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Դարձելի ինակտիվացման ընթացքում ուսումնասիրվել են առնետի լյարդի արգինազի 
ֆերմենտային պատրաստուկների ակտիվության և ֆլյուորեսցենցիայի ինտենսիվության փո-
փոխությունները: Քննարկվում է հիպոբարիկ հիպօքսիայի ժամանակ լյարդում ինդուկցված 
«ուղեկից» սպիտակուցների կարևոր դերը ակտիվության և ֆլուորեսցենտային հատկություն-
ների վերականգնման համար:  

 
Արգինազ – ինակտիվացում – ռեակտիվացում – ֆլուորեսցենցիա – հիպոբարիկ հիպօքսիա 

 

В процессе обратимой кислотной инактивации проведено изучение аргиназной ак-

тивности печени крыс и изменений интенсивности флуоресценции в соответствующих фер-

ментных растворах. Обсуждается роль индуцируемых в печени при гипобарической гипок-

сии сопуствующих белковых фракций в восстaновлении активности и флуоресцентных 

свойств изучаемого фермента. 

 

Aргиназа – инактивация – реактивация – флуоресценция – гипобарическая гипоксия 

 

Changes in activity and fluorescence of rat liver arginase during the reversible inactivation 

were studied. Obtained data revealed the role of guiding proteins, induced during the hypobaric 

hypoxia, in the reactivation and fluorescence of the enzyme. 

 

Arginase – inactivation – reactivation – fluorescence – hypobaric hypoxia 
 

Աշխատանքում կատարվել են սպիտակ առնետի լյարդի ուրեոթելիկ արգի-
նազի թթվային միջավայրում (pH 3,6) ինակտիվացված և հետագայում տարբեր  

գործոնների ազդեցությամբ ռեակտիվացված ֆերմենտի համեմատական հետազո-
տություններ՝ նպատակ ունենալով բացահայտել այդ պրոցեսում ֆերմենտի մոլե-
կուլում ընթացող կոնֆորմացիոն փոփոխությունները: Ռեակտիվացումը իրակա-
նացվել է Mn2+ իոնների առկայությամբ և ժել-ֆիլտրացման ճանապարհով արգինա-
զի մաքրման ընթացքում անջատված՝ 55000-71000 Դա մոլեկուլային զանգվածով 
«ուղեկից» սպիտակուցների ներկայությամբ: Ուսումնասիրվել է նաև ռեակտիվաց-

ման ընթացքում հիպոբարիկ հիպօքսիայի ենթարկված առնետների լյարդում ին-
դուկցված սպիտակուցների ազդեցությունն արգինազի ակտիվության և ֆլուորես-
ցենցիայի հատկությունների վրա:  

 
Նյութ և մեթոդ: Հետազոտման օբյեկտ են ծառայել լաբորատոր սպիտակ արու առնետ-

ները, 180-200 գ քաշով: Ֆերմենտի էքստրակտների ստացումը, մաքրումը, արգինազի ակտի-
վության և միզանյութի որոշումը, ինչպես նաև ուղեկցող սպիտակուցների անջատումը  կա-
տարվել է ավելի վաղ ներկայացված աշխատանքում [4] :  

Ֆլուորեսցենտային չափումները կատարվել են Varian Cary Eclipse ֆլուորեսցենտային 
սպեկտրաֆոտոմետրի օգտագործմամբ` 1 սմ լայնությամբ կվարցե կյուվետներում: Գրգռման 
ալիքի երկարությունը ընտրվել է 280 նմ, իսկ առաքումը դիտարկվել է 300-500 նմ ալիքի երկա-
րության տակ: Գրգռման և առաքման ճեղքերի լայնությունները եղել են համապատասխանա-

բար 5 և  նմ:  
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Արդյունքներ և քննարկում:  Համաձայն ստացված արդյունքների նատիվ 
ֆերմենտի լուծույթներում (pH 7,4) գրգռման ալիքի 280 նմ երկարության դեպքում 
ֆլուորեսցենցիայի մաքսիմումը դիտվում է 335-340 նմ տիրույթում, իսկ ֆլուորեսցեն-
ցիայի սպեկտրի կիսալայնքը կազմում է 48 նմ (նկ. 1), որը համընկնում է գրականու-

թյան մեջ եղած և մեր լաբորատորիայում նախկինում ցուլի լյարդի արգինազի 
ֆլուորեսցենցիայի ստացված տվյալների հետ [2, 3]: 

  

 
 

Նկ.1. pH 3,6 պայմաններում 12  ժ  ինակտիվացված մասնակի մաքրված արգինազի                   
pH 7,4 Tris-HCl բուֆերում 12 ժ վերականգնված նմուշների  

ֆլյուորեսցենտային սպեկտրները (λ= 280 nm) 

 
Դա վկայում է այն մասին, որ ֆլուորեսցենցիան ապահովող տրիպտոֆանի և 

թիրոզինի մնացորդների հիմնական մասը գտնվում է մոլեկուլի հիդրոֆոբ հատվա-
ծում [1]: 12 ժ pH 3,6 պայմաններում ինկուբացնելիս առնետի լյարդի արգինազի 
մասնակի մաքրված ֆերմենտը գրեթե լրիվ կորցնում է ակտիվությունը (նկ. 2), իսկ 

ֆլուորեսցենցիայի սպեկտրը զգալի փոփոխության են ենթարկվում:  
 

 
 

Նկ.2. Մասնակի մաքրված արգինազի pH 3,6 պայմաններում 12  ժ ինակտիվացված և  
pH 7,4 Tris-HCl բուֆերում 12 ժ վերականգնված նմուշների ակտիվությունը 

