
Число же Т-2 РО1< максимально увеличивалось через 15 суток на 
44.8%

В лимфатических узлах количество Т-1 РОК увеличивалось и дер­
жалось на высоком уровне в сечение всего периода исследовании, а в 
тимусе наибольшее количество их отмечалось на 7 сутки, что на 13,6":՛ 
бмыпе чем в контроле, причем популяция Т-2 РОК нс была обнару­
жена.

Таким образом, при применении гентамицина до иммунизации эри­
троцитами барина наблюдающееся увеличение числа РОК выражен * 
меньше, чем при введении его после иммунизации, исключение составля­
ют клетки 1 I на 9 сут и Т-2 на 15 сут в селезенке, а также кле ки Т-1 
г- лимфатических узлах. В случае антигенного раздражения эритроцп- 
v:»vi! после введения гентамицина, когда уже имело место взаимояеи- 

•станс* антибиотика с иммунокомпетентными клетками, эритроциты не 
в Состоянии в гой же степени стимулировать эти клетки, что согласуе 
ся с литературными данными [3|

Исходи из изложенного, важно отметить, что пролиферация п.мму- 
ижимцетентных клеток особенно чувствительна к гентамицин} в нпдук- 
тивнбй фазе клеточного митоза

Следовательно применение гентамицина иэрозольно в чоз.е 1500 м а 
аэрозольной камеры после и до иммунизации эритроцитами барана по 
вышлет количество иммунокомпетентных клеток. При одновременно’, 
видении антибиотика с эритроцитами существенных изменений не ус 
позлено.
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Осуществлена частичная очистка аргинилы поджелудочной железы крыс
Обнаружены два нзоэизнма аргиназы Они об.тйлают одинаковым срод

.Сокраи1сч!ня: ГАМК уамнномасляная кш-.хна Э.Т1А—этилеиднамннтегрпа։и> 
таг: П XМБ—парахлормсркуpiiбензоат

111



ством к аргинину н не ингибируются ГАМК. Лизин ингибирует конкурент­
но. л пролин неконкурентно один из выделенных нзоэнзимов. нс влияя 
н.։ хругой. ЭДТЛ и ЛХМБ в разной степени подавляют активность обоих 
зоэнзимов аргиназы поджелудочной железы крыс.

Իրականացվել Լ աոնետի ենթւս/ւտսէմոքւէս/յին սյ ր րյ^>յք> մասնակի
մաքրում. Հայտնարերվեք են ւսրրլինաղաքի երկու իզոկնղիմներ: Դրանք ցոլցա-
քերում են միևնույն խնամակցուի յունն սւրւքինինի Լկասւմտմր, շեն արւյեքԱէկ-
վում 

№

{ինակարաւյաքէքւվովւ էիհինր' մրցակցային, իսկ պրո/ինր ոշ մրցակրա- 
տրրյեյակում են ան «<»>/•»/ ա ժ իղոՀնղիմներից մ եկր' շաղղելով մյուսի 

у-Ш. 
ձևով

վրա՛ ՀԴՏԱ-ե ե WW-i, տարրեր ՛ափով ընկճում են առնետի ենթաստամոր֊
սալին րլեդձի արղինաւլայի երկու իդոէնզիմների ակտիվությունրւ

T c th p.'iicrv/is a։ti i:a֊:e li.is №cn pai tjfly purd cd. .-.ro isoenzymes of 
.ugitiase have been i -nd. . ey ii.hc e s ir. l-r r.m:y >՛. u arginine 
and are mil inhibited by •; a -t il '•։ ՝ -1. n ՛ on pvlilivir y and
-roltiif 11՛.!՛ -I < 111; 1 ' ՛ ■՛ e ՛ I ՝ ՛ • ՛ 1 Illi
Ihrr out. I: 1 A and iiiiirun r-iintenzonte n uenint Ice;, rs inhibit 
He .iciivdir-- ( ։u । -••enzyme՛- ֊1 rat pancrea* .n^i ..-e

