
Таблица 1. Перенос супрессии ГЗТ
< ч-ткам^а селезенки УФ-облуУе’М)ix

■исибилилароианных живо'.и^

Тсблин.и 2, Вликние УФ-иблуч -ник 
ни время мизни иллотринспланта 
той кожи

ОбрлСолса Урэвень Число 
животных ГлТ, нм мышей

Обработка
НКНОТНЫХ

Время •.кнзня трап- Число 
енлантггоа, лнн мышей

УФ. сене. О.О97+О.ОР J3 Vlb .. JR.n ог !7УФ сене 0.226^0.035 10 N ф 14.18+0.26 1.
(4-) контроль 0.260+0.023 10 ,, , .(-{ контрЭдь 0.063+0 Oil || Контроль 12.П+0.41 1о

C57BL/6. Как видно пз табл 2 предварите ih”oe облучение рецйпиеи- 
тов в терние 9.0мпи приводит к замещению отторжения ipaiic:i.i;»n- 
татов, несовместимых по Н-2 антнгспам.

В работах после них лет многие пш >ры > созывают из потащи- 
альную терапевтическую ценность моду 151111111 иммунной функции, ин- 
луцнрованной УФ-облучением. Показано [б], что предварительное 
УФ-облучеине подавляет индукцию Элспер51мсин1,։ьного аллергнче- 
скйго энцефаломиелита у .мышей; одиохратш • рШучснне ш• 
лист реакцию трансплантат против хозяина [9]. возможность ин­
туиции специфической толерантности :: бел ковам антигенам. путем 
апилпкй-щп антигена на облученный ультрафиолетом участок кожи 
[11]. Супрессия ответа к аллоантпгеьам, полученная ками, является 
• те одним примером терапевтического применения УФ-об.чучения
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ОЧИСТКА ФЕРМЕНТОВ БИОСИНТЕЗА ПРОЛИНА МОЛОЧНОЙ 
ЖЕЛЕЗЫ КРЫС ПРИ ЛАКТАЦИИ

.4 .՝.'. АГАДЖАНЯН. ЛГ. Л. ДАВТЯН

Ереванский государственный унл:։..;-в.. . }.;.:;..дра биохимии

. Биосинтез пролина—молочная жея&за,

Установлена четкая корреляция между активностями аргиназы и 
ферментов биосинтеза пролина—ОТ и П5КР в молочной железе лак 
тирующих крыс [2]. у тутового шелкопряда [1], личинок и жуков 

f՛Фасолевой зерновки [3] и при регенерации дождевого червя [4].

Сокопщечея: ОЗ -орнитин—б-трансамнизза — I15KP—пнрролин-5-х?гбок?1!лзтрэ-
дрсгазз.
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Образование П5К при метаболизме арг и ори было доказано на 
•срезах молочной железы лактнрующих крыс [10]. Установлен© так 
же присутствие ферментов ОТ и 115КР в большинстве тканей и ор­
ганов крыс [5].

В мозге мышей обнаружен транспорт арг во внутрь сннагпосбм 
и превращение его в орн для синтеза пролина, глу и ГАМК [6]. Ав 
горами убедительно доказано функционировании аргиназы в фермен­
тативной системе биосинтеза пролина, глутамина и ГАМК в синапто- 
<ч>мах мозга крыс и выявлен тонкий баланс между потоком мета­
болитов. концентрации которых регулируются как ингибированием 
их синтеза но принципу обратном связи, гак и уровнем кофа.кторон.

ОТ печени птиц была очищена в 100 раз [13]. 11ирндоксал։.-5- 
фосфа. является обязательным кофактором для проявления активно­
сти лишь очищенного фермента, ПХМБ ингибирует его акт ина п. 
на 60%.

Очищена и получена в кристаллическом состоянии ОТ из печени 
крыс с мол. массой 160.000—180.000 и изучены некоторые ее физико- 
химические свойства |9|. П5КР из хрусталика глаза крыс очищена 
почти до гомогенного состояния Фермент является актомером с мол. 
массой к аж юго 30000 ։՛. ингибируется нонами Н^2+, Со2-, ПХМБ, 
НАДФ- и АТФ [12].

Настоящая работа посвящена очистке ферментов биосинтеза 
пролина (ОТ и П5КР) молочной железы крыс при лактп

М(.։гер:;а,; « меговнли. Использованы белые крыс.ы линии Вист.-ф маис։»՜։ 1,0- 
180; Произведена очистка фйрмеитон биосинтеза пролина (ОТ п 115К.Р) молочной 
железы крыс на 7 ։ень лактации.

