
l u r e . The i so la t ion s teps invo lve g e p a r i n e - a g a r o s e c h r o m a t o g r a p h y , L ichroprep R P 18 one 
a n d the e l ec t rophores i s in 20 % p o l y a c r y l a m i d e gel u n d e r d e n a t u r a t i o n cond i t i ons fol lo-
wed by e lec t roe lu t ion of the desired p r o d u c t f r o m gel . 

B e i n g an exact copy of deoxy r ibo t emp la t e the r iboo l igonuc leo t ide g a v e the yield 
of 1.0-1.5 U 2 Go on 5.0 U26o of the t e m p l a t e . 
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ИССЛЕДОВАНИЕ рН-ЗАВИСИМЫХ СТРУКТУРНЫХ 
И ФУНКЦИОНАЛЬНЫХ СВОЙСТВ ЛАКТАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ M4 

ПРИ ДЕЙСТВИИ ИОНОВ ЦИНКА 

Методами микрокалориметрии и УФ-спектроскопии установлено, что на молекуле 
ЛДГ Ma существует один специфический центр связывания для ионов цинка. По дан-

ным кругового дихроизма, при связывании ферментом иона цинка не наблюдается 
изменений во вторичной структуре, хотя при этом изменяются кинетические параметры 
фермента. 

Введение. Известно, что высокая эффективность и селективность фер-
ментов в качестве катализаторов обусловлена особенностями их стро-
ения. Связывание ферментов с пизкомолекулярными лигандами, в ча-
стности с ионами металлов, имеет, как правило, специфический харак-
тер и значительно влияет на их кинетические параметры. Одной из при-
чин, определяющих кинетическое поведение олигомерных ферментов, 
является характер ассоциации составляющих их субъединиц. В этом 
плане принципиально важно изучить вопрос о влиянии на ассоциа-
цию — диссоциацию лактатдегидрогепез (ЛДГ) эндогенно связанных 
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попов металлов, которое может быть связано с изменением копфор-
мации, значений рК ионогенных групп, контролирующих активность, 
константы Михаэлиса и т. д. Принимая во внимание, что ионы цинка 
стабилизируют четвертичную структуру многих ферментов [1] и что 
концентрация их в процессе клеточного цикла подвергается цикличе-
ским колебаниям [2], как и активность гликолиза [3, 4], в данной ра-
боте исследовали влияние ионов цинка на структуру и функцию 
Л Д Г M4 . 

Материалы и методы. Л Д Г из скелетных мышц свиньи (изоформа Al4) выделяли 
по методу Ечаи [5] с дальнейшей очисткой на ДЭАЭ-целлюлозе. Полученный препарат 
Л Д Г M4 хранили в сульфате аммония и перед экспериментом обессоливали на колонке 
с сефадексом G-50. По обычным электрофоретическим критериям препарат был гомо-
генен. Л Д Г M4 с ионами цинка получали в 10 мМ фосфатном буфере при рН 7.5, до-
бавляя соль цинка (ZnSO4) к ферменту в требуемом соотношении. Затем инкубирова-
ли 30 мин при 25 °С и использовали в дальнейших экспериментах. Необходимо отме-
тить, что анион S O 4

2 - в исследуемых концентрациях не влиял на активность Л Д Г M 4 

и получаемый препарат после обессоливания на колонке с сефадексом G-50 не содер-
ж а л ионов цинка. Последние определяли импульсным спектрофотометром, основанным 
па применении УВЧ-индуктивно связанной плазмы пониженного давления в качестве 
оптического источника света в атомно-эмиссионном элементном анализе [6]. Концент-
рацию Л Д Г M4 определяли спектрофотометрически, используя коэффициент экстинк-
ции (1 г /л) 8280= 1,29 [5], концентрацию NADH — по поглощению при 340 им (е34о = 
^ 6 2 2 0 ) . Кинетику восстановления пирувата регистрировали по изменению оптической 
плотности при 340 нм на спектрофотометре «Unicam-1'800» (Англия). Начальную ско-
рость реакции определяли по наклону касательной к исходному отрезку кинетической 
кривой, регистрируемой в течение первых 30 с после запуска реакции [7]. Кинетиче-
ские параметры реакции (Vmax и Km) находили с помощью преобразования Лайпуи-
вера—Берка и метода наименьших квадратов. Плавление Л Д Г M4 исследовали на мик-
рокалориметре [8]. Спектры кругового дихроизма измеряли на спектрополяриметре 
Jasco-SOOA (Япония). 

