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Ապացուցված է, որ վերաբնափոխման սովորաբար չեն ենթարկվում ֆիբրիլային 

սպիտակուցների խոշոր համալիրները և որոշ օլիգոմերային բարդ կառուցվածք ունեցող 
սպիտակուցները: Դժվարությամբ են ենթարկվում վերաբնափոխման թաղանթային 
սպիտակուցները, որոնք իրենց գործառութային վիճակին կարող են հասնել միայն   
լիպիդների մասնակցությամբ [1]:   

Մի շարք հեղինակների կողմից [2, 5] դիտարկվել են հիմնական փորձարարական 
փաստերը և այն պարզ ֆիզիկական մոդելները, որոնք բացատրում են սպիտակուցի 
ինքնահավաքման ժամանակ տեղի ունեցող գործընթացները, թույլ տալով գնահատել 
սպիտակուցների «ինքնահավաքման» արագությունները և առանձնացնել այդ 
գործընթացի ամենակարևոր հատվածը` «կորիզի փաթեթավորումը»: Պոլիպեպտիդային 

շղթայից եռաչափ կառուցվածքի առաջացման գործընթացի ուսումնասիրման ձևերից է 
սպիտակուցային մոլեկուլի բնափոխումը և դրան հաջորդող վերաբնափոխումը: 

Սպիտակուցների «ինքնահավաքման» գործընթացների վերաբերյալ կուտակված 

տեղեկատվությունը  հիմնականում հիմնված է լուծույթներում առանձին մաքրված 
սպիտակուցների հետազոտությունների արդյունքների վրա: Պարզվել է, որ 
ինքնահավաքման գործընթացը in vitro պայմաններում ինքնաբուխ է, որը չի պահանջում 

ոչ մի լրացուցիչ տեղեկատվություն և էներգիայի աղբյուր [2, 6]: Այդ ուղղությամբ 
կատարված աշխատանքներից հետաքրքրություն է առաջացնում Պտիցինի կողմից 
առաջարկված «հալված գլոբուլի» հիպոթեզը սպիտակուցների աստիճանական 

ինքնահավաքման գործընթացների վերաբերյալ [1]: Գլոբուլային սպիտակուցների 
մասին, այդ թվում ֆերմենտային սպիտակուցների մասին եղած տվյալները հաստատում 
են, որ տեղեկատվությունը սպիտակուցի տարածական կառուցվածքի մասին ներդրված 
է նրա առաջնային կառուցվածքում, ինչը համաձայն ժամանակակից տեսակետների 
համարվում է «գենետիկական կոդի» 2-րդ մաս: Սպիտակուցի պոլիպեպտիդային շղթան 

ունակ չէ ընդունել բոլոր հավանական կոնֆորմացիաները, որպեսզի որոշակի 
ժամանակահատվածում ընդունի իր յուրահատուկ տարածական կառուցվածքը 
(Լեվենտալի պարադոքս), որի համաձայն պոլիպեպտիդային շղթայի ինքնահավաքումը 
ուղղորդված գործընթաց է և տեղի է ունենում փուլերով [5,7]:  

Օրգանիզմների նյութափոխանակության կարգավորման գործընթացում ամե-
նախոցելի օղակներից է ազոտային փոխանակությունը, և այն կարգավորող մե-
խանիզմների հետազոտությունը ժամանակակից կենսաքիմիայի կարևոր խնդիրներից է: 
Այս խնդրի ուսումնասիրությունը թույլ կտա մշակել նպատակուղղված միջոցներ, որոնք 
կկարգավորեն օրգանիզմների կենսագործունեության գործընթացները:  

Ներկայացված աշխատանքի խնդիրն է եղել հիմնվելով սպիտակուցային կառուց-
վածքի ինքնահավաքման ժամանակակից մոտեցումների վրա` ուսումնասիրել գլո-
բուլային ջրալուծ օլիգոմերային սպիտակուց` երկկենցաղների լյարդի I տիպի արգինազի 

