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АКТИВАЦИЯ НАДФ-Н И ГЛЮТАМАТОМ СПЕЦИФИЧНОЙ 
К НАДФ ГЛЮТАМАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ ХЛОРЕЛЛЫ

Ранее (*, 2) было показано, что в клетках хлореллы (Chlorella pyrenoi- 
dosa Pringsheim 82T) под влиянием ионов аммония индуцируется НАДФ- 
специфичная глютаматдегидрогеназа (НАДФ-ГДГ). Эта индуцируемая 
НАДФ-ГДГ и конститутивная глютаматдегидрогеназа, функционирующая 
как с НАД, так и с НАДФ (НАД(Ф)-ГДГ), были полностью разделены 
и получены в виде очищенных препаратов (3).

При изучении кинетических свойств ГД Г в реакции дезаминирования 
для индуцируемой НАДФ-ГДГ наблюдалось возрастание начальной ско­
рости реакции во времени. Для конститутивной НАД(Ф)-ГДГ такое уско­
рение не наблюдалось. В настоящей работе приводятся экспериментальные 
данные, свидетельствующие об активации НАДФ-ГДГ под влиянием глю- 
тамата и НАДФ-Н.

В опытах использовали препараты ГД Г, полученные по ранее описан­
ной методике (3). Измерение скорости дезаминирования проводили при 
25° на регистрирующем спектрофотометре SP-700 («Юникам») или 
EPS-3T («Хитачи») по скорости увеличения поглощения при 340 ммк.
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Рис. 1. Кинетика реакции дезаминирования, записанная на спектрофотометре SP-700 
при различном порядке составления реакционной смеси. 1 - в присутствии НАДФ-Н, 
старт осуществлялся добавлением НАДФ+; 2, 3, 4 — старт реакции осуществлялся до­
бавлением, соответственно, НАДФ+, L-глютамата и фермента; 5 - то же, что и 3, но 

при pH 8,2; Т1,2,з,4,5 - время ускорения реакции
Рис. 2. Зависимость скорости стационарной фазы реакции дезаминирования от кон­

центрации фермента при pH 8,7

Реакционная смесь в объеме 3 мл содержала: 0,05 М трис-НС1-буфер 
pH 9,0; 10-1 М А-глютамат-Na («Adjinomoto», Япония); 5-10~4 М НАДФ+ 
(«Reanal», Венгрия) и 100—150 мкг белка. Конечное значение pH после 
протекания реакции (2—3 мин.) равнялось 8,7—8,8. Указанные значения 
pH являются оптимальными, а концентрации субстатов — насыщающи­
ми. В таких условиях максимальное изменение оптической плотности за 
1 мин. составляло 0,150—0,200. Во всех приведенных в работе таблицах
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и на рис. 2 значение максимальной скорости ДА/мин дано для линейного 
участка зависимости скорости реакции от времени. На рис. 1 представ­
лены кривые зависимости скорости реакции дезаминирования от времени, 
записанные на спектрофотометре SP-700 при разных условиях. Буквой т 
обозначено время ускорения, т. е. время, в течение которого происходит 
нарастание скорости до линейной зависимости. Как видно из рис. 1, это 

время не является постоянной ве­
личиной и зависит от порядка до­
бавления субстратов и значения 

[ pH. Так, например, при добавле­
нии в последнюю очередь НАДФ+ 
ускорение происходит в течение 
0,7 мин. (т2, кривая 2). Если в 
последнюю очередь в реакцион­
ную смесь добавлять Б-глютамат, 
то т увеличивается до 1,2 мин. 
(т3, кривая 5), а при добавлении 
последним препарата фермента т 
составляет 2 мин. (т4, кривая 4). 

максимальная скорость остается посто-

Таблица 1
Влияние прединкубации НАДФ-ГДГ 

с Т-глютаматом-Na на время 
ускорения реакции дезаминирования

случаях

Время пред­
инкубации, 

мин.
Время уско­

рения X, 
мин.

ДА/мин

0 0,73 0,155
1 0,60 0,160
3 0,30 0,155
5 0,10 0,150

указанных

Таблица 2
Влияние прогревания на активацию 

НАДФ-ГДГ >

* Фермент прогревали при указанной 
температуре в течение 5 мин., затем ох­
лаждали до 25°, добавляли буфер и суб­
страты и измеряли скорость реакции.

