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ИЗОЭНЗИМЫ АРГИНАЗЫ II ИХ КИНЕТИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА 
У ГУСЕНИЦ И куколок фасолевой зерновки 

ACANTHOSCEUDES O3TECTUS SAY

А. X. АГАДЖАНЯН

У гусениц и куколок фасолевой зерновки обнаружены асе ферменты upiUiiiiiiOBoro 
цикла. При гельфильтрации экстракта обнаружены дай изофермента аргиназы у гусе-- 
ниц п один—у куколок. Сродстии изоферментов к субстрату выше \ гусениц. По ха­
рактеру и константе шнябирования резко отличаются нтоферменгы аргиназы гусениц 
и куколок. По-уядимому. 1 нэоэнзим гусеинп участвует ՛ процессе биосинтеза пролшт.

Ключевое с.юча: зернопка фасолевая, йЗоэнримы ареинаэы орнитиновый цикл.

Аргиназ;։ обнаружена практически \ в<.ех насекомых. Однако фер­
менты орнитинового цикла и их субстраты найдены липы, у некоторых 
из них [6. 12]. Паулс и сотр. [13] изучая ферменты цикла мочевины 
у овощного жука Nezara viriduia. обнаружили активную <орнитин- 
транскарбамилазу. активность же карбамилфосфатсинтетазы у этого 
насекомого значительно ниже, ее удается обнаружить лишь при 1гслоль-| 
зованин радиоактивного субстрата. По мисник.» указанных авторов, на­
личие .мочевины у насекомых обусловливается излишком аргинина в 
пище, расщепляемого аргиназой.
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В жировом теле тутового шелкопряда обнаружены три изоэвзима 
аргиназы, активность которых меняется в течение развития [4].

Физико-химические свойства аргиназы насекомых изучены недо­
статочно. Установлено, что К 1П аргиназы гомогената шелковичной 
моли [15] колеблется в пределах 2—! мМ, а для I изоэнзима аргина­
зы жирового тела тутового шелкопряда этот показатель составляет 40 
50 мМ [4].

В данной работе приводятся результаты исследования изоэнзим- 
ного спектра и некоторые физико-химические свойства аргиназы гусе­
ниц и куколок фасолевой! зерновки.

Материал и методика, Объектом исследования служили гусеницы и куколки фа­
солевом зернонкя AcanihciSceHd.es оЫес։и5 Зау, откладывающие яйца на бо­
бах фасоли Продолжительность развития яиц при 28° длится 7 дней При указанной 
температуре и 75%-ной влажности воздуха гусеничная стадия длится 30 дней. Самка 
начинает откладывать яйца через 2—3 ч после выхода из яиц в течение 10—12 диен. 
Среднее число отложенных яиц—90.

Лктиппоетъ аргиназы определялась по методу Ратнер [14], мочевина—по Арчи- 
бальду [8].

Синтез цнтруллнна изучали в условиях, описанных Браунштейном и сотр. [3]: 
кле։ки разрушали в изотоническом растворе КС1. Центрифугировали 10 мни при 
2300 об/мин. Осадок суспендировали в изотоническом растворе КС1 н вносили 0,7 мл 
полученной суспензии в опытную пробу, которая в общем объеме (3.5 мл) содержала 
ск-дуюшйе добавки (мкМ) 30—М»$О.։, 35—.\’Н4С1; 25—Ь-орнитнна, 40 -ОБ-глута- 
млта, 120—АТФ. 10—калий-фосфатного буфера (pH ",2)—0,017 М (конечная кон­
центрация) и КО-֊ до изотонической концентрации среды.

Нпнублпию проводили при 37.5° в течение 50 мин. Цитруллин определяли как 
ки.тори.м։ грическим методом Арчибальда Г8]. так и методом хроматографии на бумаге.

В качестве дополнительного метода определения орнитинтранскарбамилазиой ак- 
11ИШОСТИ нами была изучена реакция арсенолнза цитруллина в гомогенате по методу 
Кребсл и сутр. [10].

Аргннннсукцинатсннтетазная и аргининсукциназная активности определяли мето­
дом Ратнер [14] Гомогенат, приготовленный на 0,05 М калин-фосфэтном буфере, 
шгкублропалн а присутствии 20 мкМ Б-аспартата; 20 мкМ Б-цитруллнна, 10 мкМ 
.АТФ.- 5 мкМ М2$О4. 20 мкМ янтарной кислоты и I мг (20 ел) аргиназы при 37° в 
течение 60 мни. Образовавшуюся при этом мочевину определяли уреазным методом.

