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В последние годы установлено, что для большинства олигомерных 
ферментов характерна тетрамерная или димерная структура (•-'), К 
ним относится также .малатдегидрогеназа (1. малат-НАД-оксидорсдук 
таза-1 I 137) растении (ЧДГ), состоящая из изоферментов с молеку
лярным весом 275 000 дальтон (՝'). Тетрамерную структуру МДГ можно 
считать термодинамически достаточно стабильной, однако гетероген
ность субъединиц определяет неодинаковую структурную устойчивость 
отдельных изоферментов Этот вопрос не исследован н достаточной 
степени для .МДГ различных видов растений и их мутантных форм 
Нами было предпринято исследование стабильности МДГ пшеницы сор 
га ( Г. .1еч||\ил1) «Безостая-1» и ее изоферментов в растворе мочевины 
возрастающих концентрации Мочевина является интересным модифи
катор м молекулярной структуры белков в силу своей способности вы
зывать конформационные перестройки макромолекулы н непосредствен
но влиять на микроокружение хромофорных остатков ( ’ •), что возмож
но выявить обычными оптическими методами. С этой целью исследо
валась зависимость МД Г и се изоферментор в присутствии 0,1 - 6,0 М 
мочевины по изменению оптической плотности в УФ с власти спектра и 
интенсивности люминесценции.

Выделение и очистку МДГ из пшеницы проводили согласно ( ‘ 
Белки из раствора осаждали, используя 95% насыщение сернокислым 
аммонием ('։. После обессоливания гель-фильтрацией через колонку 
ДЭАЭ-сефадехса Г-75, уравновешенную 0.01 М фосфатным буфером 
pH 7.6. содержащим 1п :‘М 2-исркаптозтанола, белки фракционировали 
на колонке, заполненной ДЭАЭ-целлюло.зоЛ. уравновешенной 0.01 М 
фосфатным буфером, с 10 *М 2-меркаптоэтанолом при pH 7,6.

Элюцию белка проводили ступенчатым градиентом 0—0,4 М \’аС1. 
Концентрацию белка определяли методом Кьельдаля.

Оптическую плотность в УФ области спектра регистрировали на 
спектрофотометре «Спсктромом-202», Величина соотношения оптиче
ской плотности при двух длинах волн Е ч ы растворов МДГ состанля 
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за 1.6, чго указыидет на незначительное содержание иуиЛспновых 
кислот н препаратах белка..

11 нт сне наноси и спектр люминесценции регистрировали на спек- 
трсфлюорографс «ФаррандМК-1* (США) Измерения проводили а 
кварцевой кювете (1 с.ы) с 0.01 М фосфатным буфером pH 7,6 Длина 
полны возбуждающего света 280 нл Вее измерения проводили при 
комнатной температуре.

Исследование светопоглощен ня колоночных фракций МД Г. элюн 
риванных ступенчатым градиентом и области 0.02 0.4 М МаС1 выявило 
сходство абсорбционного спектра с выраженным максимумом погло
щения в области 280 н.»< (рве I).

В присутствии возрастающих концентраций мочевины в среде 
происходит изменение величины светопоглошения в облает 280 н.н во 
всех колоночных фракциях МД Г без сдвига максимума (ри- 2». В

Рве I Спектры ш» лишений шпо
ночных фракций мл хат тег парогена »ы. 
хлюнруемых разными копцеитрацн- 
имн NaCl. 0.01 М фосфатный буфер 
1>Н 7.6.10 1 М 2-м<ркл1И”Г'Ч<'>л». 
/ 0.4 М N.xCI; 2 0.2 .4 NaCl. < 

о.։ М NaCl. 4 0.2 М NaCl

Рис. 2 Зависимое и, псличины максимально) о 
СЛСГОЛ0ГЛОНКЧ1НЧ колоночных фракций М1Г 

иг концентраций мочеммны

„рнеупт.... . малых концентраций мочении 1П« М "I имеет
снижение недачины счетоиог.тощеиич и ованети м.кннумз. очечии... 
и, за лоольиыч изменений при . .........................  по-ишеигил 



ны.х цепей под влиянием органического растворителя. Мочевина в кон 
иентрацин выше 2.0 М вызывает некоторое повышение оптической 
плотности белка Этот эффект МОЖНО объяснить распадом тетрамера 
МДГ на отдельные мономеры с демаскированием соответствующих 
хромофорных групп, хотя нельзя исключить также деспнралнэацшо 
макромолекулы фермента в некотором степени. 1. е. частичное ег1՜1 
«плавление» под влиянием достаточно высокой концентрации мочевины 
Согласно (■՛). уже в 1,0 М мочевине тетрамер \\ДГ некоторых расти
тельных организмов распадается на мономеры.

