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ИЗУЧЕНИЕ ПРОЦЕССА ОБРАТИМОЙ ИНАКТИВАЦИИ 
АРГИНАЗЫ ПЕЧЕНИ ЛЯГУШЕК RANA RIDIHUNDA

3. X ВЛРСПГЯН

Ереванский государственный уппверсптсч. кафедра биохимии и иробягмиая 
лаборагг.рш сравнительной и эволюционной биохимии

Установлено, что пнакшпнриванне аргиназы ис^гн-. лягушек Н 'idibumia 
при pH 3,6 происходи! к 22 часу иикубацнн (на -35%). -:ри лейсишн 
ЭДТА—через 2 часа (на 92;8%). В случае кислотной ник ри
сутстнне ионов Mil. низкая температура нс предо՝.вращают инзк^ петрова 
ние фермента, а я паризитах с ЭДТА фермент при О'՛ инактивируется 
лишь на 10% Показано, что при изученных двух способах инактя.чапшг 
аргиназы процесс обратим в разном степени, в тлвиснмосги ■>՝. pH среды 
н наличия определенных двухвалентных ионов Делается предположение 
о различных механизмах восстановления актниности фермента.
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11 his been cs.abl'shed trial <n icr. ration. r>i '.ver arg.in.15v ol (he frogs 
/?. rld’b'inda rices pLi.:.: a:ier 2’ hours a pH 3,6 (by 3.5 per enr). and 
EDl'A treatment—after 2 hoars (by 92,8 per cenl). !<՛ ase ac<d inacti
vation the presence 01 Mn ions. Io# temperature don't inhibit the enzyme 
inactivation, w.iereas hi variants with Eiji’.A the enzyme is inicilvatcd by 
10 per cent at O’՝. Il has been shown :V..՝.i at the studied two ways of argi- 
nnse inictiv.li;->.. fin.- pto.sj» ;> ieve։aibtu- i.)r various degrees in dependen
ce on the medium ;>II a:i.l the presence of definite two valency <*ns. An 
assumpilon is made on '..irious mechanisms of recovery ՛>! the enzyme 
activity.
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Известно, что иысокоочищенные препараты аргиназы печени ряда жи
вотных при значении pH анжс 6 в течение нескольких часов полностью 
теряют ферментагидную активность. По мнению Девиса и Гринберга 
[7. 8], инактивация пназы при значении pH 5- о происходит мед
ленно и снижение активносги незначительно. При pH ниже 3 уровень 
инактивации резко в.чзрастает. При изучении аналогичного процесса 
у крыс показано, что при pH 2 в глициновом буфере ноны Мп в концен
трации 10 мМ не защищают фермент от денатураций. При этом арги
наза печени распадается на субъединицы с молекулярной массой 32.000 
[10]. По мнению Исиченкова и сотр., инактивироианне фермента в 
этих условиях является следствием разрыва дисульфидных мости
ков [31.
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Поскольку двухвалентные катионы (Мп, Со, М и др.) участвуют в 
поддержании олигомерной структуры тетрамерной молекулы аргиназы 
в в проявлении каталитических свойств фермент?., некоторые хелатные 
соединения (в частности. ЭДТА) неконкурентно ингибируют его, свя
зывая эти ионы. Подавление активности аргиназ различного проис
хождения под влиянием ЭДТА выявлено рядом исследователей [4, 5, 
6]. Этот процесс, очевидно, происходит вследствие распада фермента 
на субъединицы. В частности, показано, что аргиназа легких здорово- 
10 человека с молекулярной массой 120000 под влиянием ЭДТА распа
дается на субъединицы по 30000 [5].

Данное исследование предпринято с целью изучения процесса ин
активации аргиназы печени лягушек R. гиИЬипда при низком значе
нии pH и действии ЭДТА в разных условиях.

Материал и методика Объектом исследования служили лягушки /?. п(НЬиги1а 
(лягушка озерная) массой 100- 120 г

Активность аргиназы определяли по описанному нами методу []]. Активность 
фермента выражал։ н .мкмоля . образовавшейся мочевины па ! г свежей ткани.

Результаты и обсуждение. Результаты I серии экспериментов, в 
которых определяли время йнактнвнроваиня аргиназы печени лягушек 
R. пеНЬипда при pH 3,6 и действии ЭДТА. представлены в табл. 1.

Ак:н ню. п, .։р ина.'Ы. мкмоль,։

Таблица 1 Инактивмрованне аргиназы печени лягушек 
/?. г1(Иг>)1п<1а (средине данные 5 опытов)

Проза
контр ль. пулевой 

момент
через 
2 ч

через 
22 ч

% лнактн- 
вацни

pH 9.5 30000
pH г.6 30000 19200 4734 85
pH З.б 

(прсаывкубзиия с Мп
IV мив) 30000 19680 4760 85

ЭДТА (pH 7 4> 2%<Н) 2140 0 92.8

Почти полное и«активирование экстракта аргиназы печени в 0,05 М 
глицин- НС! буфере при pH 3,6 наблюдалось к 22 часу инкубации (на 
85%) при кисти ни же ЭДТА в конечной концентрации 5-10 2 (pH 
7.4)—через 2 часа (на 02,8%)

Такая быстрая инактивация фермента в присутствии ЭДТА свиде
тельствует. н*.‘р<?ягпо, об относительно непрочной связи Мп2՜ с субъеди
ницами аргина:-։.։ г о ле-кои диссоциации этих ионов при их поверх
ностном расположении на ар; иначе. поскольку, как показано нами 
при исследовании ЭПР-с нейтрон аргиназы, в печени лягушек R. гйН- 
Ьип(1и присутствуют два тип. двухвалентного Мп, которые ассоцируют- 
ся на поверхности, ио отличаются по белковому окружению в молеку
ле фермента [2]. С целью выяснения роли ионов Мп в процессе инак
тивации мы проводили предварительную предынкубацию проб с Мп24
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в концентрации 25 мкмоль на I мл пнактивируемоГ։ пробы в течение 
10 минут.

