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ИЗМЕНЕНИЕ АКТИВНОСТИ АРГИНАЗЫ ПЕЧЕНИ КРЫС 
В ПРОЦЕССЕ ГЕПАТОКАНЦЕРОГЕНЕЗА.

ИНДУЦИРОВАННОГО ДИЭТИЛЕНИТРОЗАМИНОМ

/1. С. МИКАЕЛЯН. М. .4. ДАВТЯН. 1 Р. ВАРДЛПЕТЯП՛

Ереванский государственный университет, кафедра биохимик и кафедра биофизики*

Покатано, что выявляемые в процессе опухолеобразования, индуцирован
ного днэтнлнитроззмнном, нзменення активности аргиназы отражают 
происходящие при лом изменения в функциональном статусе пстсночной 
ткани Обсуждается роль отдельных изоферментов и процессах опухо
левого вырождения.

քհսՈւսնա սիրվա ’1 ГЬ արւյինազայքւ յէնչպեո աւ!րո ւյջական, այնսյ֊ււ Լք նրա աոան 
ձին քպոֆերմ ենտնԼրի ակտիվռ/կան' ր)իԼթ1է{նիսւրէէզսսւմ[.նով Հարուցված 
դարսւրէւյկեււապ1էյս։ւ}ւ!ան րնթարրոււք ս>ձ»;/ւ ւււնԼցոր/ վւււվւււխու1)յքւնՆ1յրր։ 8niji) ( 
տրված, որ սւր։]1ւՆ։սււ։սւ(ւ ակտիվ ով) րսն' ուոուցրաւքո^աւ/ման րն/1 սւց ր nul րացա- 
“այսւվոքք վւովւո՚սովկուննԼրր արտացոլում էն /յարւլի •յ411ւվա/) քվւ ֆւււնկցիոնսւ/ 
կարգավիճակի՝ in/ij րնքԿոցրում ւոեղի ունԼցող փոփոխով)[Ո&ներըէ Քննվում է 
աոանձին /պո .'րձրմհնտների գերր ninety րս։յին աւրսււձրմտն րնթարրում։

There have հ cn investigated changes of both the total arginase activity 
.mil that о its t?\>iouc к • -nsyiiiirs in the pro css of diethylnitrosarnlne- 
induced h ?;• itoc ircl-i genesis. We hav.- •E-moit-traieJ thit arginase acti
vity ch.anges Jur.ng I I а я generation ictle.'t changes occurring thereat 
in the Inaction.11 տւ ւ;և о. '.ver tissue. I'ltore has been discussed the role 
of separate ■ • .enzyme^ in the p.ocess oi tumor degeneration.

Аргиназа— хроматин—еепатоканчерогснез—АизтилнитрозаАШН.

Как известно, детоксикация аммиака путем его включения в биосинтез 
мочевины осуществляется с помощью аргиназы, которая является 
одним из ключевых ферментов орнитинового цикла [3].

Проведенные ранее экспсримен: ы показали, что активность арги
назы при опухолеобразонании претерпевает существенные изменения. 
Однако, если ® гепатомах с высокой скоростью развития наблюдается

Си ращении: ДЭНА—.инти-шнитрозампн.
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значительное возрастание активности фермента [С>], то в гепатомах 
с малой скоростью образования она значительно ниже контрольных 
величии [И]. Кроме топл ферментные системы мочевинного цикла 
вообще, и аргиназы в частности, гораздо интенсивнее индуцируются 
гормонами стероидной природы в опухолевых тканях, чем в нормаль
ных [15]. Неоднозначная реакция аргиназы, вероятно, в известной 
мере обусловлена существованием двух молекулярных форм, которые 
отличаются генетически [1]. Изучение аргиназы млекопитающих в 
неопластических тканях [10] показало, что изоферменты се (ней
тральный, характерный для непеченочных тканей, и основной—пече
ночный) альтернативно реагируют на злокачественные перерождения.