Мочевина как денатурирующий агент н данном случае может дейст
вовать двумя способами: при низких концентрациях вызывать разрыв 
слабых полярных и водородных связей в подвижных участках на уровне 
четвертичной структуры МД Г и. тем самым, индуцировать локальные 
сдвиги в малостабнлнзованных областях макромолекулы, при высоких 
। описи 1 рациях расщеплять тетрамер с развалом четвертичной (Струк
туры макромолекулы и с дополнительными изменениями в третичной 
и вторичной структуре отдельных мономеров, вследствие ослабления 
гидрофобных взаимодействий. Таким образом, эффект мочевины в зави
симости от концентрации можно использовать как тест для исследо
вания стабильности структуры тетрамера А\ДГ или отдельных мономе
ров с целью выявления видовых различий, а также мутационных изме
нений

Результаты измерения активности препараза МДГ выявили четкую 
зависимость от концентрации мочевины в среде. Из рис. 3 видно, что 
сдвиги, вызванные мочевиной в малостабнлнзованных участках пре
пятствуют аллостерическому кооперативному переходу макромолекулы 
в новое состояние под влиянием субстрата, что обусловлено неболь
шими модификациями структуры макромолекулы.

Рис. 3. Запнсныость величины каталитической актнпиосги 
смеси колоночных фракций МДГ от возрастающих кошк и- 

трацнй мочевины. Буфер фосфлтнып pH 7.6. 01 М
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Мочевина к концентрациях выше 1,0 М вызывает дальнгишс< спи 
жсние активности фермента, которое не изменяется при повышении ос 
концентрации выше 5,0 М. Такой тип торможения активности до опро- 
именного стабильного уровня, вероятно, объясняется развалом тетра
мерной со рук туры белка, когда минимальная активное гь обеспечива
ется раздельным функционированием активных центров на отдельны* 
мономерах, неспособных взаимодействовать друг с другом Следова
тельно, резу.и таты исследования влияния мочевины па активность фер
мой га вполне согласуются с результатами исследования ее влияния на 
кривые оптической плотности растворов МДГ в АФ области

Рве 4 Зависимость максимальной величины ни- 
теяснпвостп люминесценции растворов МДГ (в 
относительных единицах) ст возрастающих кон
центраций мочевины Измерение эмиссии в области 
335—340 им. Обозначения тс же. что из рве. 2

Возможность появления локальных изменений на уровне четвер
тичной структуры фермента в присутствии низких концентраций моче
вины обнаружена также при исследовании спектров и интенсивност । 
люминесценции препаратов МДГ. Как видно из экспериментов растворы 
МДГ пшеницы характеризуются спектром люминесценции с максимумом 
квантовой эмиссии в области 335 340 «ч, обусловленном возбуждени
ем остатков тирозина и триптофана в молекуле белка. Важно, что су
щественных различий в спектре квантовой эмиссии отдельных колоноч
ных фракций не удалось обнаружить. Из рис I видно, что интенсив
ность люминесценции МДГ в присутствии иткмх концентрации моче
вины повышается. Это увеличение неравномерно для различных коло
ночных фракций Наибольшее изменение интенсивности люминеснсн- 
цни наблюдается в колоночной фракции, элюнруемон 0,2 М КаС!

С повышением концентрации мочевины одновременно выявляется 
сдвиг максимума эмиссии в длинноволновую область (350 лн|. Таким 
образом, н присутствии высоких концентрации мочевины увеличивается 
доступность триптофановых остатков полярному растворителю. При 
этом происходит экранировка хромофоров другими частями молекулы, 
иначе говоря, различные триптофановые остатки оказываются в среде
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с разной полярностью. Экранировка уменьшает полярность п спектр 
эмиссии белков сдвигается в коротковолновую область, по сравнению 
со спектром индола и триптофана (в_,Л) в то время, как мочевина, 
увеличивая полярность среди, вызывает сдвиг максимума люминесцеп 
ции вправо. Причем, нужно отметить, что для колоночных фракции, 
величина сдвига максимума в длинноволновую область спектра различ
на. Для колоночной фракции 0.1 М NaCl. сдвиг максимума не обнару
жен Самос сильное смещение максимума люминесценции наблюдается 
для колоночной фракции 0,4 М NaCl. . •