դարձելի ապաակտիվացման գործընթացը: Ուսումնասիրվել է ֆերմենտի դարձելի 
ապաակտիվացման գործընթացում լյարդի արգինազի մասնակի մաքրման ընթացքում 
առանձնացված սպիտակուցային ֆրակցիաների դերը:  

 

Նյութ և մեթոդ: Հետազոտման օբյեկտ է հանդիսացել ՀՀ-ում տարածված Rana ridibunda 

լճային գորտը (150-200 գ քաշով): Գորտերը պահվել են վիվարիումի պայմաններում սենյակային 
ջերմաստիճանում և սնվել ստանդարտ սննդակարգով: Փորձարարական աշխատանքների համար 

օգտագործվել է կենդանու լյարդը: Արգինազի ապաակտիվացումը կատարվել է 0.05 Մ գլիցին-HCl 

բուֆերում (pH 4) պայմաններում: Նախապես ապաակտիվացված արգինազի վերաակտիվացումն 

իրականացվել է ինկուբացման միջավայրի 0.05 Մ գլիցին-NaOH բուֆերով (pH 9.5) չեզոքացումից 

հետո, 15°C ջերմաստիճանում Mn2+
 իոնների առկայությամբ (25 մկմոլ 1 մլ նմուշում) 22-70 ժ 

տևողությամբ:  
Արգինազի ակտիվությունը որոշվել է Ռատների մեթոդով որոշակի փոփոխություններով 

[12]: ֆերմենտի ակտիվությունը արտահայտվել է 1 գ սպիտակուցում անջատված միզանյութի 
քանակով՝ մկմոլերով:  
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Ֆերմենտի մասնակի մաքրումն իրականացվել է ժել-ֆիլտրացման եղանակով (Sephadex 

G-200, Pharmacia, Uppsala, Sweden): Հավասարակշռումը և էլյուցիան կատարվել է 0.05 Մ տրիս 

HCl բուֆերով (pH 7.4) Էլյուցիոն ծավալը կազմել է 4 մլ (արագությունը 24 մլ/ժ): Ֆրակցիաները 

հավաքելուց հետո սպիտակուցի կլանումը չափվել է 280 նմ ալիքի երկարության պայմաններում և 

յուրաքանչյուր նմուշում որոշվել է արգինազի ակտիվությունը սպեկտրաչափական եղանակով 478 

նմ ալիքի երկարությամբ (Genesys 10S UV-VIS, Thermo Scientific, USA): Ոչ արգինազային 

«ուղեկից» սպիտակուցների դերի ուսումնասիրման աշխատանքների ընթացքում վերջիններս 

վերաակտիվացման միջավայր ավելացվել են 1:5 հարաբերությամբ:  

Արդյունքների վիճակագրական մշակումն իրականացվել է Student-Fisher-ի տարբերու-

թյունների և հավաստիության մեթոդի կիրառմամբ: 

 
Արդյունքներ և քննարկում: Հետազոտություններում pH=4 պայմաններում նա-

խապես  ապաակտիվացման է ենթարկվել R. ridibunda գորտի լյարդի արգինազ    I-ը (EC 

3.5.3.1), որը երկմիջուկային Mn2+ պարունակող  ֆերմենտ է, ճեղքում է L-արգինինը 

միզանյութի և L-օրնիտինի: Արգինազն օլիգոմերային ֆերմենտ է` կազմված 3 
նմանատիպ 35-37 կԴա մոլեկուլային զանգվածով ենթամիավորներից, որոնցից յու-
րաքանչյուրի ակտիվ կենտրոնում 15A° խորությամբ ճեղքի հատակում գտնվում են 

մանգանային երկմիջուկային կլաստերներ` MnA
2+ և  MnB

2+
 [10]: 

 

 
 

