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Резюме. Встановлені оптимальні умови функціо-
нування аргінази в пермеабілізованих лімфоцитах пери-
феричної крові, отриманих із клінічно здорових і хво-
рих на рак яєчника жінок і вивчені зміни її кінетичних 
параметрів. Показано, що в лімфоцитах, виділених із 
крові хворих на рак яєчника жінок, максимальна швид-

кість реакції гідролізу L-аргініну аргіназою зростає у 
2,7 раза, а Кm (спорідненість до субстрату) зростає у 2,1 
раза. 

Ключові слова: аргіназа, L-аргінін, рак яєчника, 
лімфоцити. 

Вступ. Рак яєчника (РЯ) – одне з найбільш 
розповсюджених онкологічних захворювань жі-
ночих статевих органів. Показники захворювано-
сті на РЯ в Україні в останні роки коливаються в 
межах 14,7-15,3 на 100 тисяч жіночого населення 
(Національний канцер-реєстр України, 2010). 
Незважаючи на постійне удосконалення підходів 
до лікування, в основу якого покладено поєднан-
ня хірургічного втручання та хіміотерапії, зали-
шаються нез’ясованими ряд питань щодо етіоло-
гії, патогенезу, діагностики пухлинного процесу. 
З погляду сучасних уявлень біохімії та молекуля-
рної біології пухлини виникають у результаті 
відповідних мутацій і порушень метаболічних та 
регуляторних систем [5, 10, 12]. У цьому плані 
актуальним є вивчення аргіназа/NO-синтазного 
шляху обміну L-аргініну, який відіграє важливу 
роль у розвитку патологічних процесів, зокрема 
пухлинного росту [10, 15]. Ряд пухлинних клітин 
використовують для свого росту L-аргінін [12], а 
голодування за аргініном, викликане за допомо-
гою аргінін-деградуючих ферментів, розглядаєть-
ся як потенційний підхід для їх лікування [6]. 
Аргіназа – металофермент, який каталізує гідро-
літичне розщеплення L-аргініну до орнітину та 
сечовини [8, 10]. L-аргінін, як субстрат, викорис-

товується також NO-синтазами для синтезу NO, 
який регулює практично всі клітинні функції 
[15]. Показано, що аргіназа інгібує ріст клітин 
меланоми in vitro [12]. Вважається, що одним із 
важливих механізмів, що впливають на відповідь 
пухлинних клітин на голодування за аргініном, є 
дефекти метаболізму цієї амінокислоти через 
пошкодження ензимів циклу сечовини [6]. Також 
припускається, що зміна активності цього ферме-
нту може бути сигналом, який свідчить про роз-
виток ракових пухлин [15]. 

Мета дослідження. Вивчити активність ар-
гінази та її кінетичні параметри в лімфоцитах 
периферичної крові за нормального стану органі-
зму та у хворих на рак яєчника. 

Матеріал і методи. Дослідження проводили 
на лімфоцитах, виділених із крові хворих жінок, 
які перебували на стаціонарному лікуванні у 
Львівському державному онкологічному регіона-
льному лікувально-діагностичному центрі в пері-
од з лютого 2011 до квітня 2012 року.  

Група хворих  на рак яєчника складала 26 
жінок. Діагноз встановлювали в клініці на основі 
уніфікованих діагностичних критеріїв шляхом 
пункції заднього склепіння та цитологічного під-
твердження діагнозу. Усі відібрані хворі були без 
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оперативного лікування та без проведення хіміо-
терапії. Групу контролю становили практично 
(клінічно) здорові жінки, віком 20-30 років 
(n=16). 

Моноядерні лімфоцити периферичної крові 
людини виділяли з гепаринізованої свіжоотрима-
ної венозної крові хворих і донорів у градієнті 
густини фікол-тріумбраст (r=1,08) [9]. Підрахову-
вали клітини в камері Горяєва, використовуючи 
як барвник 0,1 % трипановий синій. Цілісність і 
життєздатність лімфоцитів, яка в усіх дослідах 
становила не менше 95 %, оцінювали за забарв-
ленням трипановим синім [4, 7]. 

