
бранного перенос;:։ ионов, обуславливающих н известной степени про­
цессы водонакопления в данной биологической системе и ответствен­
ных, пс-видимиму, за формирование определенных звеньев процесса 
отекообразовання.
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ИНГИБИРОВАНИЕ АРГИНАЗЫ ПЕЧЕНИ КРУПНОГО РОГАТОГО 
СКОТА НЕКОТОРЫМИ АМИНОКИСЛОТАМИ

AJ. .4. ДАВТЯН. .W. Л. ГЕВОРКЯН

Ереванский государе: ж-нный университет, хафедра биохимии
И проблемная ляборй1 орпя сравниie.lblKHI И .410. Г ЦКПННОЙ биохимии

Показано. <по [.-аминокислоты орнитин, личин, аални, леиипн. кзолей- 
цнв. пролин, о'.-эмнионзомаслянзн клглша и иорвалпи конкурентно виги 
бнруют аргиназу печени крупного рогатого скота, л и-омннох։.тслялая кис­
лота является ингибитором смешанного типа Разветвленные аминокисло­
ты являются наиболее эффективными ингибиторами фермента. Установ­
лено также, что и присутствии орнитина чувствительности фермента к 
воздействию температуры возрастает; это указывает на специфичность 
взанмодейстпяя указанной амянокислоты с аргиназой.

Shljrf { . (>I> ' - .luf/ilrWjVO/iil//,;! .'/ш.-ZrIi/i, ;ii
itfla^r՛ “ijfibuipinl-uifnuifujlipnii: ՛• 'in/ill ш l linffitiiiynp/.l, i.iiiifl

h't! I'ur^fp -՛.ijу!• )ini> eihuiunOiiibpft iiuiptjp шpJ{K'lull^u^l^ Mifinfujni/lftnitp. 
i՝iJ^ l'4il<bl.li;t.lill.4/hlp/lnib ill.ll.-jl'llJjllInir / (uuinfl Ulp4{[l ll.lUl/.liniffl’l О1ПЩ1Ч- 
({npi/niA uinpbniiiiri^iihpp lui'iirfliiitulinut !Ai л. Mni lA’ju/u/ipi/o.; uiiiwiiiti

’бокрлщснпй: AlШК—аминовH.MBC.'iHiian кислота; VIK имнномэслч.аи нслотл
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')/it/rut/.lift tualfut^ntjiiurt rjli uf prt<d ai&nitj 1 !/>bfu։i J« .,’/՛ 

rfUl jn։bn։[! jril։֊t rLfd ujllut/ibuili/t uhj rjLtjnt fl i uui, S^ww.iu<Jp n/<;t JlfiUinLif I, 

l»P2^lbuir|*UJ r/t * f.‘ ։.t '.'•J:.. I iu if/ill ut ff ff 1/fl i/tnfviuif ijkt)nr fi riu'j i n ft JU ■ bj՝՜՝ • n Siu' ll'uz.

I

It Is shown th it .irids ornithine lysine, valine Izoleuc.nc. leucine,
proline, ■•.irirno iM>֊ihrlc add ail I no:/aline are .ompetilive inhibitors ol 
big-horned catl'e '■•er arginase. ?-.imino butiric add u the Inhib tor ol 
mixed type. The branched chain amino acids ire most effective inhibitors 
of ihis enzyme. It is established that in the presence of ornithine thermo- 
sensibility «•: arginase .ureases; u indicates the spe ficity .it interaction 
of this amino add wit'։ arginase.

[ргинааи —аминокислоты.

Реакция, катали эируемая аргиназой, ингибируется некоторым» природ 
ними аминокислотами В настоящее время установлено, что лизин 
орнитин, пролин, и •.-.ейцин, палии и лейцин являются эффективными 
ингибиторам։! аргиназы печени млекопитающих [8—10. 12. 13]. Одна 
ко в отношении характера ингибирования и эффективности взаимодей­
ствия этих аминокислот с аргиназой мнения исследователей расходят­
ся. В работе | 10] .чок э за но, что «^-аминокислоты являются некоикурент 
Н1..М1! ингибиторзми аргиназы печени бык.: Другие исследователи 
112] обнаружил конкурентное ингибирование этого фермента ра вет­
вленными ампног.ис.:։.'?ами и аланином. Лизин, орнитин и пролин, по 
мнению большинства авторов, являются конкурентными ингибиторами 
аргиназы печен։ млекопитающих |1. 7. 11 13]. Как полагает Белино 
[б], с помощью >рнитина, который является продуктом каталитической 
реакции, осуществляется аллостерическая регуляция аргиназы пече­
ни быка.