 
Այդ պայմաններում արգինազի լուծույթների ֆլուորեսցենցիայի ինտենսիվու-

թյունը ընկնում է, իսկ մաքսիմումը շեղվում դեպի երկարալիք տիրույթ մինչև                  
450-480 նմ (նկ. 1): Թթվային միջավայրում ֆերմենտի այն հատվածներում, որտեղ 

տեղակայված են թիրոզինի և տրիպտոֆանի մնացորդները տեղի են ունենում կոն-
ֆորմացիայի փոփոխություններ: Ըստ երևույթին, կատարվում է պոլիպեպտիդային 
շղթայի ապապարուրում, նշված ամինաթթվային մնացորդները տեղափոխվում են 
ավելի հիդրոֆիլային շրջապատ և առաջանում են ածանցյալներ, որոնց ֆլուորես-
ցենցիայի մաքսիմումը գտնվում է երկարալիք տիրույթում: Ինչպես երևում է               
նկ.  2-ից, 0,01 M Tris-HCl բուֆերում (pH 7,4), 12 ժ ռեկտիվացնելուց հետո արգինազի 
ակտիվությունը վերականգնվում է նատիվ ֆերմենտի ակտիվության 40 %-ի չափով, 

բայց ֆլուորեսցենցիայի պարամետրները զգալի փոփոխություններ չեն կրում: Դա 
վկայում է այն մասին, որ կոնֆորմացիոն փոփոխությունները, որոնք տեղի են ունե-
նում մակրոմոլեկուլի քրոմոֆորներ տեղակայված հատվածներում, ուղղակիորեն 
կապված չեն ակտիվ կենտրոնի հետ:   
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Հետաքրքիր արդյունքներ են ստացվել, երբ ռեակտիվացիոն միջավայր ավե-

լացվել են առնետի լյարդի էքստրակտներից ժել-ֆիլտրացման ճանապարհով ա-
ռանձնացված ոչ արգինազային սպիտակուցային ֆրակցիաները: Այդ սպիտակուց-
ների խառնուրդն ավելացնելու դեպքում ռեակտիվացման ցուցանիշները ավելի 
բարձր են` ակտիվությունը վերականգնվում է մինչև 52 % և 68 %, համապատասխա-
նաբար Mn2+ իոնների բացակայությամբ և առկայությամբ (նկ. 2): Հավանաբար այդ 

սպիտակուցները մասամբ վերականգնում են մակրոմոլեկուլի նատիվ կառուց-
վածքը: Ֆլուորեսցենցիայի սպեկտրների չափումները ցույց տվեցին, որ «ուղեկից» 

սպիտակուցների առկայության դեպքում կարևոր փոփոխություններ են տեղի ունե-
նում նաև ֆերմենտի այն հատվածներում, որտեղ գտնվում են տրիպտոֆանի և թի-
րոզինի մնացորդները: Այդ սպիտակուցները փոխազդում են ոչ միայն ակտիվ կեն-
տրոնի, այլ նաև արգինազի մոլեկուլի հիդրոֆոբային հատվածներում գտնվող ամի-
նաթթվային մնացորդների հետ:  Ֆլուորեսցենցիայի ինտենսիվության իջեցման հետ 
մեկտեղ, նկատելիորեն վերականգնվում է ֆլուորեսցենցիայի մաքսիմումը կարճա-
լիք տիրույթում՝ 340-345 նմ (նկ.1): Կապվելով արգինազի մոլեկուլի հետ, այդ սպի-

տակուցները որոշ չափով վերականգնում են ինչպես ակտիվությունը, այնպես էլ 
արգինազի մոլեկուլի հիդրոֆոբ հատվածները` օժանդակելով ֆերմենտի կոնֆոր-
մացիայի մասնակի վերականգնմանը և պարուրաձև ֆրագմենտների կազմավոր-
մանը:  

Մեր փորձերում ուսումնասիրվել է նաև հիպոբարիկ հիպօքսիայի ազդեցու-
թյանը ենթարկված կենդանիների լյարդում ինդուկցված ոչ արգինազային «ուղե-
կից» սպիտակուցների ազդեցությունը, որոնց քանակը այդ պայմաններում մոտ եր-
կու անգամ ավելանում է: Այդ սպիտակուցների ավելացումը (pH 7,4) ռեակտիվա-
ցիայի ընթացքում բերում է ֆերմենտի ակտիվության վերականգմանը  մինչև 65 % 
առանց Mn2+ իոնների և մինչև 81 % այդ իոնների ներկայությամբ: Այս դեպքում 

նույնպես տեղի է ունենում ֆլուորեսցենցիայի մաքսիմումի դիրքի տեղաշարժ դեպի 
կարճալիք տիրույթ (նկ. 1): Այսպիսով, հիպոբարիկ հիպօքսիայի ենթարկված առ-

նետների լյարդում առաջացած ոչ արգինազային սպիտակուցների ներկայությամբ 
վերականգնվում է ֆերմենտի ակտիվությունը, որը կապված է ակտիվ կենտրոնի 
հետ, ինչպես նաև տեղի է ունենում ֆերմենտի կառուցվածքային որոշակի կարգա-
վորում հիդրոֆոբ հատվածների շրջանում: Նշված պայմաններում «ուղեկից» սպի-
տակուցներն ունեն նկատելի կարգավորող՝ «շապերոնանման» ազդեցություն և,ա-
մենայն հավանականությամբ, մտնում են «բազմաշապերոնային ցանցի» կազմի 
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