Целью настоящей работы являлось исследование активности 
аргиназы печени крыс в (процессе гопапжанцерогенеза, индуцирован
ного ДЭНА.

Материал и методика Эксперименты проводили на самцах крыс линии \Vistar не- 
тпрехнедельного возраст (нес 1(10—125 г). Животных гепатэхтом и роняли по методу 
Хиггинса и Андерсона [7]. Через 2-1 ч им внутрибрюшинно вводили раствор ДЭНА в 
0.9|и\'аС1 из расчета 5 мг на 100 1 веса

Частично очищенный препарат аргиназы был получен пи методу Шинке [14]. 
Для этого животных декапптировал։՛., а изолированную печень тщательно перфузнро- 
взлн 0,0025 М Трис-НС։ буфером (pH 7.2), гомогенизировал:։ в трех объемах 0,01 М 
Трис-НС1 буфере (pH 7,2). содержащем 0.05 МоС։.. и 0.01 М КС1. в течение 30 с 
при 0՛, подвергали тепловой обработке при 60° в течение 15 м> ■՛. затем охлаждали ди 
0° н центрифугировали при 18000 об/мин в течение 30 мин для осаждения денатуриро
ванного белка ։։ клеточных органелл. При этом !)8% аргиназной активности обнару
живается в надоеадочной жидкости. К последний. охлажденной до 0\ при постоянном 
перемешивании постепенно добавляли (^Н4)2$О4 ди 10% шит насыщения. инкубиро
вал։։ 30—40 мии при 0°. центрифугировали при 18000 об/мин н течение К) минут К 
надосэдочнон жидкости добавляли С.ХН.)35О. до 70%-ного насыщения. Центрифуги- 
раванием’аргиназную активность переводили в осадок Выход фермента—97%. степень 
очистки около 70. Осадок ресуспеиднровалн в 7—10 мл 0.01 М Трис-НС1 буфере 
(pH 7,2), содержащем 1 мМ МпС12. и шализнровали против того же буфера в течение 
4 ч, меняя буфер через каждый час.

Для определения активности аргиназы [4] 0.1 мл гомогената инкубировали с. 
0.3 мл 0.01 М МпСЦ и 0.6 мл 0,025 М 1-яргиннна гидрохлорида в 0.1 М карбонатом 
буфере (pH 9.5) и инкубировали в течение 15 мин при 37е Затем к прббс добавляли 
2мл ледяной уксусной кислоты, содержащей 2.5% раствора нингидрина Перемети 
план ։։ оставляли в течение I ч в кипящей водяной бане. При наличии орнитина та 
это время развивается стабильная красно-коричневая окраска. Затем пробы охлаж
дали । определяли поглощение на спектрофотометре СФ-4Л при длине волны -190 нм 
против контрольной пробы, не содержащей 1-аргннпна Полученные единицы эксгинк 
цнн пересчитывали в микромоли орнитина с помощью предварительно построенной ка 
лпбропич.чой кривой (0.1—4,0 мкМ орнитина). Результаты выражали в микромолях 
орнитина, образовавшегося за I ч в 1 мл гомогената в условиях опыта. Концентрацию 
белка в пробе определяли по методу Лоури.

Изоферменты аргиназы получали методом электрофореза в 7%-ном ПАЛ1 по ме
тоду Редди и др. [13] Персульфат аммонии удаляли преэлектрофо) езом н Грн.-глп- 
цнйрппм буфере ц>11 8.3) при силе тока 3 мА па трубку в течение 30 мин

Электрофорез проводили в течение 3 5 ч при силе тока 2—2.5 мА на трубку, ло
на кратка не достигала конца геля.

Аргиназную активность п гелях определяли методом Ратнер и Паппас | 12] 
1 ели разрезали на 0,5-саигнметровые последовательные сегменты, помещали в 

0,3 мл 0.2 М глицинового буфера (pH 9.5) и 0,3 мл дистиллированной воды, гомо։елм- 
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зировалн, после чего добавляли 0.1 мл 1 М 1-аргнвинз Смеси инкубировал։։ ирг. 37* 
20 мин и фильтровали под вакуумом на стеклянных фильтрах К фильтру добавляли 
0,15 мл 50%-ной ТХУ, центрифугировали при 6000 £ в течение 10 мин и определяли 
содержание мочевины в нядосадкс по модифицированному методу Мура и Кауф
мана [9].