В настоящей :• 16 те представлены результаты изучения влияния 
яда аминокис.к՛՜ щ։ активность ар нназы печет крупно;՛՛ рогатого 

< ...на. Определены характер ингибирования и величины кокс ант инги­
бирования (К»з ։т ■•ено также влияние аминокислот-нигибиторов на 
ер мое। абильнос гь аргиназы

Материн.։ и четойика. Иссидииапин 1ф<пи>Д11.'|։։ на коммерческом .тиофилилпро- 
лл-лом препарате ар. ,։иэ.>1. печени крупного рогатого скота фирмы Р.-л я (Венгрия) 
Величину К1 определяли по методу Диксона [I] Средние значения К, начисляли 
на сенованнн 5—7 опытов Расгворы фермента в концентрации 4.2.10 ՝М готовили
на 0.5М глициновом буфере (pH 9.5) .Активность аргиназы определили по методу
Ра г пер, как описано ранее [2].

В работе использовали препараты Е-орнптнна ПС։. I.-лишив НС1. I гистидина 
1К.1 и других 1_ им. нокчелог 1>1.-норвалцна. Г>1-а-АИМК. О^а л-кшил 1)1 пролина, 
Р-ар.'пнпн.։. О-пилип.։, аденина—фирмы Реала՜! (Венгрия).

Резу.1ь>а1ы и обсуждение. Изучение влияния различных амнио-
кислот иа аргиназу печени крупного рогатого скота показало, что ли­
зин. орнитин, валин, лейцин, лзолейцпн. норвалии. а-АМК. иролин и
а-АИМ1\ снижают активность фермента. Причем все перечисленные
аминокислоты, кроме АМК. являются конкурентными ингибиторами 
этой аргиназы На рис. I тпы графики ЛаЙнуивера-Бэрка, демон- 
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стрируижис конкурентный характер ингибирования аргиназы орнити­
ном и пролином. Аналогичные зависимости были получены и для дру­
гих аминокислот. Конкурентный характер ингибирования нсследуемы-

орнигнном (Б) методом Ланнуивера-бэрка. Концентрации пз.хчнна 111 
и 57 мМ. орнитина—12 и 6 нМ.

мн аминокислотами подтверждают также величины констант ингиби- 
ровапи» методом Диксона (рис. 2) Значения констан г ингибирования

1назы аминокислотами приведены в табл. 1, из которой ви.пю. что 
наиболее сильными ингибиторами аргиназы .являются разветвленные 
аминокислоты. Принимая во внимание, что величина Кш для этого

■/ А / . J >
tyi'Wf'. л>,’

Рис. 2. Графическое определение величин канс։ан. ннгнбироиалпя арглла- 
зы лизином (А) и леЯинпом (Б) методом Диксона, Концентрации арги­

нина—С>. 4 и 3 мМ.

препарата аргиназы, определенная по методу Лайнуивсра-Б)рка, рав­
на 6,8 мМ, можно заключить, что связывание указанных аминокислот 
с активным центром фермента происходит более эффективно, чем с 
субстратом.
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Таблица I. Величины констант и։и нбирдваиия аргиназы 
аминокислотами (pH 9.5)

Тип кжронакиз К- (мМ)АмННОКИСЛО! j

J.-лнлин конкурентный б 1
! -оруигпн коику| енгныл 3 8

11.-валин конкурентный
L-лейцин хонку рентный 2 4
I.-K •оле;:ц.!Н конкурентный 1
L-щюлин конкурентна։: 21
L-AMK < у.ен'|.ип1ый 28
1)1.-корн 1.1,111 хонкурет .и । 3 4
1)1 -ЛИМК конкур.*11 ный 3(>