Результаты и обсуждение. Н а рис. 1 приведена зависимость на-
чальной скорости реакции восстановления пирувата от рН для раство-
ров Л Д Г M 4 , содержащих и не содержащих ионов цинка. Из этих дан-
ных видно, что для Z n / Л Д Г наблюдается снижение активности фер-

Т а б л и ц а 1 
Действие ионов цинка на структуру ЛДГ Ai4 по данным мик-
рокалориметрии (0,4%-ный раствор ЛДГ Ai4 в OJ M Να-фос-
фатном буфере) 
The effect of zinc ions on the LDH-M4 structure. Calorimetric 
data (0,4 % LDH Ai4 solution in OA Ai Na-phosphate buffer) 

рН Образец Tm . °С (±0,1) Т, °С (±0,05) Qf кал/грамм 
(±0,2) 

6 , 5 0 Л Д Г 5 8 , 0 2 , 5 0 з7в 
Z n / Л Д Г = 1 5 8 , 0 2 , 5 0 3 , 4 
г п / л д г - 4 5 8 , 0 4 , 0 0 2 , 0 

7 , 5 0 Л Д Г 5 6 , 8 3 , 2 0 2 , 3 
Z n / Л Д Г = 1 5 7 , 2 2 , 8 0 2 , 9 
г п / л д г = 2 5 7 , 2 3 , 2 0 2 , 5 
г п / л д г = 4 5 6 , 0 3 , 6 0 1 , 9 
г п / Л Д Г = 1 0 5 5 , 6 5 , 2 0 1 , 5 

8 , 2 5 Л Д Г 5 5 , 0 2 , 7 0 2 , 8 
Z n / Л Д Г = 1 5 6 , 0 2 , 7 0 2 , 4 
г п / л д г = 4 5 1 , 0 ; 5 6 , 0 — — 

мента. Причем при связывании одного иона цинка ферментом сниже-
ние активности наблюдается в диапазоне рН 7,00—8,25, а при соот-
ношении 2 п / Л Д Г = 4 эта область расширяется и достигает значения 
рН 6,0. Н а б л ю д а е м о е значение рК ионогенной группы, контролирую-
щей активность фермента , сдвигается с 7,55 до 7,75 при связывании 
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ферментом ионов цинка. Сдвигом рН-зависимости, однако, не ограни-
чиваются изменения, происходящие с Л Д Г M4 при связывании ионов 
цинка. Так, в табл. 1 суммированы результаты микрокалорнмстриче-
ских исследований. Как видно из представленных данных, при рН 0,5 
параметры плавления Л Д Г и Z n / Л Д Г = 1 не различаются, в то же вре-
мя для соотношения 2 п / Л Д Г = 4 наблюдается увеличение интервала 
плавления и уменьшение теплоты плавления. При рН 7,50 и 8,25 свя-
зывание одного иона цинка приводит к увеличению термостабильносги 

буфер; концентрация NADH 2 - Ю - 4 М, пирувата — 20 мМ, Л Д Г — 1 м к г / м л ) : / — Л Д Г ; 
2 — Z n / Л Д Г = 1; 3 — Z n / Л Д Г = 4 
Fig. 1. рН dependence of py ruva te ra te reduction (0.2 M \ a - p h o s p h a t e buf fer ; concent-
rat ion of NADH — 2 - I O - 4 M, py ruva te — 2 0 mM, LDH — 1 u g / m l ) : 1— LOU; 2 — 
Z n / L D H - 1 ; 3— Z n / L D H - 4 