Активность фермента определяли в микромолях Х'очевины, образовавшейся за 
1 мин в условиях нашего жсперимеята.

Состав инкубационной смеси: 2,5 мл кислотной смеси (концентрированные Н3РО4 и 
Н25О4 в соотношении 1:3 в присутствии водных солей Мп$0. и ГеС13), 1 мл кислого 
ферментного экстракта и 0.25 мл 3%-ного водного раствора ДА МО. Смесь тщательно 
перемешивали встряхиванием и кипятили в течение 45 мин в темноте в герметически 
закрытых пробирках. Охлажденные пробы колориметрировали яри длине нолпы 
478 нм против контроля на реактивы.

Результаты и обсуждение. На рис. показаны изменения актив
ности аргиназы печени крыс в процессе регенерации и под действием. 
ДЭНА. Как видно, в обоих случаях активность аргиназы претерпевает 
существенные изменения.

Изменение активности аргиназы печени крыс: (С-֊С—О)~ ПРН регенерации 
печени: (ф © -ф) --при регенерации печени, обработанной ДЭНА.

В первые две недели регенерации она возрастает и превышает 
исходное значение в 1,6 раз. Затем, в течение последующих 10 педель, 
наблюдается падение активности аргиназы до определенного мини
мального значения, составляющего около 46% от исходного. На тре
тьем этапе, между 10 и 20 неделями регенерации, она находится па 
низком уровне практически без изменений. И наконец, на четвертом 
этапе, от 20 до 23 педель, начинает возрастать и достигает 95% от 
контроля.

Подобная динамика изменения активности аргиназы может быть 
объяснена особенностями регенерирующей печени. В первые две 



недели регенерации после частичной гепатэктомии масса печени 
быстро ■восстанавливается [2]. Происходит формировние двух- и 
■многоядерных гепатоцитов [2]. которые за счет усиления синтеза белка 
(ферментов) частично компенсируют функцию гепатэктомнрован- 
ной печени. При этом наблюдается резкое возрастание активности 
практически всех ключевых ферментативных систем.

На втором этапе, после восстановления «массы печени, происхо
дит постепенное уменьшение популяции ди- и полиплоидных гепато
цитов, что приводит «к снижению скорости синтеза нуклеиновых кис
лот. и это отражается также на скорости синтеза белка. На третьем 
этапе оба процесса проходят параллельно, что приводит к стабили
зации активности аргиназы, однако на более низком уровне. И только 
на четвертом этапе, когда печень практически полностью восстанав
ливает свои функции, активность аргиназы возрастает до уровня кон
троля.

Несколько иная картина наблюдается при регенерации печени 
крыс, обработанных ДЭНА. Непрерывные инъекции канцерогена 
приводят к повреждению гепатоцитов, при одновременной частич
ной регенерации. Эго приводит к резкому падению активности арги
назы в первые 6 недель до 42% (вместо 86% для регенерирующей 
печени) (рис. ).

В последующий период, 16—18 недель, наряду с появлением регене
рирующих островков в печени начинают прогрессировать признаки, 
характерные для интоксикации ткани, что сопровождается падением 
активности аргиназы до 17% от исходного. В дальнейшем процесс 
хтокачественной трансформации начинает прогрессировать, хотя 
при этом сохраняются островки регенерирующих гепатоцитов [8]. 
Активность аргиназы несколько возрастает и достигает 42% от ис
ходного.