Активность ОТ ։■ 115КР. а также содержание пролина определял;՛ ՛:՛.՛ описанно­
му ранее методу |1|, содержание белка а образцах—по методу Лоури |7].

Результаты и обсуждение. Очистка ОТ молочной железы крыс.
Очистка ОТ осуществлена при температуре 0—-1° поэтапно
/ этан. экстракция фермента. 15—20 г молочной железы гомоге­

низировали |В 70 мл 0,1 М калий-фосфатного буфера (pH 7,5) и цен 
грифугировали при 27000 § 30 минут.

2 этак Высаливание. Высаливание осуществляли при 50—65% ом 
насыщении сульфатом аммония. И хотя активность падала в 3 раза, 
вследствие удаления балластных белков удельная активность фер­
мента возрастала более чем в 7 раз.

2 . тан. Тепловая обработка. Надосадочную жидкость (10 мл) 
обрабатывали при 60՜ 1 мин в присутствии 50 мкг пиридоксаль-5-фос- 
фата н 5 мкМ сс֊КГ. Осевшие балластные белки удаляли центрифу­
гированием при 12000 £ 10 минут. В результате удаления акпгепссть 
повышалась в 3.5 раза-

4 ./тап Высаливание. Высаливание осуществляли до 65%-ного 
насыщения сульфатом аммония. Осадок суспендировали в 4 мл 
0,1 М кзлий-фоефатного буфера pH 7,5). При этом удельная актив­
ность фермента удваивалась

5 этап. Фракционирование на голубой сефарозе. Надосидок пе­
реносили на колонку с голубой сефарозой. Уравновешивание и элю- 
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эдю проводили 0.005 М трнс-НС! буфером (pH 7.4). Размеры колон­
ки 1X20 ем. Скорость элюции—1 .мл за 2 мин. Собраны 20 фракций 
но Змл. В результате удельная активность фермента увеличивалась 
более чем в б раз.

6 этап. Фракционирование на сефадексе в՜ 150. Змл нз актив­
ных фракций переносили на колонку с сефадексом 0-150 Уравноас 
щипание и элюцию проводили тем же буфером, кто и при фракпдтоиц 
рдваннн на голубой сефарозе Размер колонки—2.5x40 см Скорость 
элюции 1 .мл за 3 мин. Собрана 21 фракция. Объем фракций—5 мл. 
ОТ выходила во фракциях 9 12.

Этапы очистки ОТ приведены в табл I.

ТаСлнцн ՛', Очистки ОТ .чолочнай железы кра-. (7 дек.՝> лал-7 ации)

Общая Удельная ВйХЭД Степеш
Этапы

Общий 
белок, mj

лктнпностъ. 
мк,М про

актив* 
н эс*ь

та ™

Целый lew мена г 1430 365 0.19

Высаливание с՛,л..ф.т':м аммония 
(65%-ое) 73.6 106.5 1.44 29.1 7.5

Термообработка при 60°. 1 ми:։
Высадив ■։։»<■ сульфатом амм ним

23.2 119.3 5.14 32.6 27.0

(65%-ое)
Фракционирование нз юл у бей се

11 3 108.4 9.6 29.5 50.1

фароае (фракции 5—8)
Фракционное в >ние m сефадексе

2.25 39.8 17.7 10.9 93.1

G 150 (фракции 9—12) i.ie 37.2 33.8 10.1 177.8

Таким образом, получена ОТ со степенью очистки 178 и с вы.чо-
дом фермента 10%.

Очистка П5КР .молочной железы 1Крыс. Осуществлена поэтапно 
при температуре 22'

1 этап. Экстракция фермента. 15—20 г молочной железы гомоге­
низировали в 70 мл 0.02 М калий-фосфатного буфера (pH 7,4). со­
держащего 7 мМ меркаптоэтанола 0,5 ЕДТА и 10% глицерина 
(у/у). и центрифугировали при 12000 £ 30 мин.

2 этап. Высаливание. Высаливание проводили сульфатом аммо­
ния до 40 60%-ной степени насыщения. Суспензию перемешивали 
1 ч на .магнитной мешалке, после чего осадок удаляли центрифугиро­
ванием. Полученный осадок растворяли в минимальном количестве 
0,02 М калий -фосфатного буфера (pH 7.4), содержащего 7 мМ р-мср- 
каптоэтьнола, 0,5 мМ ЕД Г.Л и 10% глицерина (м/м) В результате 
удельная активность увеличивалась почти в 6 раз, хотя общая ак­
тивность падала почти в 2.5 раза.

