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ОЧИСТКА И КИНЕТИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ТРАНСАМИНАЗЫ 
РАЗВЕТВЛЕННЫХ АМИНОКИСЛОТ ДРОЖЖЕЙ

С. СиИЛЛЕКМОНОП ВКМ У-42

Произведена частичная очистка трансаминазы, катализирующей переаминпрова— 
ние разветвленных аминокислот (валин, лейцин, изолейиин) (Ф1), и лейцинспецифич­
ной трансаминазы (Ф2). Изучены некоторые кинетические свойства выделенных фер­
ментов, в частности, оптимум pH, Км для аминокислот, а-кетоглутарата и пиридок­
сальфосфата, а также ингибирующее влияние изониазида. При концентрации послед­
него 0,078 10-7 Ф1 ингибируется на 20—25%, а Ф2--почти на 50%.

В предыдущей пашей работе было доказано наличие двух фер­
ментных систем трансаминирования разветвленных аминокислот у 
дрожжей С. ^иЛНегтопДЛ ВКМ У-42: одна—специфичная только к 
лейцину, а другая—ко всем трем разветвленным аминокислотам (ва­
лин, лейцин, изолейцин). Было показано поведение этих фермента­
тивных активностей при гель-фильтрации и ионообменной хроматогра­
фии, а также влияние ионной силы среды и низких температур на ак­
тивность трансаминирования разветвленных аминокислот [1].

В настоящей работе мы задались целью на основании выявленных 
свойств ферментов трансаминирования разветвленных аминокислот 
разработать метод их очистки, а также на полученных очищенных пре­
паратах изучить некоторые кинетические свойства последних (pH— 
оптимум, Км, влияние ингибиторов).

Материал и методика. Выращивание дрожжей и определение ферментативной ак­
тивности проводились по ранее описанным методам [1].

Результаты и обсуждение. Ход очистки. I этап. Биомасса дрож­
жей гомогенизировалась в гомогенизаторе типа Элведжем-Поттера в 
присутствии кварцевого песка в 0,02 М КИа-фосфатном буфере при 
0°С, после чего полученный гомогенат центрифугировался при 25000 § 
в течение 30 мин (0—2°С).

2 этап. Бесклеточный экстракт выдерживался при —14°С в тече­
ние 18—20 час. Выпавший при этом осадок, лишенный трансами­
назной активности, удалялся центрифугированием при 25000 § в тече­
ние 15 мин (0—2°С).

3 этап. Полученный надосадок подвергался гельфильтрации на- 
колонке (55X2,4) с сефадексом £—200, уравновешенной 0,02М КНа- 
фосфатным буфером (pH 7,8); скорость фильтрации—10 мл/час, объ­
ем фракции—5 мл. Активность трансаминирования разветвленных
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•аминокислот фильтровалась во фракциях 13—24, которые объединя­
лись и подвергались ионообменной хроматографии.

4 этап. Объединенная активная фракция наносилась на колонку с 
ДЭАЭ целлюлозой (1,4X30), предварительно уравновешенную 0,02.4 
КИа-фосфатным буфером (pH—7,8). Активность трансаминирования 
разветвленных аминокислот элюировалась во фракциях 16—18, в то 
время как леицин-аминотрансфераза—во фракциях 22—24. Весь ход 
■очистки суммирован в табл. 1. Как видно из приведенных данных, в

Таблица !
Ход очистки трансаминазы разветвленных аминокислот дрожжей С. 2ш1Иегтоп<1ц 

ВКМ У-42 (активность в мг глутаминовой кислоты)

■ Фракция

Доноры аминогруппы

"Бесклеточный экстракт (над­
осадок центрифупфования 
гомогената при 25000 §)

Холодовая обработка при 
— 14ЭС 18 час. (надосадок 
2500 д)

Гельфильтрация (сефадекс 
2 — 200). Фракции 13—24

[Ионообменная хроматография 
на ДЭАЭЦ

1 пик активности (Ф1) (фрак­
ции 16—18)

III пик активности (Ф2) (фрак­
ции 22—24)