Лр1!иии.. пойхелудечна.ч хе.пза-

Общепризнанной ролью .нм .та <ы в ме1абили.Лд* у рейте. 1Ических орга- 
пнзмов является ее функция ь цикле мочевиисхюрлтвлгчя. Наиболее! 
полно охарактеризована аргиназа и чеки крыс, выделенная । высоко* 
очищенном состоянии. Он;-, сосюш из чечырех субъединиц с молоку* 
1яри<Н1 массой 30000, лк ।нвпруг-к-я ионами марганца и для Толпой ак- 
1ивпости нуждается в ютырех молекула: металла н<; молоку -у фермен- 
га |7]. Показано, что триптофапиловыс и гистидиловые иста ки важ* | 
иы для проявления активности аргиназы печен.1 крыс 1’>| ?оль этих։ 
остатки г- я .механизме действия фермента пока ц выяснена. Ясно толь*] 
«и чтг. падение активности аргиназы 1'.слелстпие модификации -них ос* 
,'птм1п и< связано с нарушениями а четвертичной структуре фермента» | 
поскольку нс наблюдается вл диссоциации фермента ни субъединицы, I 
пл агрегации.

Однако наряду с ферментом (уреотелическим), ^частуюшим в цнк* ՛ 
ле мочевины, в природе широко представлены > другие, неуреотедяче-1 
скне. формы его. не связанные с циклом мочеввнообразояаиия |.։, 16].] 
Этот тип аргиназы обнаружен н различны: оршнах и, как показано на 
крысах, в отличие от уреотелического печеночного фермента, обиару*'՛ 
•киииемого уже к зародышевой гк;нн։. появляется нтзднее 16] Эта ар-1 
:нназа может принимать участие в биосинтезе пролина, регуляции со*1 

держания полна ми нов, лимитировании аргппннбогатых гистонов [8|. 
Их ису реотелнческпх форм иргвпазы довольно подробно изучен почеч­
ный фермент, что позволило выявить различия между указанными дву*] 
■ я гипами но ряду свойств: локализации, поведению при ионообмев-] 
н>й хроматографии, активированию попами марганца, иммунологиче­

ским свойствам и г. д. |8, 15].
Исследований ни аргиназе поджелудочной железы в доступной ли-: 

гературс памп не обнаружено, лишь в работе I рингарл и сотр. 16] от-1 

^-чаек'я наличке аргиназной активности в поджелудочной железе крыс., 
Нами 'длщес.влеиа очистка аргиназы поджелудочной железы крыс 
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п н.л ■. ны некоторые свойства (Кт. К’, влияние ПХМБ и ЭДТЛ) выде­
ленных в ходе очистки двух нзоэи.зимов фермента.

Ми.-сдшм и методика. Опиты проводили на белых крысах. Животных декапитч- 
рода.н, быстро извлекали иилжелудочную железу (2—3 г), промывали и готовили го 
мо№ь>. |20%) в 0.05 V, пню-НС: буфере (pH 7.-1) с 0.01 М Мг։С12 и 0.005М аргинина. 
Гоме-՛ ■՛ ;;։нню нрокоднли в гтек.:диком гомоген-.: «агоре типа Нотгера-Элвсджема 
гефлонииым пестиком (б раз по Зи секунд)

Аргиназную активность определили .методом Ратнер |Ы]. выражали в мпкромо- 
лих моч-.’иины, удельную активность—в м.кМ мочсвипы/мг белка При необходимости 
реакционную .месь после инкубация центрифугировали. Мочевину определяли мето­
дом Арчибальда [4] Бедок по Лоури или |;։1ектр<։фотомегрцчегкн на СФ-16 при |ли 
не волн։.- 380 нм.