Сравнение результатов намерения величины светопоглощсння. фер
ментативной активности и люминесценции растворов МДГ позволило 
найти определенную зависимость между изменениями в структуре тет
рамера фермента и его активностью в зависимости от концентрации 
мочевины Дву хфазность кривых указывает на различную природу 
си л. стабилизирующих четвертичную структуру и структуру отдельных 
субъединиц. Стабильность тетрамера обеспечивается слабыми межмо
лекулярными взаимодействиями между субъединицами и небольшие 
влияния на этом уровне модифицирующего агента сильно снижают 
активность фермента. При разрушении тетрамера, отдельные субъеди
ницы проявляют достаточно высокую стабильность ферментативной ак
тивности в присутствии больших концентраций мочевины, что, по-вн 
днмому. обеспечивается гидрофобными взаимодействиями. Обнаружи
вается также различная устойчивость структуры отдельных изофермен
тов к органическому растворителю. Таким образом, наблюдаемые раз
личия стабильности смеси изоферментов МДГ к мочевине, обусловлены 
различным содержанием отдельных изоферментов, обладающих неоди
наковой структурной стабильностью. Последнее служит тестом для 
оценки нзоферментного состава МДГ. а также различий в молекуляр
ной структуре отдельных мономеров.

С целью определения изменений в .молекулярной гетерогенности 
МДГ в разных сортах и мутантах пшеницы нами предпринято сравни
тельное исследование структурной стабильности этого фермента, что 
является предметом наших последующих публикаций.
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ոսէ, •իերմենսէւստիվ տ կտիվությաԼ և ԱՈււք ինեսցենցիայի սպե կտրի ինւոեն֊ 
սիվությաէւ փոփոխքոթյուններովւ Գտնվել Հ կապ ֆերմ ենտի լորր/քրգային 
կառուցված րի և նրա ակտխիո/1 յան միչև' կապված միրլանյութի լուծույթի 
կոնցենտրացիա լի լր Տ եւորամեր ֆերմենէոի կ ա յուն ո ր թ լուն ր պայմանավորված 
/ ՄԳՀ֊ի ենթամիավորների միֆն թույլ միյմոլեկույ յար վ՚ոի՚ազղեղ ltւp յա մ ր ւ

ա "1/^/* 1)ա՚Կ՛ կ"նէյ ենտրտյյիաների ազդեք/ութ յան ււյա յմաններո։ մ արղե- 
յակվո՚մ կ ֆերմենտի ակտիվություն/։ 30^ ֊ով, իսկ աոանձին ևնթամիավոր 
նհր ցուցաբերում են րավակսւնին մեծ կայունություն՝ նույնիսկ մ ի։/տնյո։ ք1 ի 
րարձր կոն ։; ենարա յյ իան ե րի ն ե րկ ։։՛ յո ւ թ յա մր , որր րստ երևույթին պայմանս։ 
վորված կ մ իքմ ււ/եկու/ա յին ‘իղրլլֆոր ւիո ի՛ ա ղղե յյո ւթ յա մ ր։ Հայտնաբերվեք կ, 
որ աոանձին ի զո ֆ երմ են տն ե ր ի կ տ ոույյվա ծ բա յին կ ա յո ։)<ո< ի /ոէն ր տարրեր կ։

Ա յսպիսով. միղանյութի նկւսւոմսւմբ ՄԴՀ-ի նկատվող կա յունո՛ թ ւան 
տ ւսրրերւ։՛ թ յուններր պայմանավորված են աոանձին ի ղո ֆերմ են տն ե րի քանա
կական Հ արար երոլթ յտմ րւ Վերջինս կարող կ ։ անղիսանա/ ուղենիշ ՄԴՀ-ի 
իղոֆերմ են ։ո ա յին կազմի գնահատման, ինչպես նաև աոանձին մոնոմերների 
մու ե կո ււ ա է/՚ն կաուս ւյվւսծրի ւոարրհրո՚թյան րնորոչման համար՛
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