Изучение аргиназной активности показало, что если снижение 
ее весьма характерно для опухолеобразовательных процессов в печени, 
то в большинстве случаев злокачественных новообразовании иепе- 
ченочных тканей она повышается [5]. Эта неоднозначная реакция может 
быть обусловлена существованием различных изоферментов аргиназы, 
отличающихся генетически [3] и по-разному реагирующих на процесс 
новообразования. В связи с этим представляло интерес исследование 
изменений, происходящих в изофермептиом спектре аргиназы печени 
крыс в процессе гепатоканцерогенеза.

Электрофорез в ПААГ выявил наличие трех зон с аргиназном 
активностью. В печени интактных крыс -максимальной активностью 
(около 69%) характеризуется первая зона, представляющая собой, 
очевидно, основной пул уреотелической аргиназы, обладающей щелоч
ными свойствами. Вторая зона, содержащая около 22% суммарной 
активности, представляет собой, по-видимому, пул «неуреотеличе
ской» аргиназы, а третья зона с активностью около 9% скорее всего 
состоит из отдельных диссоциированных субъединиц аргиназы, которые 
могут обладать частичной активностью.
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Результаты экспериментов, приведенные в таблице, показывают 
существенные различия в динамике изменений относительной актив
ности различных молекулярных форм аргиназы в процессе .регенера
ции н при опухолеобразовапии.

В ^первые 2 недели регенерации содержание основной, I фрак
ции аргиназы возрастает до 77,3%. доля 11 фракции уменьшается до 
13,8%, а содержание 111 практически «не‘меняется и составляет 8,9% 
(таил. ). Вероятно, на этом этапе быстро восстанавливается фуик-
Опюснтельное содержание (в%) отдельных фракций аргиназы печени крыс н 
процессе регенерации и генатоканцерогенсза, индуцированною ДЭНА

генерации.
|..։f о._ Регенерация RnaicKaimejorctie ։

венели 1 фрак. 11 фрак. III фрак. 1 фрак. II фрак. Шфрак,

К* 68.64-5.4 22.1+1.9 9.3 Ь2.6 G3.6+5.4 22.1 + 1.9 У.3+2.6
2 77.3֊ 2.1 13.84-1.2 8 9Т1.8 62.х-1 4.2 21,8+2.1 15,4x3.1
4 72 5+5.0 14.24-1.2 13,3-1-3.1 63.8+3.1 22.8+1.6 13.4+2.3
б 69.3442.5 15 1 ъ4.0 15.6+3.2 60.8+3.0 23.5+1.1 15.7+2.0
6 7-1.04-5 0 16.24-1.2 13.8+3.6 п8.4x7.0 26.1+1.3 15.5+4.1

10 71.94-3.2 16.84 0.8 11.3*2.1 58.5+1.2 29,1+2.1 12.44-1 6
J2 72.44-4 1 18.14-՜! 0 9.5+2. б 55.7+9.0 31.3+1.4 13.01-5 2
ц 71 94-1.5 19.0+3.0 9.1±2.3 56.0+2.0 32.6+1.» U.4+I.5
16 66.3x2.1 22.7 4 2.5 11.04-2.3 53 4+4.6 31.7+2.2 II.9+3.3
«7 63.'-4-3.1 25.0+3 7 11.1+3.4 52.0+1.7 40,4+3. 1 7.6+2.5
18 64.04-2.7 25.3+2.1 10.7+2 4 43.2+3 .3 40.6+2.3 16.2+2.8
19 63.3+2.8 24 8+3 2 И. 9+3.0 38.7+5.2 43.44-1.8 17.94-3.5
20 64.64-3.7 25.6+2.2 9.84-3.0 33.1+8.7 47.8+5.1 I9.1+6.7
21 64,5±4.1 25.2+1.7 10.3+2.9 33.8±8.0 48.4+3.8 17.8*5.7

К* цзофсрмснтныЛ спектр аргиназы печени крыс до гепатэктомнн. 

циональпый статус печени, а восстановление се «уреотелических» 
свойств требует ускоренного синтеза аргиназы.

На втором этапе регенерации (4—14 педель), когда печень прак
тически полностью восстанавливает свои функции (а также массу), 
содержание I фракции практически не меняется и сохраняется на 
уровне контроля. Несколько иная картина наблюдается в содержании 
11 и III фракций. Содержание II фракции проявляет тенденцию к воз 
растению и достигает а^еличины контроля.