К::՛ шредслял!! : рифп'хч'кпм метолом Ланниуксра-Бэркм, I.-аргинин дьб.чв.тялн :• 
инкуб.-;.1'тпну1о гречу и к-..:..нчестне . 5, 10. 20, 10. 80. 160 320 и 480 мкМ К;. опреде­
ляли ՛՛ мето..;. 111КСОНЯ аминокислоты юбавляли и инкубационную среду в коли 
честве > 10. 25, 50 и 1(10 мкМ в прпсут'-гвин 50 и '200 ,мкМ аргинина. П.ХМБ применя­
ли н попрании 10 5X10 ' М.

Результаты и '>б( ц\ч (И‘нт Очистку аргиназы поджелудочной же­
лезы крыс осуществляли нижеприведёнными -лапами.

После центрифугирования при 16000 об/мин и гечевне 30 мин 20 - 
ною .бмогеиата основная часть активное; г (2980 из 3320) обнаружива­
лась пядбеадочноп жидкости (габл. 1). Последнюю затем нагревал;, 
при 15' в течение |0 мину։. Предварительно температуру ферментного

Таблица I. -Лапы очистки артназы поджелудочной железы крыс

■ ЛИ..։
•

• ь.'|цая ;.1< пп- 
Н ■ ТЬ. ЧЧ.’ч 
у.очоп։ НЫ

։.>;ццц.։
՛. Л .ь.

М!

X в аки10- 
пбет».. мк.М 

М.'ЧМ! 1
Очи 

т к.ч
Вы­
ход.

о

Гомогенат 332» 8 .4 З.Л
Н адоса.зочна/ и. и 1к«н > •‘‘|8н 6 3 89 7
Осадим
Термическая юрлб՛ г.; 112 27.il 7 1 -.1՛ _
Гельфильтрдиця. 1 ей |д՛՛՛ ■ ;-15П ֊-796 ~ • • к..; 10 1 81
Высалньаннс (\!1,՝ ■•;.• 
ЛЭ А 9 -це.тли >,и>.։.։

.57* .3 • (к. ! 17 4 77.5

I изоин >11 п 169 12 О»
11 Н1 ининм 2Ы>7 1 •՛' 1(56 ՛ ՛ 44 3 ни»

пренарага доводили до необходимой ։. более теплой поляной бане (55՜)
По истечения указанно՛.о времени смесь охлаждали в ледяной бане, за­
тем иёНтрнфуг провал к прг 18000 об/мин 30 мину .

Полученную после термической обработка, мадосадочиую жидкое н. 
подвергали гельфильтранин на колонке с сефадексом П-130 <2X75 ем), 
насыщенным грис-НО буферрл (pH 7, н и 0.01 М МпС12 н 0>005 М ар 
гинвна. Объем фракций 5 мл. \р;нппза элюировалась с нысокомоле- 
к-улярны.мн белкам։՛ но фракциях 14—25 одним киком..

Смесь активных фракции после гельфильтрации поднерга ш выса- 
дцваиню сульфатом аммония при постоянном 1Ю.ремеши!шнин в течение 
30 .чин на магнитной мешалке Аргнпа ш осаждалась в пределах насы- 
ще1.'1!՛.! 20—50%. Для избавления от сульфата аммония выпавший оса­
док !.-.>сле центрифугирования при 18 000 об՛мин в течение 3-3 .мин рас 
творили в 4 мл используемого буфена >՛ пропускали через колонку <• се­
фадексом С-50 (1.6X45 см)
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После высаливания ферментный препараI наносили на колонку с 
ДЭАЭ целлюлозой, насыщенной используемым буфером (1,6X18см). 
Аргиназа выходила двумя пиками первый, слабо выраженный- элюи­
ровался буфером, второй, более активный—0,5—0,75 М \аС1 в буфере. 
Таким образом, получен очищенный в 14 раза препарат с высоким вы­
ходом— 86%.

Полученные частично очищенные препараты аргиназы использова­
ли далее для изучения некоторых свойств фермента.