Гельфильтрация белкой проводилась на сефадексе <1-150. Константы ингибирова­
ния определялись по методу Диксона [5], при этом для I изоэвзима тргииазы гусениц 
брались 30, 60 мкМ аргпипил, для II изоэнзима—120. 500. а для единственного энзима 
куколок ֊50 и 120 мкМ. Аминокислоты ингибиторы применялись в концентрациях 
6. 12. 20. 30 в 60 ыкМ.

Результаты и обсуждение. В первой серии экспериментов изучали 
активность ферментов орнитинового цикла в гомогенатах гусениц и ку­
колок фасолевой зерновки. Данные приведены в табл. I, согласно ко­
торой гомогенаты гусениц и куколок обладают выраженной активно­
стью арсенолиза цитруллина, катализируемой орнитннтранскарбамила- 
зой. Гомогенаты, хотя и очень слабо, катализирую՛! биосинтез цитрул­
лина нз СО2. -\;НЯ и орнитина с использованием АТФ. Очевидно, про­
цесс биосинтеза цитруллина лимитируется карбамилфосфатсинтетазрй, 
ибо орнитннтраискарбамилаза (арсенолиз цитруллина) обладает вы­
сокой активностью՛ В гомогена гах протекает активный процесс био­
синтез аргинина из цитруллина и аспартата, катализируемый аргинин- 
сукцинатсинтетазой г. аргннинсукциназой Учитывая данные .чашей ла-
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Ферменты орнитинового цикла гусениц и куколок фасолевой зерновки
Таблица I

Объекты
Карбамилфосфа геннтстаза 
и орнитинтрзнскарбами- 
лаза, мк.М ня 1 г ткани

Арсенолиз цитрул­
лина, \’11э на 

1 г ткани

Лргнниисукциратсшпе- 
таза и аргннннсукциназа, 

ИН3 на 1 г ткани

Гусеницы 0,25+0.03 313+6.0 157+2,5
Куколки 0,24+0.02 290+5,5 191+3,5

Число опытов—7.

боратории о наличии в изучаемом объекте выраженной активности ар- 
тназы [1], можно заключить, что подобно тутовому шелкопряду [б] 
и 5. гиСгсогпь [12] гусеницы и куколки фасолевой зерновки обладают 
активностью всех ферментов орнитинового цикла.

В следующей серии экспериментов изучался изоэпзнмный спектр 
аргиназы в экстрактах гусениц и куколок. Соответствующие кривые 
(рис. Г| показывают, что у гусениц обнаруживаются 1ва пика аргиназ-

Рис. 1. Изоэнзияы аргиназы гусениц и куколок фасолевой зерновки (ЗО-й 
день развития).-белок,----------- гусеницы, куколки.

ной активности: первый пик фпльтрирустся в 11-й фракции, второй— 
в 21-й, активность I пика значительно превышает таковую второго. У'
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куколок обнаруживается лишь одни пик аргиназном активности, филь- 
трируемый в 11-й фракции, т. с. он соответствует I нику аргиназы гусе­
ниц, однако активность его почти в 3 раза ниже соответствующего пи­
ка у гусениц.

Исследовалось также сродство субстрата к изоэнзимам (К п,). Для 
I изоэнзима гусениц К„ составляет 20 мМ, а для 11—10 мМ. Кт же 
энзима куколок—200 мМ. Таким образом, сродство I избэизима у гу­
сениц в 10 раз выше по сравнению с нзоэнзимом куколок.

В табл. 2 и 3 и на рис. 2, 3 приводятся данные о константах и харак­
тере ингибирования аргиназы аминокислотами у гусениц и куколок фа­
солевой зерновки.

Т а б л к и з 2 
Характер и константы ингибирования аргиназы гусениц фасолевой зерновки

Аминокис­
лоты

К1 10՜ 3 М Характер ингибирования

1 нзоэнэнма 11 квоэнзимз 1 изоэнзнма II нзоэнзкма

Ьорн 4.33 — неконкурентный
Ь-лиз 5.66 б,26 конкурентный неконкурентный
1-взл 9,39 2.39 конкурентный конкурентный
1-про 17,42 6,45 неконкурентный конкурентный

Т л б л и ц а 3
Характер и константы ингибирования аргиназы куколок фасолевой зерновки

Аминокислоты
К; для единствен­

ного нзоэязима,
ЦТ3 м

Характер ишибированин

1.-ори 
Ь-лиз 
Ь-вал 
Ь-про

18,7
4.03
7,25

18,7

неконкурентный 
конкурентный 
конкурентный 
неконкурентный

Рис. 2. Ингибиругошее влияние пролина на 1 нзоэнзим аргиназы гусениц 
фасолевой зерновки (30-й день развития).
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Полученные данные свидетельствуют о том. что лизин и валин яв­
ляются конкурентными ингибиторами 1 нзоэнзима гусениц, а пролин н : 
орнитин—неконкурентными. Для 11 нзоэнзима лизин является исков-] 
курентны.м ингибитором, в то время как валин и пролин конкурентны­
ми- Необычным является неконкурентное ингибирование единственно­
го энзима аргиназы куколок орнитином. Подобный характер ннгибнро-| 
ванйя выявлен Мора и carp. [II] для аргиназы Neurospora crassa.1 
Представляет интерес и неконкурентное ингибирование аргиназы лвя 
зином.

