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Аннотация — Методами спсктрофотометрнронпняя и флуоресценции изу­
чалось комплексообразование между апопротеином и простетнческой 
группой очищенного препарата оксидазы Г>-амннокнслот лягушки, нсследо- 
вана также кинетика зависимости монОМСр димерного равновесии от кон­
центрации ферментативного белка. Исследование влияния ПХМБ нь ак­
тивность фермента выявило его тиоловую природу. Молекулярный вес 
очищенного фермента, определенный метолом элемрофореза в ПЛАТ н при­
сутствии SDS, равен 10 .(1(10 ± 1 000.
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Abstract — The complexformat bn between apoprotein and prostctic group, 
purified from the preparation 0։ :rog D-amiuo acids oxidase lias beer. stu­
died by spectrophotometry and fluorescence, kinetics of dependence ol 
monomer-dimeric balance upon the concentration of enzymatic protein has 
been studied, too. The study ol P.h.V.B Influence on the activity of en­
zyme has shown its thiolic nat ։re. The molecular weight of the purified 
enzyme, defined by the method of electrophoresis in PAAG in the pre­
sence of SDS, is equal to 40?՝00 շր 101)0.
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Л',., —константа Михаэлиса, К. —константа ингибирования.

Аминокислотные оксидазы служили биологической науке многие годы 
как уникальные биохимические объекты для выявления ряда принципи­
альных энзиматических вопросов. Вскоре после их открытия оксидазы 
□•аминокислот были использованы Варбургом и Кристианом [9] в сво­
их фундаментальных исследованиях, касающихся флзвннаденпнлииук- 
лсотнда (ФАД). Считается установленным, что простетнческой груп­
пой оксидазы О-аминокислот является ФАД и что он ковалентной 
связью соединен в активном центре фермента [8].

Одна из характерных особенностей флавопротеинов заключается и 
том. что они проявляют значительные различия в спектрах not лощепл ւ 
не только между собой, но и со свободной простетнческой группой. Эти 
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свойстбз можно использовать для контролирования рекомбинации ФАД 
■с апопротеином, так как последний не имеет поглощения в видимой об 
ласти. Спектрофотометрический и флуоресцентный анализы комплекса 
зпопрот.ина с ФАД обеспечивают ценной информацией относительно 
природ, этих связен, так как свободный ФАД имеет специфический ад- 
сирбиж-иный спектр, который может быть изменен при комбинировании 
с апопротеином [5].

Литературные данные о .молекулярном весе фермента млекопита­
ющих весьма разноречивы [3—5]. от 37.600 до 115.000. Такое расхож­
дение, как предполагают авторы |3. 6, 12], обусловлены особенностями 
мономер-дим'ерногб равновесия, выражающимися главным образом з 
|-<>.!имерпзации мономерной формы фермента пр!! повышении концент­
рации и температуры [6] Определение молекулярного веса частично 
очищенных препаратов фермента осложняется также присутствием вы­
сокомолекулярных примесей. .Фиш. при высокой степени очистки, ког­
да удаляются указанные примеси, стабилизируются результаты опре- 
делеш::- молекулярных весов фермента [5. 13].

Ранее нам удалось провести довольно высокую очистку печеночно­
го фермента без использования стабилизаторов к получить высокоак­
тивный фермент со степенью очистки, равной 1013,5. и удельной актив- 
гостью 225 мкмоль/мг/час [ 11.

В настоящей работе приводятся результаты изучения некоторых 
Физико-химических свойств фермента.

Marepuu.i и методика Опыты проводили из очищенной охенхэзе D-а.мпшжиелот 
। 'ivhh ля yijifei։ Rana ridibtinda (лягушка озерная)

Молекулярный вес н гомогенность фермента определяли методом электрофореза 
и ПЛЛГ (полиакриламидном геле) к присутствии SDS по Веберу и Осборну [10]. 

՛ Электрофорез проводили в 10%-ном геле, используя в качестве метки О.ОР’ф-иий рас­
твор бромфенольного синего. Белковые зоны окрашивали кумасси сипим (<).001°/о-нын 
рл tflop на 7%-ной уксусной кислоте). Для приготовления апопротеина нл очищен­
ного фермента использовали метод Массы и Куртц [7]. Диализ проводили при 4° 
Дчи.пиа՛,пый раствор. 0.1 \\ калий-фосфатиын буфер (pH 8,3). содержал Зх1( 3 М 
ЭДТД и КВг. Полученный апопротеин активен несколько недель при 0° и несколько 
месяцев— яри - 20°.

УФ-спектры поглощения апопротеина. ФАД и фермента измеряли на спектрофо­
тометре «Specord» (ГДР) при 20°. Активность ферменгз определяли по количеству 
в՛.делившегося при инкубации с субстратом i'D-метноинлом) аммиака, который опредс 
ляли ио методу Зслинсоиа в модификации Силаковой [2]. В работе использовали 
ФАД. ФМН։ АДФ. АМФ (Sigma Grad 111. США), остальные реактивы марки «х.••...