Предварительное изучение влияния продолжительности хранения 
препаратов при - 4° на сохранность активности выявило различия в вы­
деленных двух формах (тзбл. 2). Оказалось, что активность первого

Дни
И д> э к з и ч----------------------------------------------------------------------------------------- ----------------

Таблица 2. Влияние продолжительности хранения на активность нзоэнзимов 
аргиназы поджелудочной железы крыс (активность в мкМ мочевины в пробе)

1 IV VIII XII XVI XX XXIV XXVIII

1 0.4Ь 0.49 0. 0 0.43 0 % 0.37 II. 36 0.37

II 1 86 1.75 ..17 0 98 0.34 0.29 0.23 0.21

фермента остается на первоначальном уровне в течение 8 дней, затем 
она несколько падает и к концу месяца сохраняется около 80% ее. Вто­
рая же форма уже к 12 дню теряет почти половину активности, сохра­
няя к концу месяца лишь 11% ее.

Определение кажущихся Кгн выделенных двух форм аргиназы под­
желудочной железы крыс для аргинина показало их высокое сродство 
к субстрату 10 -М для первого и 1.8X10 -М ьчя второю и.зоэнзи.ма.

Согласно литературным данным, •н- гитип. лизил, Г\МК. пролин яв­
ляются ингибиторами аргиназ различного происхождения (2, 8, 9]. Па­
ши исследования показали, что ГАМК нс влияет ни активность обеих 
выделенных форм аргиназы, а лизин и пролип ингибирую: лишь 1 изо- 
энзим. причем лизин Конкурентно, пролин—некой ку реп гни (тйбЛ.З).

Для выяснения роли я степени участия функциональных групп в 
проявлении активности и сохранении нативной конформации фермента 
пироко используются реагенты ча различные функциональные группы. 
ПХМБ, согласно литературным данным, вс ингибируя уреотелическую 
аргиназу, полностью подавляет активность хрикотслических форм фер­
мента |3. 10 12].

Результаты наших гсследований обнаружили некоторые различия 
.։ поведении выделенных ионообменной хроматографией двух изоэнзи­
мов аргиназы поджелудочной железы крыс в присутствии ПХМБ. Если 
I изофермент сохраняет свои» лыивпость в присутствии реагента (за 
исключением его наиболее высокой концентрации), го II обнаружива­
ет некоторое падение активности при концентрации 10 ■՝- К) ' М (табл. 
I). Подобное поведение может говорить об отсутствии сульфгидриль­
ных групи в активном центре I изофермента, но не исключает возмож­
ности их участия в проявлении активности второго
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Таблица 3 Значение кажущихся 
КИМ) язоэнзнмов аргиназы подже­

лудочной железы крыс

Амино-
Изоэазимы

кислоты
1 11

Лизин 6.7Х10՜2 не ннг.

Пролин 4.2>.ИГ2 нс инг.

ГАМК не инг. не инг.

Г а 6.1 и ца 4. Ингибирование ПХМБ 
акгивносги изоэнзимов аргиназы пол 

желудочной железы крыс (%).

Изуэнзммы
ПХМБ (М) —

1 11

1U'4 8.6 16.3
to՜5 0 16.3

5/. 10՜' 0 9.3
In ' 0 7.0

5 10“т 0 0

Нами исследовалось также влияние ЭДТА, Уоторый. связывая об­
ратимо двухвалентные катионы, может ингибировать ферменты, ката­
литическая активность которых проявляется лишь в присутствии этих 
ионов. Диссоциация аргиназы печени крыс в присутствии ЭДТА и поте­
ря ею активности показано ПорембскоЙ 113]. Добавление ионов мар­
ганца приводило к реассоциации субъединиц и восстановлению фермен­
тативной активности. В используемой нами концентрации (0,01 М) 
ЭДТА в разной степени подавлял активность I и II изофермента арги­
назы поджелудочной железы крыс (на 13 и 39% соответственно), что 
может указывать на наличие в наших препаратах двухвалентных катио­
нов, связанных с проявлением аргнназят активности
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