Визначення ензиматичної активності аргінази 
проводили на пермеабілізованих лімфоцитах пе-
риферичної крові. Для пермеабілізації мембран 
лімфоцитів периферичної крові до суспензії лім-
фоцитів додавали детергент – 0-0,3 % сапонін. 
Дана методика ґрунтується на роботах, виконаних 
на еритроцитах, лімфоцитах і сперматозоїдах із 
вивчення іон-транспортувальних систем клітини 
та глутатіонової антиоксидантної системи [4, 5, 7]. 
Припускається, що експериментальна модель із 
використанням пермеабілізованих клітин може 
бути застосована і для дослідження функціонуван-
ня внутрішньоклітинних ензимів метаболізму NO. 

Визначення ензиматичної активності аргіна-
зи проводили за утворенням сечовини, вміст якої 
визначали за допомогою діагностичного набору 
відповідно до інструкції фірми-виробника 
(Simko, Україна). Ензиматичну реакцію ініціюва-
ли внесенням аліквоти (150 мкл) пермеабілізова-
них сапоніном лімфоцитів в інкубаційне середо-
вище наступного складу (мМ): 20 Тріс HCl, 1-200 
L-аргінін, 0-3 MnCl2 (pH=9,5), об’ємом 300 мкл; 
кількість білка у пробі не перевищувала 50 – 100 
мкг/мл. Вміст білка в лімфоцитарній суміші ви-
значали методом Лоурі [13]. Інкубацію здійсню-
вали 30 хв, при температурі 370 С на шейкері. 
Реакцію зупиняли внесенням в інкубаційне сере-
довище 50 % ТХО. У контрольні зразки замість 
лімфоцитарної суміші вносили відповідну алікво-
ту фізрозчину. Крім дослідних і контрольних 
проб готували також пробу, яка містить стандарт-
ний розчин сечовини (16,65 мМ). 

Активність аргінази визначали спектрофото-
метрично при 520 нм, реєструючи процес утво-
рення сечовини. Кількість продукту реакції, що 
утворився в процесі ензиматичної реакції, визна-
чали згідно з інструкцією і виражали в нмоль се-
човини/хв×мг загального протеїну в пробі [8, 16]. 

Дослідження кінетичних властивостей ензи-
матичної реакції аргінази проводили в стандарт-
ному середовищі інкубації, що було модифікова-
не за складом відповідних компонентів 
(концентрації субстрату (L-аргінін), активатора 
(Mn2+), детергенту (сапонін)). Уявні кінетичні 
параметри, властиві для аргіназної реакції – конс-
танту активації іонами Mn2+, константу Міхаеліса 
(КmL-arg), та початкову максимальну швидкість 
реакції розкладу L-аргініну (VL-arg) визначали на 
основі координат Лайнуівера-Берка [3].  

Експериментальні дані обробляли методами 
варіаційної статистики. Варіаційно-статистичне 
опрацювання отриманих результатів проводили з 
використанням критерію Стьюдента (t) за допомо-
гою комп’ютерної програми Microsoft Excel 2003. 

Результати дослідження та їх обговорення. 
Вивчення змін активності аргінази при патологіч-
них станах викликає значний інтерес у дослідни-
ків у медико-біологічній практиці. Однак у пере-
важній більшості медичних досліджень викорис-
товують визначення метаболітів окисного та нео-
кисного обміну L-аргініну в плазмі крові. Дослі-
дження активності аргінази в нормі та при різних 
патологічних станах організму в клітинах, зокре-
ма лімфоцитах периферичної крові, є незначними 
та обмеженими. 

При визначенні оптимальних умов функціону-
вання аргінази ЛПК, яка є не тільки цитозольної, 
але й мітохондріальної локалізації, та з’ясування 
ряду кінетичних параметрів необхідно було спочат-
ку підібрати оптимальні умови для пермеабілізації 
клітин сапоніном. Сапонін належить до групи речо-
вин амфіфільної природи, що здатні зв’язуватися з 
мембранними білками гідрофобними зв’язками, 
одночасно взаємодіючи полярними групами з во-
дою. Це дає змогу молекулам детергенту розпушу-
вати мембрану, водночас не порушуючи структури 
і функцій самої мембрани [1]. Сапонін використо-
вували в діапазоні концентрацій від 0 до 0,3 %. 