Նկ. 1. Rana ridibunda գորտի լյարդի արգինազի մասնակի մաքրված պատրաստուկների                
ժել-ֆիլտրացման արդյունքները (սեֆադեքս G-200, n=6, M±m,  p<0,05): 

 
Իրականացվել է լյարդի արգինազի մասնակի մաքրում ժել-ֆիլտրացման եղա-

նակով, որի  ընթացքում ստացվել են երեք սպիտակուցային գագաթներ (Ι, ΙΙ, ΙΙΙ) (նկ. 1), 
որոնցից Ι-ում  հայտնաբերվել է արգինազային ակտիվություն, որի մոլեկուլային 
զանգվածը կազմել է 120 կԴա, ΙΙ (30-40-րդ ֆրակցիաներ) և III (40-45-րդ ֆրակցիաներ) 

գագաթներում արգինազային ակտիվություն չի հայտնաբերվել, դրանց մոլեկուլային 
զանգվածները կազմել են համապատասխանաբար 68 և 48,6 կԴա: 

Հետազոտությունների հաջորդ փուլում նախապես  ապաակտիվացման ենթարկ-
ված ֆերմենտի վերաակտիվացման միջավայր ավելացվել են լյարդի լուծամզվածքներից 
անջատված այն սպիտակուցային ֆրակցիաները, որոնք չեն ունեցել արգինազային 
ակտիվություն` նպատակ ունենալով ուսումնասիրել նրանց ազդեցությունը վերա-
բնափոխման գործընթացի արդյունավետության և արագության վրա: Փորձարարական 
աշխատանքներն իրականացվել են ինչպես հետազոտվող ֆերմենտի իրական խթանիչ 
Mn2+-ի առկայության, այնպես էլ բացակայության պայմաններում: 

  Արդյունքները ներկայացված են նկ. 2-ում:  
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Նկ. 2. Rana ridibunda գորտի լյարդի I տիպի արգինազի pH 4 պայմաններում նախապես  

ապաակտիվացված արգինազի վերաակտիվացումը (n=6, M±m,  p<0,05):  

1. Մասնակի մաքրված ֆերմենտի վերաակտիվացում (22 ժ, -Mn2+)  

2. Մասնակի մաքրված ֆերմենտի վերաակտիվացում (22 ժ, +Mn2+) 

3. Մասնակի մաքրված ֆերմենտի վերաակտիվացում (22 ժ, + II սպիտակուցային ֆրակցիա 

-Mn2+) 

4. Մասնակի մաքրված ֆերմենտի վերաակտիվացում (22 ժ, + II սպիտակուցային ֆրակցիա 

+Mn2+) 

5. Մասնակի մաքրված ֆերմենտի վերաակտիվացում (70 ժ, + II սպիտակուցային ֆրակցիա 

-Mn2+) 

6. Մասնակի մաքրված ֆերմենտի վերաակտիվացում (70 ժ, + II սպիտակուցային ֆրակցիա 

-+Mn2+) 

 

Ինչպես ցույց են տվել արդյունքները, լյարդի լուծամզվածքից անջատված սպի-
տակուցային ֆրակցիաները (ΙΙ գագաթ) զգալիորեն բարձրացրել են վերաակտիվացման 
գործընթացի արդյունավետությունը Mn2+-ի առկայության պայմաններում: 
Վերաակտիվացման միջավայրի 22 ժ ինկուբացումից հետո 68 կԴա մոլեկուլային 
զանգվածով սպիտակուցները ապահովել են ֆերմենտի բավականին բարձր ելքը` 63.1% 

համեմատած մասնակի մաքրված և այդ սպիտակուցների բացակայությամբ 
վերաակտիվացված ֆերմենտի հետ (48.3 %):  