На третьем этапе наблюдается стабилизация соотношений всех 
фракций примерно на уровне контроля, хотя содержание I фракции 
несколько снижено, а И фракции—повышено. Это свидетельствует о 
том, чго даже .при полной регенерации функциональный статус печени 
полностью не восстанавливается.

Совершенно иная картина наблюдается в процессе ге патока и церп- 
генеза, индуцированного ДЭНА.

На первом этапе (до 4 недель) содержание II фракции практи
чески не меняется и соответствует контролю. Одновременно наблю
даются некоторое понижение содержания I фракции в повышение III 
фракции.

На в г «ром этапе (6—17 недель) опухолевого вырождения, ко то
рый наступает после окончания инъекции ДЭНА, наблюдается пеу- 
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клпнное падение содержания 1 фракции до 52% при одновременном 
возрастании содержания II фракции до 40.6%. Содержание III фрак
ции уменьшается я сохраняется на уровне контроля.

И, наконец, на третьем этане (18—21 неделя), когда происходит 
злокачественная трансформация ткани, катастрофически падает со
держание I фракции до 33֊ 34% при одновременном возрастании 
содержания II и III фракций до 48 и 18% соответственно.

Таким образом, как процесс регенерации, так и опухолеобразе
вания сопровождается значительным изменением как оммариой актив
ности, так и содержания отдельных фракций аргиназы печени крыс.

В процессе регенерации, когда наблюдается интенсивный синтез 
печеночной ткани (на втором этапе) и восстановление уреотелических 
свойств печени, происходит усиление синтеза 1 формы аргиназы, что 
(ановременно приводит к уменьшению относительного содержания 
II формы при одновременном уменьшении обшей аргиназной активности. 
Па третьем этапе стабилизируется содержание фракции I и II, что 
указывает на завершение процесса |регеиерш։и печени. Несколько 
повышенное содержание II фракции, .видимо, обусловлено частич
ным вырождением печеночной ткани.

В процессе опухолевой трансформации содержание фракции II 
па первом этапе соответствует контролю. На втором этапе, когда 
происходит общая интоксикация печени, общее падение активности 
аргиназы сопровождается возрастанием содержания II фракции. На 
третьем этапе, когда происходит полное перерождение нормальной 
ткани в опухолевую, резко падает содержание I фракции. Вырождение 
печеночной ткани сопровождается резким возрастанием II фракции. 
Увеличение популяции III фракции при этом можно объяснить синте
зом неполноценных мономеров, что затрудняет процесс их ipcaccomia- 
ини в суперкомплекс.

Таким образом, динамика обшей аргиназной активности и соотно
шение се отдельных изоформ указывает на важную роль аргиназы в 

■процессах опухолевой трансформации.
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ՏԻԻՊՏՈՖԱՆԻ ՄՆԱՑՈՐԴԻ ՆՇԱՆԱԿ11ԻՒՑ11ԻՆԸ \Լ4Բ/7/-ԱԴՐԵՆ11ԴՈՔՍԻՆ 
1Ւ1յԴՈ1ՊՏԱՕԻՑ ԱԴ1՚ԻՆՈԴ|1Ք ՍԻՆԻՆ ԷԼԻԿՏՐՈՆՆԻՐԻ 