Виявлено, що в широкому діапазоні концен-
трацій детергенту (0-0,3 %) крива залежності фе-
рментативної активності від концентрації сапоні-
ну куполоподібна. Низькі концентрації сапоніну 
(0,02-0,04 %) є недостатніми для розкриття лате-
нтної активності досліджуваного ензиму. Оскіль-
ки аргіназа є і мітохондріальним ферментом, для 
її активації необхідна дещо більша кількість са-
поніну. Максимальне значення активності спо-
стерігається за концентрації 0,2-0,3 %. 

Таким чином, саме цей діапазон концентра-
цій детергенту слід вважати найоптимальнішим 
для практичного використання в експериментах з 
вивчення кінетичних і каталітичних властивостей 
ензиматичної реакції аргінази. Крива залежності 
впливу сапоніну на аргіназну активність ЛПК 
хворих на рак яєчника має схожий вигляд.  

Дослідження залежності активності фермен-
тів від концентрації сапоніну проводились інши-
ми дослідниками, де показано подібні концентра-
ції сапоніну для розкриття латентної активності 
як мембранозв’язаних, так і цитозольних фермен-
тів [4, 5, 7]. 

При визначенні оптимальних концентрацій 
субстратів для функціонування аргінази ЛПК та 
з’ясування ряду кінетичних параметрів  для ензи-
матичної реакції аргінази L-аргінін вносили в 
середовище інкубації в діапазоні концентрацій 
від 1 до 200 мМ (за сталої концентрації Mn2+ 

2 мМ). При цьому спостерігається лінійне збіль-
шення ензиматичної активності аргінази з пода-
льшим виходом на плато. У всьому діапазоні до-
сліджуваних концентрацій L-аргініну активність 
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аргінази хворих на РЯ була підвищена порівняно 
з такою величною в донорів. 

Розрахунок активнсті аргінази лімфоцитів на 
лінійній ділянці залежності показав, що актив-
ність ферменту в практично здорових жінок ста-
новить 106,0±6,7 нмоль сечовини/хв·мг білка. У 
хворих на РЯ ця активність зростає до 408,1±22,4 
нмоль сечовини/хв·мг білка, тобто в 3,8 раза. 

На основі лінеаризації отриманих даних у 
координатах Лайнуівера-Берка показаний зміша-
ний тип інгібування активності ферменту та ви-
значено основні кінетичні параметри гідролізу L-
аргініну сапонін-пермеабілізованими ЛПК доно-
рів і хворих на РЯ (табл. 1).  

Розрахунок кінетичних параметрів активності 
аргінази свідчить про те, що максимальна швидкість 
гідролізу L-аргініну сапонін-пермеабілізованими 
ЛПК хворих на РЯ, визначена за L-аргініном, стано-
вить різницю стосовно донорів приблизно у 2,7 раза. 
Водночас константа спорідненості до L-аргініну у 
ЛПК хворих на РЯ також зростає у 2,1 раза порівня-
но з практично здоровими донорами. 

Отже, при інтерпретації отриманих даних з 
урахуванням кінетичних параметрів, визначених 
за L-аргініном, можна дійти висновку, що за умов 
розвитку РЯ в імунокомпетентних клітинах зрос-
тання активності досліджуваної ензиматичної сис-
теми відбувається за рахунок збільшення числа 
обертів ензиму (величина Vmax зростає). Іншими 
дослідниками показано подібні результати спорід-
неності аргінази до субстрату [10, 13, 15]. 

Відомо, що крім L-аргініну для функ-
ціонування аргінази необхідними є іони марган-
цю, які є активною складовою ферменту і діють 
як кофактор. Досліди з вивчення впливу Mn2+ на 

аргіназну активність сапонін-пермеабілізованих 
ЛПК проводили в діапазоні концентрацій MnCl2 
від 0 до 3 мМ. З’ясовано, що  оптимальна концен-
трація  L-аргініну складає 2 мМ. 

Крива, яка відзеркалює залежність активнос-
ті аргінази ЛПК від вмісту іонів Mn2+ в інкуба-
ційному середовищі, має типовий куполоподіб-
ний вигляд. Графіки залежності аргіназної актив-
ності сапонін-пермеабілізованих ЛПК хворих на 
РЯ мають аналогічний вигляд. Ці результати сві-
дчать про те, що максимальне значення активнос-
ті аргінази спостерігається при 2 мМ MnCl2 в 
інкубаційному середовищі. Іншими дослідни-
ками показано, що преінкубація ензиму іонами 
Mn2+ призводила до значного збільшення 
аргіназної активності [11]. 