Температу­
ра * при про­
гревании, °C

хускорения, 
мин. ДА/мин

Контроль 1 0,145
250° 0,75 0,140

40° 1 0,140
50° 1 0,135

Во всех трех
янной. Прп уменьшении pH реакционной смеси до 8,2 т значительно 
увеличивается (т5, кривая 5). Если реакцию дезаминирования проводить 
в присутствии НАДФ-Н, то ускорение или отсутствует полностью, или 
происходит в несколько секунд (т1? кривая 7). В этом случае максималь­
ная скорость реакции зависит от концентрации НАДФ-Н: при концентра­
ции, большей, чем концентрация НАДФ+, наряду с устранением ускоре­
ния, происходит ингибирование, но при 
концентрации, значительно меньшей, 
чем концентрация НАДФ+, максималь­
ная скорость увеличивается на 10—20%. 
а-Кетоглютарат и (ГШДгНРСЬ не изме­
няли величину т, но значительно инги­
бировали дезаминирование. Следует от­
метить, что прогревание препаратов 
НАДФ-ГДГ в течение 5 мин. при тем­
пературе 30—50° также не приводило 
к активации, и ускорение оставалось 
прежним (табл. 2).

Активирующее влияние НАДФ-Н 
на дезаминирование без снижения мак­
симальной скорости свидетельствует 
о том, что для его связывания на моле­
куле фермента существуют, по-видимому, другие, отличные от каталити­
ческих, центры. В таком случае эти центры являются аллостерическими. 
В пользу того, что активирующее действие НАДФ-Н имеет аллостериче­
скую природу, свидетельствует также то, что он совершенно одинаково 
защищает как аминирование, так и дезаминирование от сильного инги­
бирования га-хлормеркурибензоатом (4).

Сравнивая кривые 2 и 3 рис. 1 можно заметить, что время ускорения 
тем меньше, чем дольше был контакт фермента с глютаматом. Действи­
тельно, при прединкубации фермента с А-глютаматом-Na т значительно 
уменьшается, что видно из данных табл. 1.

Таким образом, из приведенных данных видно, что под влиянием 
глютамата и НАДФ-Н происходит активация НАДФ-ГДГ, причем в при­
сутствии глютамата процесс идет относительно медленно, а под влиянием 
НАДФ-Н — быстро. Благодаря последнему обстоятельству в реакции 
аминирования, где НАДФ-Н является субстратом, время ускорения в ус-

1498



ловиях наших опытов практически равно 0, т. е. реакция сразу начинает 
протекать линейно во времени. Однако, если в реакционную смесь при 
изменении скорости аминирования добавить НАДФ+ (как продукт реак­
ции) в концентрации меньшей, равной или большей, чем оптимальная 
концентрация НАДФ-Н, то совершенно отчетливо проявляется ускоре­
ние. Наряду с этим происходит ингибирование. При увеличении кон-

Влияние НАДФ+ на скорость реакции аминирования индуцируемой
НАДФ — ГДГ

Таблица 3

Концен­
трация

НАДФ+, 
М

I * II *

лаг-пери­
од, сек. т, сек. АА/мин

ингиби­
рование,

%
лаг-пери­

од, сек. т, сек. АА/мин
ингиби- , 
ровапие,

%

0 0 0 0,190 0 D 0 0,190 0
5-Ю-5 0 3-5 0,170 10,5 3 33 0,150 21

10-4 0 — 0,120 37,0 5 40 0,125 34
2,5 -10-4 0 5-8 0,090 52,5 10 70 0,080 58

5-Ю-4 3-5 10 0,053 72,0 20 80 0,040 79

* Реакционная смесь составлялась в следующей последовательности: I — 5-Ю-3 М а-кето- 
глютарат + буфер pH 8,1 + фермент + 2,5-10-4 М НАДФ-Н + НАДФ+ + 7■ 10-2 М (NH4)2HPO4, 
II — а-кетоглютарат + буфер + фермент + НАДФ+ + НАДФ-Н + (NH4)2HPO4.