ՓՈԽԱՆՑՄԱՆ ՊՐՈՑԻ1111ԻՄ

1>. ՍԱ1Պ1'1111ՎԱ, II. 1ր1ԼՐԴԱՆ:1Ս.Ն. II.. ՀԱ|։Ո1'ԹՅՈ1'ՆՅԱՆ

Հսւււսսւոսւքփ ԳԱ MLI’nnu|։։nj|i իքւսսւիւուոա, llrl.uiQ

Հհ֊րրւրւք ս/ււկցին/ւմիւրւվ |\’Л1)Р1 I • ւււ/յրենորյորււֆև րէ1պու1յսրւ,»զ(ւ սւրիպտոֆւււՆի մնսւ- 
!!ո1,՚}1՝ մողիֆիկարոսէր րևրոււէ Լ նր՚.< մ ա/ւնա կրյաք/յամр վերա-
1ր/ւնւ)նմա)/ ոք/ակցիաՆերի ւսրաէքությս/ն ւսնկմանրւ Մու}իֆ/ւ1{Կ.-ցքԿււ’ ր նվազեցնում 
Լ X Л Ս PH - սււքրևնոզորսֆն ոեղուկԱէսւղի Л ւսղրենոդո րսինի մֆյե կուհւրերււս/րէա • 
րսցումրւ Երկու, о պ ի աա կուրն երի փոխազղէ.ցաթյան, ինլպ1ա նաև նրանց մաոնակ 
րուՈյամր րնիացՈդ վ I. րականւյնմ ան ոեա կցիանև րի п/արամI՝. արևրյւ [/ույ; են тп.. 
յխ/ եզրակարն!.;, որ \ ЛОРН-ար/րհնոզորւ՚ին ոնդուկսւագի արխզաոֆանի մնա- 
;/"րդր մասնակցում Լ սսյ/ւտակուցի պրո^ետիկ խում}՝' ֆր.-վին - աղևնինքքինուկ 
1ևոախք(ւք) ^ղրհնոէքորսինին 1յեկտր/ւնն1>րի փոխանցմանըւ

Химическая модификация <>։таткой триптофана НАДФН-адреиодоксян ре
дуктазы Х-бромсукцинимндом приводит к снижению скорости восстанови
тельных реакций с. ее участием. Модификация снижает способность идре- 
яодокенн редуктазы к комплексообразованию с адренодокенном. Пара
метры взаимодействия двух белков, а также параметры восстановитель 
них реакций с их участием позволяют сделать вывод об участии остатка 
триптофана адреводокенн редуктазы в переносе электронов от нростети- 
ческой группы белка—ФАД—на адренодокбин.

Chemical moditicaiiur; of iryptopliariyl residues of X'ADPH-a.drcnodoxin 
reductase by XNbroin osuccnilniulc resulted in Inhibition oi electron trans
ferring activity of the protein. The modification suppresses complex for
mation ability of adrenodoxin reductase with adrenodoxm. The parameters 
of interaction of t՝՝o proteins and of XADPI i-cytochrome c reduction 
bring to conclusion, that rryptophanyl residues in adrcuodoxin reductase 
participate in electron transfer from prosthetic group. rAl>, to adreno- 
doxin.

V|LI)։nrnri|i <|iii]uiu*i<|iiiit- ,v \OP \ -u։QrL&iii|n f u|։li nLqnil{Uiiu<[- r]id|iiul|ui(i dnt])i-}>Jil]tu՛

Մակերիկամների կեղեի d ի шп րէէն ղր ի ան հ ր ում ա եղա կա յ/ք ած I, ւ/տերոի՚ղա
■'ք/րմոննհրի հիղրորււիլացման ֆերմենտային Համակարղր, որի մնք մտն

եւյոլկւ/էսւէ/ր (Ա՚ւ11')> Ft՜ 
I h yfitttn p'lini P •/dfl-b/zj

ֆերմ ևնսէքէ ! 12, 10 J г 
Սպե Ս.դ-ի ւիոխազդ 
խմքերլ, /7/ հ տիրողի'.

են ՖԱԴ ւղարոէնակւպ ,\D PI I - տղր ե նո ղռրւ/ին ո ՚ 
2 Տ---- 1 C Տ <ղ արուն ակ ող աղրենււղորոինր (1եղ)
դասին սրո ակ անող հեմ ս/ս/րունակող ծայրային

И ւ սա մն ա սիր nt թ յանն երր ւքույր են տվեյ, որ 
րյության մեջ ներղրսէէիԼոէմ են Աղ֊ ի կարբորսիլ
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