Результаты и обсуждение. Полученные данные показали, что сме­
шивание апопротеина с ФАД сопровож дается изменениями в спектре 
поглощения, флавиновой флуоресценции и восстановлением каталити­
ческой активности. Из рис. I видно, что если максимальное поглоще­
ние ФАД наблюдается при 263 им. а апопротеина—<лри 280 нм, то по­
сле их смешивания появляется максимум поглощения при 269 нм. Не­
видимому, в результате смешивания образуется комплекс ФАД-аиопро- 
теин с максимумом поглощения при 269 им и с восстановлением ка­
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талитической активности, чти отмечается и в отношении оксидаз почек 
млекопитающих [II].

File I Спектры пог.иянснпж ФЛД- 4Х 
1‘* < М; 1 — дшшрогеппз 8.2ХЮ 4 №

ФАД4-1- ФЛД-апопротснц (1:2).

Результаты изучения флуоресценции ФЛД при добавлении апопро­
теина подтвердили эго предположение. Наблюдаемая при этом (рис. 2) 
кинетика снижения интенсивности флуоресцеин ни ФАД указывает и» 

Рис. 2. Изменения по флапнпопий флуорсскснини при с меняны и ин 4ХК *8М 
хромачографнчсскл чистого ФЛД с 6.25X10 ‘М апопротеином при 15° 
(возбуждение -170 иv, эмиссия—530 нм). Л график уравнения первого 

порядка; В—график уравнения пссадопервого порядка.

то, что комплексообразование происходит в две стадии: первоначальное 
быстрое связывание ФАД (первая минута) переходит н стадию медлен 
шах вторичных изменений внутри комплекса ФАД апопротеин. По- 
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следкне имеют постоянную скорость, равную 0.15 min 1 , и не зависят 
от концентрации апопротеина. в то время как быстрая стадия находит­
ся в зависимости от концентрации.

Если принять, что взаимодействие протекает со следующей после­
довательностью

А 4՜ ФАД А — ФАД г* фермент,
то константа скорости псевдопервого порядка .тля быстрой фазы мо­
жет быть вычислена приблизительно, путем вычитания воздействия 
медленной фазы и вычерчиванием кривой разницы. Эта линия (пунктир­
ная линия на рис. 3) соответствует константе скорости псевдопервого

Рис. 3. Кривая титрования апопротеина (6.25Х 10 М) ФАД.

порядка, равной 2.05 min ’. При известной концентрации аиокротен- 
на. равной 6,25X10 1 М, константа скорости второго порядка равна 
0.32x10-։ min 1 М ։.

Кривая титрования апопротеина ФАД (рис. 4) показывает, что при 
концентрации ФАД, равной 4X10 !М, происходит насыщение зпоцро-

Рнс. i. Графики .'1а1*тнувера-Бчрка ։ля трех различных каниелтранн.т on։- 

•псиного фермента: I -5 10 4 At ц 1х10՜4 М: 111 5 10՜5 М 
(Кп—2,->/ 10 ; 3,7x10 ”1 Л. 10 ”* 51 спответ.'твенно).
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теина и полное восстановлен не активности. При титровании его ФМН. 
АМФ и АДФ. в тех же условиях, не наблюдается восстановления ката­
литической активности

На основании этих данных можно сделать вывод, что именно ФАЛ 
является простетической группой оксидазы D-а.минокислот.

Определение молекулярного веса очищенного фермента, проводи­
мое в соответствии с методикой электрофореза в 10%-ном ПЛАТ в при­
сутствии SDS, показало, что полученный нами очищенный фермент го­
могенен и имеет .молекулярный вес, равный 40.000 ± 1000. Эта величина 
близка значениям молекулярных весов, наблюдаемых и тля оксидаз по­
чек млекопитающих (12, 13].

С втается установленными существование мономер-димерного рав­
новесия |М^=Д) у фермента млекопитающих [14], а также смешение 

равновесия в сторону образования мономера при понижении кон­
центрации ферментного белка, pH и температуры раствора или же при 
повышении концентрации попов С1“[3, 15]. Это наглядно видно и на 
пашем препарате при исследовании К |;. я VrI„ очищенного фермент­
ного раствора различных концентраций.

Как видно из рис. 5, с понижением концентрации значения Ка։ и 
\'ш_, увеличиваются, что согласуется с литературными данными [15].

Следовательно, можно предположить существование М~?Д равно­
весия и у печеночной оксидазы D-аминокислот амфибий.

При изучении влияния ПХМБ (р-хлормеркуриобензоат) оказалось, 
что активность фермента ингибируется на 92% при 10 3 М концентра­
ции ПХМБ, на 69%—при 10 ’ М. на 53% — при 10 5 М. Соответствен­
но К: равны 1.10-2; 1,6X10֊*; 1,0(>х 10֊* М.

Таким образом, изученный фермент имеет тиоловую природу. К по­
добному заключению приходят и другие авторы в отношении оксидазы 
О-амннокнслот млекопитающих.
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