348,0 810,0

104,0 840,0
I

24,8 593,1

2.3 - 1015,0

8,1 3,5 1075,0

23,9 10,3 649,8

2,9

10,3

22,1

- 700,0

3,5 725,0

7,5 524,8

2,0 -

7,0 3,5

21,2 10,5

195,0

232,5

140,0 47,4

138,4 44,1

202,5 145,6 68,8

результате очистки были получены два ферментных препарата. Один, 
катализирующий трансаминирование всех трех разветвленных амино­
кислот, со степенью очистки 65 (Ф1), а другой—специфичный лишь к 
лейнину, со степенью очистки 44 (Ф2). В последующих экспериментах 
изучались кинетические свойства полученных препаратов. В частности, 
оптимум pH для Ф1 оказался равным 8,0, в то время как для Ф2—8,5 
(рис. 1, а, б). Следует отметить, что, согласно также литературным 
данным, трансаминаза, специфичная к лейцину (Ф2), имеет более вы­
сокие значения оптимума pH, по сравнению с общей трансаминазой 
разветвленных аминокислот (Ф1). Так, оптимум pH Ф1 из печени крыс 
.равен 8,2, а Ф2—8,7 [2]. Приведенные в литературе значения оптиму­
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ма pH трансаминазы разветвленных аминокислот (Ф1), выделенных 
из различных объектов, колеблются в пределах 8,0—8,7 [2—10].

В следующей серии экспериментов изучалось влияние различных՜ 
концентраций пиридоксальфосфата на активность Ф1 и Ф2. Следует 
отметить, что в отсутствие кофактора оба фермента проявляли лишь. 
15% максимальной активности. При изображении этих данных в ви-

Рис. Зависимость трансаминазной активности от pH инкубационной среды 
а) Ф1, б) Ф2.

де кривых Лайнуивера-Берка значения Км для пиридоксальфосфата в՛, 
отношении Ф1 и Ф2 составляли соответственно 0,018 и 0,001. Интерес­
но. отметить, что эти величины в отношении Ф1 и Ф2 печени крыс [2] 
составляли 0,025 и 0,004 соответственно (значения Км приводятся в- 
шМ). Что же касается величины Км для аминокислот и а-кетоглутара- 
та (табл. 2), то они в отношении Ф1 близки соответствующим показа-

Величина Км для субстратов переаминирования
Т а б л и ц а 2

Субстраты
Значение Км (тМ/л)

Ф1 Ф2

Валин 3,7 _
Лейцин 1,5 6,6
Изолейцин 1,4 —
з-кетоглутаровая кислота 0,64 0,42
Пиридоксальфосфат 0,018 0,001

телям печени крыс [2], и особенно Pseudomonas aeruginosa [3], в то> 
время, как в отношении Ф2 они не совпадают с аналогичными показа­
телями печени крыс.
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Однако существенно, что в обоих объектах значение Км для лей- 
цина в отношении'Ф2 значительно выше, чем в отношении Ф1, в то вре­
мя как для а-кетоглутарата оно выше в отношении Ф1. Так, Км для 
валина, лейцина, изолейцина и а-кетоглутарата в отношении Ф1 пече­
ни крыс имеет значения 4,3, 0,75, 0,84 и 1,0 соответственно, а в отноше­
нии Ф2 для лейцина и а-кетоглутарата—25,0 и 0,065 соответственно.

Таким образом, Ф1 по сравнению с Ф2 как в печени крыс, так и в 
■изучаемых нами дрожжах имеет более высокое сродство к лейцину н 
менее выраженное—к а-кетоглутарату.

Мы изучали также ингибирующее влияние изониазида па актив­
ность Ф1 и Ф2. Данные, приведенные в табл. 3, показывают, что при 
концентрации изониазида 0,078x1 О՜՜2 Ф1 ингибируется па 20—25%, в 
то время как Ф2—на 50%.