3 этап. Диализ. Препарат подвергали диализу в течение ночи 
против указанной буферной смеси, В результате этого удельная ак­
тивность фермента увеличивалась в 2 раза.

-/ лап. Высаливание. Высаливании осуществляли до 60—80% нои 
степени насыщения. Остальные процедуры проводили, как нз 2 эга­
ме. Удельная активность 115КР увеличивалась почти в 2.5 раза
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5 >тап Фракционирование ни голубой сефарозе. Надосадок был 
перенесен на колонку с голубой сефарозой, уравновешенную' 0,02 М 
калий-фосфат ным буфером (pH 7,4), содержащим 7 удМ рмеркапто- 
•нанола, 0.5 мМ ЕДТА и 10% глицерина (у/у). Элюцию проводили 
0,02 М калий-фосфатным буфером. Размеры колонки— I х20 см. Ско­
рость эл/уднн—I .мл за 2 мин Были собраны 20 фракций ио 3 мл- В 
результате фракционирования на колонке с голубой сефарозой уда­
лось повысить удельную активность более чем в 2,5 раза

6 зтп. Фракционирование на сефадексе 6-150. Ъ \\. \ из актив­
ных фракций переносили на колонку с сефадексом, уравновешенную 
0,02 М к;;, пй-фосфатным буфером (pH 7.-1]. содержащим 0.2 М 
КС1 и 0.5 мМ ГДТД. Элюдкю проводили тем же буфер» .м, Размеры 
колонки- 2 5X40 см. Скорость течения--։ мл за 3 мин. Были собра­
ны 21 фракгяя. Объем фрак..ни—5 мл. П5!\Р выходи. 1а во фракци­
ях' 9—12

Эганы очно։;;։։ П5КР молочной железы п ,՝•.•! с яр» дётаздеиы в 
га6л. 2.

Тс.6а:нш 2. П'.'ч‘ МОЛОЧНОЙ ЖСЛСЗЫ крыс р/ Сг-у ,га.\;у ации)

Общин ООДдя
('*ЫОК, кт.՛ чимть

яг мкМ ару

Уде.-.ьна.-. Выход 
г,.:и фгру, .•։։.'■.՝.

11 |СТЬ (%)
Степень 
о: истки

1(елы»: гомоген г 1480 375 0.25
Вь-ол..։։не сульфат м аямег.пп 
0 и—) 78.3 112.4 1 3 29.9 5.7

Диал ։з 43.4 124.3 2Л6 3>.5 11.4

Вьха. Н :акНС СуЛ1.ф.։Т1)*1 оММОШЯ 
(СО 80%) 16.1 104 о 6.49 27.8 25.9

Фракционирование на годуЗой се- 
фдроэе (фр-кинк .'>.61 2.3 36.5 15.53 9.7 62.1

Фрахцношфсвише на сефаяекге 
б 150 (фракции 5 8) 1.0 33.2 31 61 8.8 124.4

Из данных табл. 2 следует, что получена П5КР со степенью очист-
ки 124 н с выходом фермента 8;8%.

При нспользовании разработанного Матсуза ва н сотр. [8| мсто-
да очистки фермента ОТ, у нас возникла мысль, что П5КР при диа­
лизе в течение ночи переходит в осадок, а ОТ остается в надосадке. 
Приведенные в таблице 3 данные подтверждают наше предполо­
жение.

Ил данных таблицы видно, что осадок, образовавшийся после 
ночного диализа, обладает сильно выраженной П5КР активностью, 
превосходящей таковую фракции, полученной на колонке с голубой 
сефарозой Таким образом, при очистке ОТ на стадии диализа нам 
удалось разделить ферменты биосинтеза пролина молочной железы 
крыс 01 и Н5КР. При этом ОТ полностью переходит в надосадоч­
ную фракцию, а П51\Р остается в нерастворимой фракции—в осадке. 
Этот осадок авторами [8] при очистке ОТ обычно выбрасывается.
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7адлицп ферм. нГОй 0'1 и Н5КР при фракциохирсюинии . •1.ио.։.,‘ч»• .։
молочкой жем։:>ы крыс (7 день лактации)

Источник ОТ Источник ПКР
Активное ։., 
мкК про на 
1 г ткзни

Надоток 65%-ной сктенн нас։.: Надосадок от 60% кой насыщения 
щепия (второе осаждение) сульфатом амМозии 0

. Осадите, сбразоиапный при те| и.об­
работке I)

Фракдик ш колонки с голубой се­
фарозой. обладании ՛.■ Г15КР ак­
тивность՛'» 4.1+0.55

Ос а юк, образовавшийся при диализе 4 8+0.70

Путем растворения последнего в 0,1 М калий-фосфатном буфере мож- 
но получить препарат, являющийся источником П5КР. Этот прием 
позволяет облегчить трудоемкую работу по очистке ферментов ОТ и 
П5КР.

