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Карбодиимиды, и особенности их водорастворимые формы, в по - 
ледпсе время широко используются для химической модификации кар­
боксильных групп остатков аспарагиновой и глутаминовой кислот з 
белках и ферментах (' ՛). Карбодиимнд, взаимодействуя с протон;։ 
рованной карбоксильной группой, приводит к образованию 0-ацнлнзо 
мочевины, которая, будучи нестабильным соединением, либо изомери­
зуется до М-ацилмочевнны, либо в присутствии нуклеофильных ага­
тов взаимодействует с ними, высвобождая при этом мочевину (' *| 
Следует отметить, что образующаяся М-анилмочевина крайне неустон- 
чива в щелочных средах Вследствие этого при мягкой щелочной об­
работке происходит регенерация модифицированных карбоксильных 
групп белка ('). При химической модификации белков и ферментов 
следует также учитывать, что карбодиимиды в определенных условиях 
могут взаимодействовать и с 5Н-группами остатков цистеинов (9|, а 
также с 011-группами остатков тирозинов (" I Однако образующиеся 
при этом продукты реакции, в отличие от К-апнлмочевины, стабильны 
в щелочных средах (’ 81. Использование в качестве модифицирующих 
реагентов карбодиимидов позволило выявить участие карбоксильных 
। рупп в функционировании некоторых ферментов, в частности, цито­
хром С оксидазы (4), митохондриальной ХТФазы (’). различных ами 
ноацил-тРНК-синтетаз (5в). креатинкиназы (7).

В настоящем сообщении приведены данные но результатам изуче­
ния модификации глутаматдегидрогеназы (ГД1 ) водорастворимым 
карбоднимндом I -этнл-3- (3-днметнламннопропнл) карбодиимидом (да­
лее— карбодиимид), которое проводили с целью выяснения роли некото­
рых групп этого фермента в его функционировании.

ГД Г из печени быка получали по ранее описанном) методу (‘ ). 
Ферментативную активность определяли ио изменению экстинкции в 
полосе поглощения кофермента (310 нм) в условиях, описанных в рэ 
боте (|2). Модификацию ГДГ карбодиимидом проводили в 0,1 М 
МОРБ/КОН пли НЕРЕБ/КОН буферах, содержащих 0.1 М №С1.

Па рис. I, а и б показаны кинетические зависимости активности 
ГДГ от времени инкубации в растворах с различной концентрацигл 
карбодиимида при pH 5,5 и аналогичные зависимости при инкубации
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фермента в растворах, содержащих 50 мМ карбоднимида при различ­
ных pH. Как видно из приведенных данных, взаимодействие ГДГ с 
карбодиимндом сопровождается инактивацией фермента. Анализ этих 
данных в полулогарифмических координатах показал, что процесс ин­
активации подчиняется кинетике псевдо-первою порядка и константа

Рис I а) Кин։ ;нка инактнвацав IДГ при инкубации в растворах, со- 
юржаыих ра.лг.ные концентратм г.фбоднпм.чда (мМ): /—170, 2—100; 

3—50; 4—20; pH мк^бационной смеси 5.5.
б> Аналогичные авнсимостн при вар анин pH инкубационной смеси: /— 
5.0. 2—л.2: 3—5.5; /—5 7. 5— 6.0: г>—6.5; концентрация кэрбоднимида— 
50 мМ Концентрация ГДГ—0.5 мг/мл, температура инкубации 25°С

скорости инактивации повышается с повышением концентрации карбо- 
динмида и понижением pH инкубационной среды. Порядок реакции 
по концентрации ингибитора, оцененный по методу (|3), при различных 
pH варьирует в пределах 0.85—1,05, что позволяет предположить, что 
инактивация фермента обусловлена модификацией единственной груп­
пы ГДГ Как показало изучение рН-зависимости константы скорости 
инактивации. кажущаяся рК инактивации не превышает 5,5. Это об­
стоятельство указывает на то, что карбодипмид взаимодействует с од­
ной и । карбоксильных групп фермента. Попытка восстановления фер­
ментативной активности модифицированной ГДГ обработкой инкуба­
ционной смеси в слабощелочной среде (pH 9.0) не увенчалась успехом. 
Эти данные позволяют предположить, что образующаяся в результате 

• реакции 0-ацнлизомочсвина подвергается атаке внутримолекулярной 
нуклеофильной группой. Не исключено, что ответственной за инакти­
вацию ГДГ является эта нуклеофильная группа фермента. Однако, как 
показали проведенные исследования, фермент инактивируется под 
влиянием карбодиимида также и в присутствии экзогенного нуклео­
фильного агента—метилового эфира глицина (1 М). Следовательно, 
обсуждаемая инактивация ГДГ является следствием блокирования 
протонированной карбоксильной группы фермента. Следует отметить, 
что карбодиимид в этих условиях вызывает инактивацию ГДГ как в 
реакциях с бикарбокенльными субстратами фермента (2-оксоглутарз- 
том и глутаматом), так и в реакциях с монокарбоксильными субстра­
тами (пируватом, 2-оксовалериатом, аланином и валином). Эти да ։- 
ные позволяют предполагать, что модифицируемая карбоксильная 
।руина, скорее всего, принимает участие в катализе. Приведенные ре­
зультаты подтверждают гипотезу, выдвинутую Райфом н Клеландом 
(н), согласно которой механизм реакций, катализируемых ГДГ, вклю­
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чающий в себя стадию образования карбиноламина, происходит с 
участием карбоксильной группы фермента с рК около 5,2