Ելնելով այն փաստից, որ in vitro պայմաններում կատարված մոդելային փորձե-
րում ցույց է տրվել, որ անցումը հալված գլոբուլի փուլից մինչև ինքնահավաքված կա-
ռուցվածք գործընթացի ամենադանդաղ փուլն է, երբ ֆերմենտային սպիտակուցի 
մոլեկուլը ձեռք է բերում այնպիսի տարածական կառուցվածք, որը մոտ  է բնականոն 
սպիտակուցի կառուցվածքին [3, 7, 9], հետագա փուլերում վերաակտիվացման 

տևողությունը հասցվել է մինչև 70 ժամ (նկ. 2): 

Համաձայն  հետազոտությունների արդյունքների, 70 ժ վերաակտիվացումից հե-
տո գործընթացի արդյունավետությունը եղել է ավելի բարձր` Ֆերմենտի ակտիվությունը 
վերականգվել է մինչև 72 %: Ընդ որում պետք է նշել, որ այդ ժամանակահատվածում 
նույնիսկ սպիտակուցների հնարավոր պրոտեոլիզի առկայության դեպքում (7 %) 

ակտիվության այդպիսի բարձրացումը բավականին հավաստի է:  
Ստացված տվյալների ամփոփումից  կարելի է եզրակացնել, որ լյարդի լուծամ-

զվածքի որոշակի սպիտակուցային ֆրակցիաների առկայությամբ ֆերմենտի վե-
րաակտիվացման ընթացքում հնարավոր է կատարվում են կոնֆորմացիոն փոփո-
խություններ, որոնց պատճառով փոխվում են հետազոտվող ֆերմենտի մոնոմեր/օ-
լիգոմեր հարաբերությունը և կատարվում է օլիգոմերային կառուցվածքի յուրահատուկ 
ինքնահավաքում: Նշված սպիտակուցները կարող են ունենալ ինչպես կատալիտիկ, 
այնպես էլ ոչ կատալիտիկ բնույթ, այսինքն օժտված լինեն ինչպես շապերոնանման, 
այնպես էլ այն ֆերմենտների հատկություններով, որոնք մասնակցում են դիսուլֆիդային  
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կապերի առաջացման գործընթացում, քանի որ թթվային պայմաններում քայքայվում  են 
սպիտակուցի դիսուլֆիդային կապերը [4, 8]: Այդ ֆերմենտների շարքում կարող է լինել 
նաև պրոտեին դիսուլֆիդիզոմերազը, որն in vitro պայմաններում մեծ դեր ունի 

պոլիպեպտիդների փաթեթավորման գործընթացում, այն կատալիզում է սպիտա-
կուցների դիսուլֆիդային կապերի օքսիդացումը, վերականգնումը և վերախմբավորումը 
[8, 11], թույլ է տալիս սպիտակուցին արագ գտնել դիսուլֆիդային կապերի ճիշտ 
տեղակայում և գործում է որպես սպիտակուցների պարուրման կատալիզատոր: Նշված 
սպիտակուցների մաքրման և ուսումնասիրման հետազոտությունները թույլ կտան 
բացահայտելու հետազոտվող ֆերմենտի ինքնահավաքման հետաքրքիր կողմերը:  

Հետազոտությունների արդյունքների ընդհանրացումը բերում է նաև մեկ այլ եզ-
րակացության, որ որոշ դեպքերում անհրաժեշտ է հետազոտել ֆերմենտների գոր-
ծունեությունը ոչ միայն վերջիներիս մաքուր վիճակում, այլ նաև in situ: Բնականոն 

ֆերմենտների հետազոտությունները կարող են բացահայտել նրանց որոշ կարևոր 
հատկությունները, որոնք վրիպում են մաքրված ֆերմենտների հետ աշխատող 
հետազոտողների ուշադրությունից:  

Կենդանի բջիջն այնպիսի համակարգ է, որտեղ առանձին բաղադրամասեր միա-
վորված են որպես մեկ ամբողջություն և դրանց միավորման գործընթացներն ու փոխ-
ազդեցությունները կարող են նպաստել նրանցից յուրաքանչյուրի «վարքի» փո-
փոխությանը:  
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