Как показали результаты исследовании (табл. I). в случае кислот
ной денатурации присутствие ионов 4 »е предотвращает ннактивиро- 
вание фермента. Таким образом, н этом отношении аргиназа печени 
лягушек. подвергнутая кислотной инак; нианш. не сличается от фер
мента печени крыс | 10].

Далее эксперименты ж։ изучению инактивирован:-:';։ аргиназы пече
ни мы проводили при двух температурных режимах (О' и 205 Полу
ченные данные показывают, что в случае килоти. и инактивации (pH 
3,6) температура инкубации нс нграе никакой р«-ш. При обоих тем
пературных режимах ии֊-ктнвирсч։ание фермента к 2'2 часу составляло 
87% (табл. 2).
Таблица 2. Влияние температуры на процесс инактивации аргиназы печени 
(средние данные > опытов)

Проба

Активность аргиназы, мкмоль.՛!

pH 3.6 ЭДТА

0й 20» О' 20“

.0" момент 48000 48000 40704 40704
Через 2ч 24700 24700 40000 8140
Через 22 ч 6400 6400 0 0
% денатурации. 87 87 10 80

В 1.։учае же инактивации аргиназы год действием ЭДТА (pH 7.1) 
при 20 мере 2 ч фермент инактивировался на 80%, а при 0° всего на 
Ш% На тормозящий эффект низких температур в процессе ииакгиви- 
ровапия ар; иназы под -ейсгввем ЭДТА обратили внимание также Лей 
лиг и сотр |5|, изучавшие инактивацию аргиназы легких здорового 
человека.

Реактивация аргиназы. Влияние ионов <1ву хвален тных металлов. С 
целью изучения испроси, включает л. процесс инактивации диссоциа
цию фермента на суб:.единицы или при этом происходят необратимые 
изменения, иг-ми проведен:.։ следующие эксперименты После 22-часо
вой инкубации фермента з 0.05 4 растворе -л ищи:-НС I буфера (pH 
б.Ь) мы повышали pH среды инкубащ-т՛ соответствующим щелочным 
буфером (0.05 .4 .՛ пциь-.ЧзОН буфер) до pH 9.5 с последующей 22- 
часовой экспозицией фермента при I)՜- и 20° г. ирису ։сТ;ЧШ ряда двухва
лентных ионов (.4.1, Со. .Ха, Ре. Ии).

В вариантах же . ЭДТА ;?н?ле лнакт ‘нации [>! I 1.нкубащ։онной 
среды доводили до pH 9,5 и далее также выдерживали ферментный 
препарат в течение 22 ч в присутствии указанных днухвалентных ио
нов (25 мкмоль на I мл инактивируемой пробы)

Как видно г таблицы 3, кислотная г1’ак~;гза1.лгя и инактивация 
но:; воздепегггс.м ЭДТА обратимы I! г, г >м । в другом случае шло
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Таблица 3. Восстановление пи изности аргиназы печени з присутствии двухва
лентных иоиов (средние данные 4 опытов)  

.Активность ар миазы, у кмоль-г

Проба
р:1 3.6 % внактипации 

н ргактицац»и ЭДТА % ннактинанин 
и реактни.н.нн

•к.тракт • 35127 29600 • —՛ •
Денатурированный ’„тракт 4800 - 87 2140 -93.6

Ренатурзкии:
бе кона (pH Ь.5) 9184 -֊28 10952 4-37

Мп •248ПО -)-70.б •216' 0 -Г 72
Со 26240 г 74.7 14880 +50
М 24800 -т-70.6 41600 -4-140
Ге 2ГГ»П0 И? .8 27200 ТУ1
Мц 2512’0 -71.5 .2720 ֊»•
ЛП 19680 56 6560 +22

восстановление активности фермента, однако ։?>-ра:яюму в зависимо
сти от наличия в ин куба цн о иной среде того или иного иона.

Активное 1Ь фермента при pH 9,5 без добавления ионов повыша
лась незначительно (из 28% в случае кислотной де։։ агу рации и на 37% 
в случае с ЭДТА).

При добавлении шухвалентных ионон после кислотной денатура
ции при pH 9,5 фермент реактивировался не только п присутствии 
Мп-* но практически в присутствии всех испытанных ионов. Восста- 
ь г.ление акишносгм фермента инактивированного ЭДТА под влиянием 
испытанных ионон, также имело место, но с некоторыми особенностями. 
В частности, реактивирование аргиназы в присутствии ионов 'И։ было 
п '2 раза выше, чем и присутствии Мп, а ионы 2п почти не влияли на 
.■■■о. процесс. Можно допустить, что хотя при обеих формах инактива
ции, возможно, фермент ра. издается на субъединицы, лднако механиз
мы этого распада различны. Если при кислотной инактивации, оче
видно, развиваются дисульфидные связи [3|, то в случае с ЭДТА уда
ляется Мп'-՜՜. что и влечет распад олигомерной структуры фермента 
[4—6]. Соответственно л процесс реактивации инактивированных раз
личными способами ферментных препаратов иод влиянием двухвалент
ных ионов происходит различными путями. Возможно, ери реактиви
ровании фермента I. присутствии ЭДТА взамен удаленного Мп'-՛- в бе
лок внедряется другой двухвалентный нон, от характера которого и 
зависит степень реактивации. Однако щже при таком допущении труд
но объяснить преи.му тес \р по сравнению с Мп՝ в процессе реак
тивации фермента Очевидно, необходимы юнолнительные исследова
ния для объяснения этого факта.
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