Что касается \МК., то она является ингибитором смешанного ти­
па 'Эта аминокислота способна пзаимодейс воза: • и и чистым фермен­
том и с фермент-субс: ратным комплексом С помощью методов Дик­
сона и Корниш Боудена показан смешанный характер ингибирования 
аргиназы печени крупного рогатого скота АМК и определены величины 
К-=28 .мМ н К/ = 3.8 мМ для чистого фермента и фермент-субстратно- 
го комплекса соответствен։! ՛ (рис 3). Эти -энные показывают, по

Рис. 3. OliptAC-'iCHIIi Hv.IHMHII констан. тннбнронання .Ц)1 11X3,14 АМК Я'.- 
толами Диксона (Bi и Корниш-Боудена (А). Кони-։-. ipaiuin .цчпнпни 

пробах—5,4 и 10.8 мМ.

АМК предпочтительнее связывается с фермснт-субстрагиым комплек­
сом. По-вллнмому. конформационные изменения, происходящие в ар­
гиназе в результате образования фермент-субстратного комплекса, со 

44



-злают благоприятные условия для связывания этой аминокислоты с 
аргиназой.

Оксипролин, норлейцин, ГАМК, цистеин, фенилаланин з концен­
трациях 23 мМ в растворе не снижают активность аргиназы, а цитрул­
лин, треонин, серин, тирозин, триптофан, гистидин в тех же концентра­
циях лаже несколько повышают ее (табл 2)

Таблица 2 Влияние аминокислот на активность аргигааам 
(концентрация аминокислот—23 мМ. pH 9,5)

Амино*. «слота Актив-
ПОСТ».. 3. Аминокислот.* Актив- 

и>нь. •V,

1.-оксн։։|ц>.|цп 100 [.-триптофан 120
1.-ЦИСТСИН 1'0 1 -1,н» руллин 128
1)1.-фснил.ь: амин ИХ) [.-треонин 146
1)1.-Н<.»р,1Снциц 1ио В-гистнднн 12м
1 АМК 100 1. -тирозин 1 зя
к-ссрнн 120

В одной из работ 112} было показано, что аланин конкурентно ин­
гибирует аргиназу печени быка (К1=17,3 мМ) Однако в наших экс­
периментах добавление 23 мМ з.танина не влияло и.։ активность арги­
назы. В присутствии 120 мМ аланина активность фермента снижается 
на 35%, а при наличии 240 мМ на 50 Таким образом, аланин явля­
ется очень слабым ингкби?"р*.м аргиназы печени крупного рогатого 
скота.

Дипептид, содержащий ингибирующие аминокислоты аланил-про- 
лнн. не оказывает влияния на активность аргиназы. В присутствии 
57 мМ его в растворе лишь несколько увеличивается активность фер­
мента (на 25—30%) Э—аргинин не гидролизуется этим ферментом, 
а О-валин не оказывает ингибирующего влияния.

Некоторыми авторами было обнаружено конкурентное ингибирова­
ние аргиназы печени быка аденином с константой ингибирования 
0.7 мМ [11] и 14 мкмолей [14] Однако в наших »кспернмеитэх аде- 
ш։н в концентрации 4,6 мМ в растворе не оказывал влияния на иссле­
дуемый фермент.

На основании полученных результатов можно заключить. что на­
личие аминогруппы в а-положеиии, по-внднмому, является необходи­
мым условием ։ля обеспечения святынання аминокислот в активном 
Центре фермента. ГАМК ио нашим, я также литературным данным 
|Г2|, Не ингибирует зргинизу печени бык;։. Отсутствие ннгибирбва- 
НИя аминокислота.ми не п а-положении показано и в работе [10]- 
а-Кеток колот ы. соитие гони клцне «тнм аминокне.ютпм, также не влия­
ют на аргиназ} печени быка [12]

В процессах связывании аминокислот с каталитическим участком 
фермента нужную роль играет длина углеродной цепочки. Удлинение 
<гс на одни углерод существенно и .меняет ингибиторные соойстна ими 
яокислоты. Тик, л.танки ингибирует аргиназу только при высоких кон- 
Дситрацних (см. выше) ХМК является ингибитором смешанного типа 
(Кг 28 мМ), порвалин киши рентного | К; - 3.4 мМ), а норлейиин нс 
л л идет на активность формен гл Высокое сродство разветвленных ими- 
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иокислот к аргиназе может свидетельствовать о том, что в составе ак­
тивного центра се имеется гидрофобный участок, с которым легко свя­
зываются боковые цепи этих аминокислот.

