ог/П1\ [8]. Разумеется, у эукариотов отсутствует возможность суб­
стратной индукции. Однако мы задались целью выяснит», влияние ар­
гинина из активность ИО у жуков (табл. 2).

Данные таблицы показываю։, • л» при низких концентрациях арги­
нин значительно стимулирует процесс окисления пролина. Максималь­
ное стимулирование достигается при концентрации 10՜ М. При дал - 
иейшем увеличении кош-ен грации аргинина активность снижается и 
ирн концентрации 10 М полностью подавляется. Очевидно, аргинин 
является модулятором ПО, причем положительным при низких кон- 
цситраинях и. отрицательным при высоких.

В табл. 3. 4, 5 приведены результаты изучения влияния НАД՜՜, цн- 
ХГ'>ма с. некоторых аминокислот, кетокислот и ряда ингибиторов ни 
процесс окисления пролина.

Данные приведенных таблиц показывают, что пр;: окислении иро­
лина глутамат н значительном количестве образуется и без юбавле- 
нпя в реакционную сред;-, цитохрома с. Эти объясни стен гем, чт । в цс-
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Таблица 3. Влияние НАД’ и цитохрома с на •счис­
ление пролина у жуков фасолевой зерновки (12-й день 
развития)

Кофакторы (по 5.26.1(1 *М) Активность ГК) и
* ПЬКД.мкМ .«у на

I г ткани <н' 5)

Полная сист< мл
Система (Сеч НАД՜1՜ к цитохромч <) 

Система (без цитохрома с) 
НАД՜1՜ заменен НАДФ11 

НАД* заменен НАДФ " 

НАД заменен НАД)!

76.37^1 Л 

7.15+0.59
39 75+0.81

4.72+0,11

5.79+0.18.

3.12+0.10

Таблица 1. Влияние амн1ц>кнсло| и некоторых других соединений «к
окисление пролина у жуков фасолевой игрне.вкх (5-й дель развития)

Аминокислоты 
(ио 2.1 10՜3 М)

Актлмнхть ПО и 
П5КД. мкМ глу на 

1 1 1кани (п 5)

.֊՛ МИГОКИСЛОП.!
|ПЭ 2.1 10 ‘ М)

АКГИ8НОС11. ПО ы 
115КД. мкМ.глу на 

; г ТК.1НН (п 5)

Еез зффектора. 19 4010.66 Гл п 11 41+0.54

Лей

Ала

26.37+1.15

29.29+1.05
Цис 33 59±1.06

Вал 22.35+0.99 Гутатнон 31.51+1.12.

Таблица 5. Влияние ингибиторов на окисле­
ние иролина у жуков фасолевой зерновки (5-й 

день рашития)

Ин։ ибигоры
Активность По л 

П5Кд, ь-.к.М 1лу на 
1 г гк?.ни (п 5)

Ее.; эффектора

!1иру| ■ ।. 2 1(1— ' М

Л iK-.ii 2 10֊3М
- гл 11.! с рофос фа г 2-10— М

НхМБ. 3.3-10֊' М

Их МБ, 3.3 10- М

ПкМБ. 3.3-10֊ • М
Гш рокевламин 10- М

19.11+1.05

О 84+0.04 

1.814-0.05 

5 11+0.10 

■ ■ •: и .и-

3,16+0.10 

о
1,27+0.07

лих гомогенатах содержится достаточное количество цитохрома с для 
нормального протекания процесса окисления иролина [2]. Полученные 
данные свидетельствуют также о том. что кофактором для 1151<Д явля­
ется окисленный II VI. Процесс окисления пролина фактически не про- 
текае в присутствия окисленного НАДФ, Из испытанных аминокислот 
на окисление иролина ингибирующее влияние оказывает глии.инг. 

■ •стальные «аминокислоты н разной степени стимулируют этот процесс.
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Согласно данным литературы [9], 1. формы серина, лейцина, гли- 
| лини, валина и аланина в отдельности (при концентрации 40 мкМ н 
| 5мл) подавляют активность П5КД митохондрии коркового слоя почек 
| быка на 11,4; 24,2; 31,6; 60.3 и 70,9% соответственно. Смесь этих ами­

нокислот оказывает кумулятивное ингибирующее действие на актив 
■ьч'ть П5КД, степень которого достигает 91.5% Таким образом, изу- 

| ченный нами фермент в отношении влияния из нею аминокислот значи­
тельно ,отличается от соответствующего фермента почек быка. Гак, 
если для фермента жуков испытанные аминокислоты (кроме глицина) 
являются положительными эффекторами, то для фермента почек бы­
ка— отрицательны мп.

Данные показываю также, но окисление иролина в высокой сте­
пени подавляется пируватом, лактатом в «-глицерофосфатом. В этом 
отношении процесс ферментативного окисления пролина у жуков бли­
зок к таковому у других организмов [6]. Данные габл. 5 показывают, 

ПХМБ в концентрации 10 • М и выше способен подавлять активность 
ферментов окисления пролина. По-вядимому, Н.ХМЬ оказывает инги­
бирующее влияние на активность П5КД, которая, как известно из ли­
тературы [б], является тиоловым ферментом. Гидроксиламин также 
г.идааляет активность ферментов окисления пролина при более, высоких 
к ниентрациях (Ю^М).