Графіки залежності аргіназної активності 
ЛПК донорів і хворих на РЯ  від концентрації 
Mn2+ у висхідній частині кривих лінеаризовано у 
координатах Лайнуівера-Берка.  

Розрахунок кінетичних характеристик 
аргіназної активності ЛПК свідчить, що початко-
ва максимальна швидкість гідролізу L-аргініну у 
хворих на РЯ істотно відрізняється від практично 
здорових донорів, зростає у 2,1 раза, тоді як уяв-
на константа активації іонами Mn2+ практично 
однакова у хворих і донорів (табл. 2). Отже, мак-
симальна швидкість реакції при патології зрос-
тає, а Mn2+-зв’язувальна ділянка аргінази 
лімфоцитів залишається нативною. 

Висновок 
З’ясовані основні кінетичні параметри функ-

ціонування аргінази та показано, що максимальна 
швидкість аргіназної реакції лімфоцитів перифе-
ричної крові у хворих на рак яєчника зростає у 

Таблиця 1 

Кінетичні параметри, які характеризують гідроліз L-аргініну сапонін-пермеабілізованими  
лімфоцитами  донорів і хворих на рак яєчника від концентрації L-аргініну (M±m, n=4-8) 

Примітка. Vmax – початкова максимальна активність ензиму, KL-аrg – константа Міхаеліса за L-аргініном. Зміни 
вірогідні стосовно величин у лімфоцитах в осіб групи контролю, *P<0,001 

Групи пацієнтів 
Кінетичні 
параметри 

Донори Хворі на РЯ 

Vmax, нмоль / хв на 1мг білка 132,3±6,8 359,4±14,2 * 

KL-аrg, мМ 1,6±0,2 3,4±0,25 * 

Таблиця 2  

Кінетичні параметри, які характеризують гідроліз L-аргініну сапонін-пермеабілізованими  
лімфоцитами донорів і хворих на рак яєчника від концентрації іонів Mn2+ (M±m, n=4-8) 

Примітка. Vmax – початкова максимальна активність ензиму, KMn
2+

 – уявна константа активації іонами Mn2+. Зміни 
вірогідні стосовно величин у лімфоцитах в осіб групи контролю, *P<0,001 

Групи пацієнтів 
Кінетичні 
параметри 

Донори Хворі на РЯ 

Vmax, нмоль / хв на 1мг білка 260,6±19,1 546,5±27,6* 

KMn
2+, мМ 1,85±0,12 1,87±0,15 
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3,8 раза. Це свідчить про інтенсивне використан-
ня клітинами L-аргініну, який необхідний для 
пухлинного росту. 
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АРГИНАЗА ЛИМФОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ У БОЛЬНЫХ  
НА РАК ЯИЧНИКА 

О.И. Якубец, Д.З. Воробец, З.Д. Воробец 
Резюме. Определены оптимальные условия функционирования и кинетические параметры аргиназы у пермеа-

билизованных лимфоцитах периферической крови, выделенных из клинически здоровых и больных на рак яичника 
женщин. Показано, что в лимфоцитах, полученных из крови больных на рак яичника женщин, максимальная ско-
рость реакции гидролиза  L-аргинина аргиназой возрастает в 2,7 раза, а Кm (сродство к субстрату) в 2,1 раза. 

Ключевые слова: аргиназа, L-аргинин, лимфоциты, рак яичника. 

ARGINASE ACTIVITY OF PERIPHERAL BLOOD LYMPHOCYTES IN PATIENTS  
WITH OVARIAN CARCINOMA 

O.I. Yakubets’, D.Z. Vorobets’, Z.D. Vorobets’ 
Abstract. Optimal conditions of the functioning of the arginase of peripheral blood permeable lymphocytes obtained 

from apparently healthy persons and patients with ovarian carcinoma have been established and changes of its kinetic pa-
rameters have been studied. It has been demonstrated that the maximum speed of the hydrolysis reaction of L-arginine by 
arginase increases 2,7 times and Km (affinity to substrate) elevates 2,1 times in the lymphocytes isolated from the blood of 
patients with ovarian carcinoma. 

Key words: arginase, L-arginine, lymphocytes, ovarian carcinoma. 
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