Рис. 3. Ингибирующее влияние иролина на аргиназу куколок фасолевой зерновки. I 
3 

Относительно ингибирования аргиназы пролином следует сказать, 
что в гусеничной стадии фасолевой зерновки высокомолекулярный ։»»<•• 
энзим аргиназы ингибируется этой аминокислотой неконкурентно, а 
низкомолекулярный—конкурентно. Обнаруженный у куколок един­
ственный энзим ингибируется пролином неконкурентно. Константа ин­
гибирования 1 изоэнзима аргиназы гусениц иролином имеет очень вн-1 
сокое значение по сравнению с II изоэнзимом.

Неконкурентный характер ингибирования аргиназы пролином об’ 
наружен нами ранее у инфузорий РагатеНшп гпиШппсгопиНеаНил |Л 
а в молочной железе беременных и .тактирующих крыс [2]. а что каСМ 
ется конкурентного ингибирования активности II изоэнзима аргинаэ1й 
гусениц пролином, оно выявлено в опухолевых клетках молочной желе-] 
зы мышей [9].

Неконкурентный характер ингибирования высокомолекулярного изо*] 
энзима пролином рассматривается как доказательство возможного 
функционирования фермента в системе биосинтеза пролина из аргини­
на, тем более что, как показали наши ранние исследования, в гомогена­
тах гусениц и куколок фасолевой зерновки обнаруживаются фсрменты| 
биосинтеза пролина из орнитина и имеет место корреляция между актив­
ностями последних ферментов и аргиназы в ходе развития насеками- 
ю [1].

Ереванский госудгрстненный университет, 
кафедра биохимии и проблемная лаборатория 
сравнительной и эволюционной биохимии
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ԱՐԳԻՆԱՏէԱՅԻ ԻԶՈՖԵՐՄԵՆՏՆԵՐՐ ԵՎ ՆՐԱՆ» ԵԵՆԵՏԽԿԱԿԱՆ 
ճԱՏԵՈԻԹՑՈհՆՆԵՐՐ ԼՈՐՈՒ ԸՆԴԱԿԵՐԻ ՐՓԹՈՒՐՆԵՐՈ ՒՄ ԵՎ 

ՀԱՐՍՆՅԱԿՆԵՐՈՒՄ ACANTIIOSCELIDES OBTEGTUS SAY

Ա. հ. ԱՂԱՋԱՆ5ԱՆ

Լորու րնդակերի թրթուրներում և հարսնյակներում հայտն տրերվել են օր֊ 
նիտինային ցիկլի բոլոր ֆերմենտները: Մղվածրր հելֆիլտրացիսւյի ենթ արկելուց 
թրթուրներում հայտնաբերվել են արցին սպայի երկու իրլոֆերմենտներ, իսկ 
Հարսնյակներում՝ մեկ: թցոֆերմենտների և սուբստրատի իէնամակցւււթյուեր 
ս,'[ելի բարձր է թրթուրներում, բան հարսնյա կն երու մ ւ թրթուրնե րի և հարսնյակ֊ 
ների արէքինաղայի իղոֆերմ ենտներր նշանակալիորեն տարբերվում են իրենց 
ընկճման րնո։ յթով ե հաստասէունով, Հավան ար ար, թրթուրների աոաջին /'>{"• 
■եերմինէՈր :) ասնակցամ կ սլյալինի բիոսինթևղին

ISOENZYMES OF ARGINASE AND THEIR KINETIC PROPERTIES 
IN LARVAE AND PUPAE OF HARICOT BEETLE 

ACANTHOSCEUDES OBTECTUS SA Y.

A. Kh. ACADJANIAN

All enzymes of ornithinic cycle are found In larvae and pupae of 
haricot beetle. Two Isoenzymes oi arginase are discovered in larvae and 
one In pupae during gelfiltration of the extract. Constants oi Michaelis 
are higher in larvae than in pupae. Arginase Isoenzymes of larvae and 
pupae are different by their character of inhibition and constant. Appa­
rently, the isoenzyme of larvae takes partin proline biosynthesis.
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