Важное .значение в процессах связывания вшиби.«ров <• аргниг зои, 
ци-видимому, имеет и заряд боковой цепи аминокислоты. Как показа­
но в работе [12], диаминомасляпая и диамино,пропионовая кислоты 
Являются конкурентными ингибиторами аргиназы печени быка Та-.ш 
образом, наличие аминогруппы в боковой цепи аминокислоты не мс.па- 
с: связыванию сё в активном центре фермента, в то время как появле­
ние полярной 011-группы (треонин, оксипролин), по нашим данным, 
। । вводит к потере ингибиторных свойств. Полученные данные позво­
ляют предположить, что в процессах связывания субстрата и ампю- 
кис.ют-ннгвбитороз в активном центре аршназы кроме заряженных 
групп фермента, обеспечивающих связывание соответственно гуан.1.111֊ 
н-.-вой и карбоксильной групп, участвуют также функциональная груп­
па, образующая связь с «-аминогруппой, а также гидрофобные ами- 
г.-кислотны с остатки. Дальнейшие исследования в этом направления, 
очевидно, позволят получить новые сведения об особенностях строе­
ния и функционирования активного центра аргиназы.

При сравнении слученных данных с имеющимися в литера:; р$ 
сведениями можно заметить, что характер ингибирования этими а ми-, 
нокислотами аргиназ, выделенных из печени разных млеконнтаю ддх, 
различен. Так, ХМК, п՛- нашим данным, ингибитор смешанно։ о дяа, 
, Гласс и Нокс показали конкурентный характер ингибирования арги­
назы печени крыс.этой аминокислотой [9]. Для аргиназы печени овны 
калин является ингибитором смешанного типа, тогда как, но нашим, а 

акже литера :урнмм данным [12]. эта аминокислота является о. ним 
. : эффективных конкурентных ингибиюров аргиназы печени быка. 
Дли одной 13 форм аргиназы печени человека оршг ин является инги­
битором смешанного типа [5[. хотя аргиназа печени быка конк\ рентво 
ин: ибнрусюя юой аминокислотой [12]. Очевидно, это можно объяс­
нить различиями в ст роении активного центра печеночных аргиназ у 
млеко питающих При совместном введении этих аминокислот ингиби­
рующее влияние их суммируется. В присутствии одновременно двух 
.'ли трех аминокислот-ингибиторов я растворе активность фермента 

снижается суммарно ни столько, на сколько снижает се каждая из 
амине кислот в ■ •тдсльнос-. и при добавлении к нативному ферменту. 
Очевидно, вес эти аминокислоты связываются с одним н тем же участ­
ком в и.ктнкном центре фермента. Этот факт представляет сущее.вен­
ный интерес, гак кик 1ишсугствие ■. клетке небольших количеств не­
скольких ։• ֊. этих аминокислот можем привести к значительному инги­
бированию активное!:’ фермента, что указывает из возможную роль 
их : процессах рег.ляци.1 активности ..ргчнзз: । в клетках печени.

Было изучено также влияние .этих и млн. шлелот на тер.мостабиль- 
ность аргиназы. В экспериментах по изучению ?;>млстабилыюгти, про­
веденных нами райе--, были использованы отндеятельно высокие кон­
центрации фермента ֊8,3֊ 10-с М [3] (темпер зтура полуинактшпшии— 
7-5՜). При концентра и и л аргиназы -1.2 •10՜՜ М температура полуинактч- 
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вацин снижается до 70° (рис. 4). В результате нагревания величина 
Кш фермента несколько уменьшается (после инкубации аргиназы при 
653 в течение 10 мин величина Кт составляет 5 мМ). Это свидетел .- 
ствует о том. что воздействие температуры приводит к таким изменени­
ям конформации вблизи активного центра, которые увеличивают сред-