центрации НАДФ+ время ускорения и степень ингибирования возрастают, 
кроме того появляется и увеличивается лаг-период — начальный период, 
в течение которого скорость вообще равна 0 (табл. 3). Действие НАДФ+ 
зависит от порядка его добавления в реакционную смесь. Если НАДФ+ 
добавлять после того, как к ферменту добавлен НАДФ-Н, то время выхода 
реакции на линейный участок несравненно меньше, чем то, которое наблю­
дается, когда НАДФ+ добавляется перед добавлением НАДФ-Н. С другой 
стороны, степень ингибирования практически не зависела от порядка до­
бавления НАДФ+. Если предположить, что НАДФ+ оказывает свое дейст­
вие, соединяясь только на каталитическом участке, то тогда легко объяс­
няется его ингибирующее влияние как продукта реакции, но остается непо­
нятным в таком случае, за счет чего возникает лаг-период и ускорение. 
Вероятно, что НАДФ+ может связываться на аллостерических центрах, 
на которых связывается НАДФ-Н как активатор, и способствовать поддер­
жанию неактивной формы фермента. Таким образом, НАДФ-Н и НАДФ+ 
являются аллостерическими эффекторами противоположного действия. 
Наблюдаемое нами явление активации под влиянием субстратов можно 
объяснить или за счет изменения агрегации фермента, или за счет конфор­
мационного перехода неактивной или малоактивной формы в активную. 
В литературе известны и те, и другие случаи. Например, активация фос­
форилазы под влиянием гликогена происходит в результате диссоциации 
малоактивного тетрамера в более активный димер (5,6). Наоборот, актива­
ция сукцинатдегидрогеназы из цитозоля печени быка происходит за счет 
ассоциации неактивного мономера в активный димер. Этот переход ускоря­
ется в присутствии комплекса Ме2+ — сукцинат (’). С другой стороны, акти­
вация НАДФ-ГДГ из дикого штамма (8) и различных аш_-мутантов Neuros- 
рога crassa (9“12) под влиянием увеличения pH, субстратов, дикарбоновых 
кислот или кратковременного прогревания при 35—50° и 2)-лактатдегидро- 
геназы из Escherichia coli под влиянием пирувата (13) происходит, по мне­
нию авторов, за счет конформационного перехода неактивной или малоак­
тивной формы фермента в активную. В случае НАДФ-ГДГ хлореллы, 
по-видимому, имеет место также конформационный переход. Если считать, 
что активация происходит в результате изменения агрегационного состоя­
ния фермента, то тогда следует ожидать непропорциональной зависимости
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между скоростью реакции и концентрацией фермента. Однако, как эт 
видно из рис. 2, эта зависимость в области используемых концентрации 
НАДФ-ГДГ является пропорциональной, и активация проявляется при 
всех указанных концентрациях белка. Кроме того, до настоящего вре­
мени не известно ни одного случая, чтобы ГД Г микроорганизмов пли 
высших растений подвергалась регуляции по типу ассоциация — диссоциа­
ция, за исключением НАДФ-ГДГ Brevibacterium flavum, которая сущест­
вует в виде неактивного олигомера и активного мономера, и под влиянием 
КС1 олигомер легко переходит в мономер (14).

Альперс и Паулюс (15), проанализировав и обобщив данные для неко­
торых аллостерических ферментов, высказали гипотезу, согласно которой 
ферменты могут находиться в «незрелой», каталитически неактивное 
форме, и переход в активное «зрелое» состояние осуществляется в ре­
зультате конформационного изменения под влиянием различных лигандов. 
По-впдимому, существование различных ферментов в неактивной или 
малоактивной форме и их переход в активное состояние под влиянием 
субстратов или других лигандов имеет более широкое распространение и 
может рассматриваться как механизм регуляции их активности. Однак: 
специфика определения активности ферментов не всегда позволяет за­
фиксировать активацию, тем более, если этот процесс осуществляется 
очень быстро, как в случае НАДФ-ГДГ хлореллы под влиянием НАДФ-Н.

Институт биохимии им. А. Н. Баха Поступило
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Москва
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