Влияние изониазида на трансаминазную активность Ф1 и Ф2 дрожжей
С. ешШеппошШ В КМ У-42

Таблица 3

Концентрация 
изониазида, 

М

Ф1 Ф2

доноры аминогруппы

валин лейцин изоленцин лейцин

Без ингибитора 98,2+3,4 110,8+5.7 110,8+1,5 132,0+6,4
0.078Х10՜2 67,4+4,4 81,7 + 0.2 99.0+0,8 71,2+8,2
ОЛббХЮ՜՜2 54,4+1.8 66,6+4,1 82,8±1,3 62,9+4.3
0.312Х10՜2 46,8+1,4 55,210,44 72,5+0,41 43,2+3.7
0.625Х10՜2 28,7+0.24 34,1+3,8 60,0+0,5 26,2+2,4
1.250ХЮ՜2 20,0+0,8 30,0+5,7 48,2+0,2 16,6+2,36
2.500Х10՜2 11,8+0,3 21,2+3.0 39,1+0,2 11,4+2,3

Суммируя полученные данные, можно заключить, что впервые на 
■микробиологическом объекте нам удалось показать наличие двух фер­
ментов трансаминирования разветвленных аминокислот: один—ката­
лизирующий трансаминирование всех трех разветвленных аминокислот, 

.другой—специфичный лишь к лейцину, причем оба выделенных фермен­
та по своим основным кинетическим показателям близки соответству­
ющим ферментам печени крыс [2].

Приведенные в работе данные представляют также определенный 
общеэнзимологический интерес, так как в литературе имеются досто­
верные данные о наличии указанных двух форм трансаминазы разветв- 

-ленных аминокислот лишь в печени крыс [2], и косвенные—у Е. соИ 
[4].
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1Г. Ա. ԴԱՎԹՅԱՆ, Ի. Վ. ԴՈԳԻՆՅԱՆ, Ե. Գ. 1»ԱՂԴԱԱԱՐՅԱՆ

C. GUILLIERMONDII ВКМУ-42 ԽՄՈՐԱՍՆԿԵՐԻ ՃՅՈՒՂԱՎՈՐՎԱԾ 
ԱՄԻՆԱԹԹՈՒՆԵՐԻ ՏՐԱՆՍԱՄԻՆԱԶԱՅԻ ՄԱՔՐՈՒՄԸ

ԵՎ ԿԻՆԵՏԻԿԱԿԱՆ ՀԱՏԿՈՒԹՅՈՒՆՆԵՐԸ

Ամփոփում

Կատարվել է ճյուղավորված ամինաթթուների (վալին, լեյցին, իզոլեյ- 
ցին) տրանսամինացոլմն իրականացնող ֆերմենտի (Փ 1), ինչպես նաև՝ 
11։!ՏՒնին տրանսամինացնող (Փ2) մասնակի մաքրումը' սառը' մշակման, 
ղելֆիլտրացիայի (սեֆադեքս g—200) և իոնաւիո իյանա կա լին քրոմատոգրա- 
ֆիտյի (Կ՚ԷԱԷՅ) կիրառմամբ։ Ուսումնասիրվել են անջատված ֆերմենտների՝ 
մի քանի կինևտիկական հատկությունները։ Հայտնաբերվել են ]Հ[Ո-ի հե>~ 
տևյալ արժեքները' Փ1' վալին — 3,7 П1М, լեյցին—1,5 ГГ1М, իզոլեյցին—1,4 
mM:

Ա.֊կետոդլոլտարական թթու — 0,641ոխ[ և պիրիդօքսալֆոսֆատ-—0,018 
П1М Փ2' լեյցին — 6,6 тМ, CL-կետոդլուտարական РРու—0,42 тМ, ^իքիդ- 
օքսալաֆոսֆատ — 0,001 П1М< Փ1 ֊ի համար օպտիմալ pH հավասար է 8,0,. 
իսկ Փ2֊ի համար' 8,5։ Ուսումնասիրվել է նաև իզոնիազիդի արգելակիչ աղ֊- 
դեցոլթյունը երկու ֆերմենտների ակտիվության վրա։ Վերջինիս 0,078-10՜՜?՜ 

Л1 խտության դեպքում Փ1 ճնշվում է 20—25°ի,-ով, իսկ Փ2' մ"տ 50^-ով։:
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