Рис 4. Тсрмоинактивззргниами печени крупно рогатого скота а 
присутствии аминокислот-ингнбнторон. ф контроль. △—лизни. (22ч.М>. 
О—валин (6,2 мМ). О продин (60 мМ). х—орнитин (24 мМ). д—АМК 
(20 мМ). Растворы аргиназы с аминокислотой инкубировали на водя­
ной бане в течение 10 мин при соответствующей темпера гуре, ,шем 

охлаждали и определяли актипность

•стбо фермента к субстрату, хотя скорость реакции снижается. Как 
видно из рис. 4. лизин, валин, АМ К и пролин не влияют на чувстви­
тельность аргиназы к воздействию температуры. Однако добавление 
орнитина в раствор делает фермент более лабильным. При выдержи­
вании аргиназы при 55° в присутствии орнитина в течение 10 мин ак­
тивность снижается на 20%. тогда как без него при этой температуре- 
сохраняется 100% активности. Температура полуииактиваиии снижа­
ется в присутствии орнитина ю б4?, что свидетельствует о специфиче­
ском взаимодействии этой аминокислоты с аргиназой. Возможно, кро­
ме активного центра орнитин способен связываться с аргиназой и и 
других участках макромолекулы, что может вызвать изменения в 
структуре фермента, отражающиеся на его термостабяльности. Во?- 
м »жно также, что при нагревании сродство фермента корнтину возрас­
тает. что также может привести к резкому падению активности арги­
назы в (энных условиях Следует отметить, что. по нашим данным 
[3], в присутствии орнитина в большей степени, чем в присутствии дру 
гих аминокислот наблюдается частичная <ащнта аргиназы от инакти- 
пацнн при взаимодействии с трипсином.

Белино |6| обнаружены отклонения от гиперболической кинетики 
у аргиназы печени быка при pH 9,5 в присутствии орнитина. В наших 
экспериментах, однако, ни в присутствии орнитина, ни р ирису тс гни । 
какого-либо (ругого ингибитора отклонений от гиперболической кине­
тики каталитической реакции аргиназы не обнаружено (рис. 1) Воз­
можно. (ополи и тельное взаимодействие орнитина с аргивачоп и имеет 
место, но оно не отражается на кинетике каталитической реакции и 
данных условиях
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։ УДК 615,214.21

РЕЗГРПИНОПОДОБНЫЕ ПСИХОТРОПНЫЕ СРЕДСТВА И 
поиск нейролептиков среди производных 

и ндол ОХ И НОЛ И 3ид и н а

d. \1. АРЗАВУНи.

lli'cnrv . iiKoft органической химии им Л Л Мнджонна 
АН АрмССР. Ереван

Описаны .ызесгные пс;1\о։ронине средства, близкие к резерпину по струк­
тура или у- :<;։низг,у денег пня. Прпж д<:<1.1 также потенциал ыше ։։гйр<хи։11- 
.лчс-скне Ргнисгве—•?хгзгндроий,ш.,10.՝Сйпол;м11дниы, содержащие в струк­
туре, кок и рсйорпн.ч, индольный фрагмент.

Ъ!։р>1“1>5'/' ‘ ' <• > йл .'ir'l,l‘՝l"’4՝{!՝'l b/ntpli/i, пр ri'll f. Ijuianigtlw.՝։ рп/[ It

rtiptuib u!.{irtuUprfrlml Ah . ‘ Ljit ./'гЪ/.Ь՛ i>L huh и/ni/thhijf-uii

Ы Ц... - iii.iuipi. i liitil)/. ',--^1 i֊i r: i :.f ш C f r .J, {iti‘u{l.ir L nfjijbp-

Uffrii.i. •՛ '/.Ь,л:

1՝A ii ; i ՛ p.c .. U'liic'; ar-՛ close n st;n՛ lure or mechanism 
o' .՛ lion to re -rp ne, haw- _en rcvA *e I i i a cOmpiralive aspect. Po- 

c itlal nc:ir՝.i’-.p ՛ a'«f i.inc<֊ t.lyJro.|nlr*• 11?ki।tie*, containing in their 
structure, -inn..it -i ֊rrpln.?, an InJo't .'rant. have also been desc­
ribed.

Сокращения՛ 5-ОТФ-5- к - i ■ фан; 5-OT- ^ рогоинн; НА—норадреналин
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