Для изучения механизма окисления пролина, а именно возможно­
сти его предварительного превращения в пирролин-5-карбоксилат. пер­
воначально создавали полную систему окисления пролина в глутамат, 
.։ затем исключали из среды НАД-, предотвращая переход пирролин-5- 
харбокенлата в глутамат. Накопившийся ври этом пирролнн-5-карбок- 
силат определяли хроматографически (табл. 6).

Таблица 6. Образование глутамата и пнрролин-5-карбоксилпта из про­
лина у жуков фасолевой зернооки (12-м лень развития) п 5

Образование ьчу Образование
Варианты из про. мкМ на П5КДиз про. мкМ

1 । ткани на 1 г ткани

Полная система 66.74+1.85
Система без НАД* 5.53+0.28

Система без НАД ' и цн >хро«. с 4.69+0.24

0.60+0.07

2.55+0.Х5

4.74+0.41

Полученные данные показывают, что при отсутствии восстанов­
ленного НАД образовавшийся из пролина пиррол ин-5-карбоксил-а՜-. не 
восстанавливается в глутамат. Образование гл\ в системе без НАД 
՛ бъясняется наличием эндогенного кофактора в гомогенате. Таким об­
разом, включение пролина в метаболический пуп, сгуществляется через 
։ ромежуточпый продукт пирролин-5-карбокси.та г.
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ВЛИЯНИЕ ЦИСТЕАМИНА И 1ЛИЦЕРИНА НА КЛЕТКИ /- соП 
ПРИ ДЕЙСТВИИ ИЗЛУЧЕНИИ С РАЗНОЙ ЛИНЕЙНОЙ 

ПЕРЕДАЧЕЙ ЭНЕРГИИ

//. в СИМОНЯН. И. Л. ДЖЛНПОЛАДЯН. Л. Г. СТЕПАНЯН 

Ереванский Цинический институт ГКАЭ

На клетках Е. coll К-12 разных генотипов показано, ՛ли защитное действие 
цистеамина и глицерина при действии у-ндлучения и рентгеновых лучей 
генетически детерминировано: при испольлояйици иисюамина это тиража- 
етск и Отсутствии радпозашнтиого -эффекта у репарационных мутантов. а 
в случае применения глицерина—в возрастании протекторного нлояння в 
ряду изученных штаммов Е. roll: гее А -мутатп- -клетки «дикот > nina>֊^ 
pol .А -мутант Глицерин 1зщищасг клетки дикого типа и тес А -му- 
тан i а и от л- талыюго Денсгпия ускоэслныл ионон уисрода. и го премя 
как цистеамин при дейстшщ на клетки тнщелггх ионов оказывае-ся неэф­
фективным.

Sh-I'i’l.j! rjl.\in4i(<Ujh('{' Т.. ■.''1 К 12 pffttijl.li/t ‘/put ')пЧ‘{ !. tnp‘/t>i.'1. пр tfi/՛-

rft.pjrilft It Jtil/t ttftl'tinilj tnbn rjujt/ujls U.tlt}CffniPj0tbp у .'.tjjniuifuij/lilljfl/t ll

»t.butlfl/bju>b :'.iunui։jUi [fidwil tfhufpnctJ qlAjl.at'plinpl.ij i/t. >irl, p tf /Ai ttrtjif t: ՛՛{ ftu mlu ֊ 

ifpijft vtfuiujijnp.idiiiij ^l.n;pnij tftn inptniu'fii.ptn/aij ,՝ t/nur'iniitniji.pft -'.пи!ii;tuu։t- 

n;t։Ain ijitil{i.ib l.'tf/ft Iftit /. pin nut ij t.) pn /• jnrifp , ՛) ' 1'Г l՛՛^'iqVHnifnfttiu uiii ijitUfpHiJ'

■fl. ut tn 4П UI l/ittj -inintHritp/t 1^ UI I ui Uf tultnq lull Itdi ՛! uj 4t Ijnippuh u/ilntf -Htu'lijiui -fuipnp- 

rjiu t/ajii ni /I juiifp. Г‘'.Л ՝-if hi utiubin__ ^ei/iufp/ru mfiuj/i ril'&hp - pt.i.., - - J nun 'i/Lir<>

‘il/trjl.p/iiip uiuffint‘iu/bniif t։ ttifuijpfi. atpuf/i ГСГ/1 "-lintifiiubui/i /

uipiii։jiit։;i/iitt'i finiibl.p/t ^Li'Httt f ihw'iupm ) itii/1) !j 'jnif jn J։ I1'/ ’ 8 fin Ш Sun! (1'1 ft oqtnui-

rjttpi'.niif p /•»»/։ •//’«' fuiiiiil. p/1 tiujrfli pitll/ iu.ii qliu/pnu' /, !fi I, If Vr/• tf f(l

Сокращения: OP елпониитте разрывы, ДР- цэушпевые разрыаь՛.. 
матические дкуингецые разрывы. ПДР прямые двунптеэые разрывы, 
передача vHcpiiiH, ФУД ։р.тктар уменьшения дозы.

ЭДР -ЭИЗП*
L—линейна։։
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