Из данных, приведенных на рис. 1, б, видно, что при pH 6,5 н вы­
ше инкубация ГДГ с карбодиимидом не приводит к заметной инакти­
вации фермента. Однако, как это видно из данных, приведенных из 
рис. 2, при добавлении в реакционную смесь НАДН и 2-оксоглутара- 
та (кофермента и субстрата) происходит инактивация фермента при 
значениях pH 6.5 и выше. Следует отметить, что подобный эффект не 
наблюдается при добавлении каждого из этих компонентов в отдель­
ности. Анализ кинетических зависимостей (рис. 2) в полулогарифми­
ческих координатах показал, что процесс инактивации подчиняется ки-

Рис 2. Кинетика инактивации ГДГ 
50 мМ карбодиимидом в присутст­
вии 0.2 мМ НАДН и 10 мМ 2-ок- 
соглутарата при вариации pH инку­
бационной смеси: 1—6,5; 2—7,0; 3— 
7,5; 4—8,0; 5—8,5. Концентрация
1ДГ—0.5 мг/мл, температура ин­

кубация 25вС

нетике псевдо-первого порядка. Судя по р! 1-зависимости константы 
скорости инактивации ГДГ рК инактивации составляет 7,4—7.8, что 
позволяет предположить о взаимодействии карбодиимида с БН-груп- 
пой остатка цистеина или ОН-группой остатка тирозина фермента. 
Следует отметить, что при добавлении в реакционную среду, наряду с 
коферментом и субстратом, метилового эфира глицина (конечная кон­
центрация 1 М) не происходит заметной инактивации фермента. Этот 
обстоятельство свидетельствует о том, что в отсутствие экзогенного 
нуклеофила активированная карбодиимидом группа белка взаимодей­
ствует с внутримолекулярной нуклеофильной группой. Вследствие это­
го можно предположить, что инактивация фермента является следст­
вием блокирования этой нуклеофильной группы. В связи с этим сле­
дует заметить, что 80%-ная инактивация фермента, при его обработке 
карбодиимидом в присутствии специфических лигандов, наблюдается 
лишь в реакциях превращения бикарбокенльных субстратов (2-оксо- 
глутарата и глутамата). В реакциях же превращения монокарбоксиль- 
ных субстратов (пирувата, 2-оксовалерната, аланина и валина) замет­
ного изменения ферментативной активности не происходит. Эти дач­
ные однозначно свидетельствуют о том. что ни одна из групп, участ­
вующих в образовании внутримолекулярной «сшивки» (группа, актн- 



вируемая карбодиимХдо.м, и взаимодействующий с ней нуклеофил), 
непосредственного участия в катализе не принимает. Изучение ката­
литических характеристик ГДГ показало, что при модификации кар- 
боднимндом в присутствии НАДИ и 2-оксоглутарата наряду с инакти­
вацией фермента в реакциях превращения бикарбоксильных субстра­
тов происходит понижение значений Км субстратов (от 0,6 мМ до 0,2 
мМ для 2-оксоглутарата и от 3,5 мМ до 1,5 мМ для глутамата). Зна­
чения же Км коферментов (НАДИ и НАД) существенных изменении 
не претерпевают. Эти данные, очевидно, свидетельствуют о том, что 
модификация ГДГ сопровождается улучшением сродства бикарбок- 
сильных субстратов к ферменту. Этот эффект, по всей видимости, об­
условлен фиксацией путем образования внутримолекулярной «сшивки» 
специфической конформации ГДГ. которую она приобретает при обра­
зовании тройного комплекса фермент-11АДН-2-оксоглутарат. Однако 
образование внутримолекулярной «сшивки» приводит также и к огра­
ничению конформационной подвижности ГДГ, что, по всей видимости, 
и определяет потерю ферментом активности в реакциях превращения 
бикарбоксильных субстратов.

Таким образом, проведенные исследования позволили установить, 
что при pH ниже 6.5 карбодиимид взаимодействует с карбоксильно:։ 
группой ГДГ с рК ионизации <5,5, принимающей участие в фермен­
тативном катализе. В области же pH 6.5—8.5, в присутствии насыщаю­
щих концентраций НАДН и 2-оксоглутарата, карбодинмид способст­
вует образованию внутримолекулярной «сшивки», приводящей к фик­
сации конформации ГДГ. которую фермент приобретает при образова­
нии Михаэлисова комплекса с коферментом и субстратом.
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Գ|ուսւամատ րյ ե հ ի ՚| г ո էյ I. ն սւ ւփ մորփֆիկացխսն 

I 3—(3-ւ^|։մԼ|փ|սւմ|ւ ևոււ|րււււ||ւ|) I]արри 1}|ւ11մ|ւդու[

հա ցա Հայ տված /, որ գլոլտամատ դե հիդրո դենաղի ինկուբացիան 1-ւ.թՒւ 
- 3 - (3 - դի մ ե/1 իք ամի Նո պ րոպիք )կարբոդիիմիդի հետ Շ ,0 ե ցածր ար-
ժեքների դեպքում հանգեցնում Լ վերջինի ս կողմից ֆերմենտի 
իոնի դա ցիա յի արժեքով կարբօքսիյ խմբի բ լոկադա յի, որր մասնակցում է 
ֆերմենտատիվ կատայիղում։ յեղոք արժեքների դեպքում (6,5— 8 ,5 )

վերականգնված կոֆերմ են տ ի 1/ սու բստրատի ( 2 - օ ր ս ո գ[ու տ տ ր ա տ ի ) հագե­
ցած կոնցենտրացիաների ներկայությամբ, կար բո դիի մ ի դր բերում է միջմո- 
քեկոպյար կապերի առաջացման, որոնք ֆիքսում են ֆերմենտի այն կոնֆոր- 
մացիան, որր նա ստանա մ Լ կււֆերմենտի ե սուբստրատի հետ ՄիքաԼյիսի 
կոմպլեքսի գոյացման ժամանակէ
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