Нами изучено влияние окисленных нуклеотидов аа активноеiь 
очищенной П5КР молочной железы крыс. Установлено, что НА ЧФ 
является строгим ингибитором очищенной П5КР Обнаруживается 
также сравнительно слабое ингибирование активности П5КР окис­
ленным НЛД+. Аналогичные результаты получены также в отгони- 
иии неочищенного фермента листье-в сон [II] и очищенного до гомо­
генного состояния фермента хрусталика глаз крыс [12]

Следует о։метить, что в целом гомогенате мозга «фнс, личинок, 
■куколок и жуков фасолевой зерновки (неопубликованные данные) 
указанные окисленные нуклеотиды не только не ингибирую;, но н 
значительно стимулируют пронесс биосинтеза пролина, в частности, 
активность ПоКР Это обусловлено интенсивным функционированием 
восстановительных систем клетки, снабжающих кофакторы (НАД'։1. 
НАДФН) и приводящих к активированию процесса биосинтеза иро­
лина в качестве кофакторов П5К.Р. Эти данные могут имсп важное 
значение для регуляции метаболизма пролина окисленными пухлео- 
тндами кри регенеративных, восстановительных и пролиферативных 
процессах клетки.
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ЗНАЧЕНИЕ ТИОЛОВЫХ ГРУПП В АКТИВНОСТИ 
ИЗОЭНЗИМОВ ОКСИДАЗЫ D-АМИНОКИСЛОТ 

ASPERGILLUS NIGER R-3

А. Г. БАБАЯН. С. П. ОГАНЕСЯН 

Ереванский государственный университет, кафедра биохимик

Оксндази аминокислит-i половые груплы-нюэнэимы,

Пръ i..s}'.с..ни механизма хиимческой реакции,', катализируемой 
ферментами» нужное значение имеет природа тех функцональных 
групп в молекуле фермента, которые обеспечивают специфичность 
его действия на данный субстрат и высокую каталитическую актив­
ность.

Ранее нами было [2] показано, что изоэнзимы оксидазы D-ами- 
нокис.хот Asp niger R-3 состоят из четырех субъединиц с молекуляр­
ной массой, равной 46700 Да; I изоэнзим активируется конами Mg,. 
Zu. а II Со:՛. Оба изоэнзима ингибируются нонами Ag, Cd, llg.

Целью настоящего исследования являлось изучение влияния не 
которых ингибирующих и восстанавливающих агентов на активность 
изоэнзимов оксидазы D-аминокислот у Asp. niger R-3.

Материал г. методика. Объектом исследований служил Asp. niger X 3. получен 
ны։ ։u Спитакского заполз но производству лимонной кислоты в 1988 г Методика 

.г-иготовлення питательной смеси и выращивания гриба излагалась ранее | I].
Дал определении окгидэзиой акгивноин Г-аминокислот (D—АЛОХ). пробу ин- 

куб;:р<>-.-.::1 :гр:- 379 в тг:ся:е 60 м;.а u 0.U5 М К/.\՜ а-фосфатом б)фср. (pH 3,3) и 
присутствии 10 мкМ D-Мет при постоянном встряхивания. Реакцию останавливали 
20 %-ямм ТХУ, после чего п экстракте определяли выделившийся аммиак микроди* 
ффузконным методом Зелпнгсопа в модификации Силаковой [4] Активность фер­
мента выражали с мкМ аммиака, выделившегося при часовой инкубации, па 1 г ми* 
цс.’.ня. Белок определяли по методу Лоури [7],

Реммьтаты и обсуждение. Изучение влияния некоторых извест­
ных ингибиторов D-AAOX на I и П изоэнзимы Asp. niger R-3 (табл. 
1) показало, что оба они являются тиоловыми ферментами, посколь­
ку такие реагенты сульфгидрильных групп, как ПХМБ и ДТНБ (5,5- 
дитвобис 2 нитро бензойная кислота), ингибируют их активность. 
Любопытно, что классический ингибитор аминокислотных оксидаз 
бензоат натрия не оказывает подобного влияния на фермент. Анало­
гичные результаты были получены при изучении D-AAOX, выделен­
ной из Т. variabiiis [5], а также при воздействии п-бензохинона на 
оксидазу из Asp. niger R-3 [3].
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