Рис. 2. Спектр KpvroBoro дихроизма Л Д Г и Z n / Л Д Г (0,2 M Ка-фосфатный буфер, 
рН 8,25; концентрация фермента 0,2 г / л ) : 1 — Л Д Г ; 2 — Z n / Л Д Г = Г·; Z n / Л Д Г - 2 , 
г п / Л Д Г = 4, Z n / Л Д Г = 10 
Fig. 2. A spectrum of circular dichroism of LDH and Z n / L D H (0.2 M Na-phospha te 
buffer , enzyme concent ra t ion — 0.27 g/1) 1 — LDH; 2 — Z n / L D H - 1 ; Z n / L D H - 2 , Z n / L D H - 4 , 
Z n / L D H - 1 0 

плавления по сравнению с контролем, причем с увеличением рН на-
блюдается увеличение данного эффекта до одного градуса (56,8 и 
57,2 °С при рН 7,5 и 55,0 и 56,0 °С при рН 8,25). Дальнейшее же свя-
зывание ионов цинка приводит к обратному эффекту: уменьшению теп-
лоты плавления и увеличению его интервала. Причем при рН 8,25 для 
2 п / Л Д Г = 4 на кривых теплоемкости наблюдаются два пика теплопо-
глощепия (т. е. существуют два различных домена с различной термо-
стабильностыо). Данные наблюдения указывают на то, что па молеку-
ле Л Д Г M4 , вероятно, существуют два различных центра связывания 
ионов цинка, причем центр связывания с большей константой связыва-
ет один ион цинка и с увеличением рН данная константа увеличивает-
ся. Следует отметить, что при исследовании действия ионов кобальта 
и никеля па Л Д Г M4 не наблюдается изменений, характерных для 
действия одного иона цинка. Связывание одного иона кобальта или ни-
келя уменьшает термостабильпость фермента (табл. 2) . Следователь-
но, присоединение кобальта и никеля, вероятно, происходит в центре 
связывания с низким значением рК, т. е. на молекуле Л Д Г M4 су-
ществует один специфический центр связывания для ионов цинка. 
В связи с тем, что Л Д Г M4 получают кристаллизацией в сульфате ам-
мония при рН 6,2—6,5, а по пашим данным при такой величине рН fie 
происходит специфического связывания ионов цинка ферментом, пеоб-
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ходимо было исследовать, как связывание одного иона цинка влияет 
на кинетические и структурные параметры фермента. 

Так, была исследована зависимость скорости восстановления пиру-
вата от концентрации Л Д Г M4 при различных значениях рН. Из об-
ратной зависимости в координатах Лайнуивера—Берка были полу-
чены значения константы Михаэлиса (табл. 3), откуда видно, что для 
Z n / Л Д Г наблюдается резкое увеличение константы Михаэлиса при 
рН 8,0—8,5. Н а кривой зависимости Ig 5 от l g [ V 7 ( V m — V ) ] для Z n / Л Д Г 
не обнаружено кооперативности во всем исследованном интервале рН 
(получены прямые с коэффициентом Хилла, равным единице), что го-
ворит о кинетической эквивалентности активных центров фермента по 
отношению к пирувату. 

Т а б л и ц а 3 
Значения константы Михаэлиса для пиру вата 
при различных рН (0,2 M Nа-фосфатный буфер; 
концентрация NADH— 2-10~4 М, пирувата — 
0,02—0,14 мМ, ЛДГ—1 мкг/мл) 
The Michaelis-Menten constants for pyruvate at 
various pH (0.2 M Na-phosphate buffer; concen-
tration NADH — 2Ί0-4 M, pyruvate — 0,02— 
0.14 mM, LDH-1 \xg/ml) 

T а б л и ц a 2 
Действие ионов кобальта и никеля на 
структуру ЛДГ Ma по данным мик-
рокалориметрии (0,4 % -ный раствор 
ЛДГ Ma в 0,1 M Να-фосфатном бу-
фере, ρ H 7,5) 
The effect of cobalt and nickel ions on 
the LDII Ai l structure. Calorimetric da-
ta (0.4 % LDH M a solution in 0.1 M 
Na-phosphate buffer, ρH 7.5) 

рН 

Km, мМ (±0,05) 

рН 
ЛДГ Zn/ЛДГ^І 

6,50 0,16 0,13 
7,00 0,26 0,14 
7,50 0,27 0,19 
8,00 0,29 0,95 
8,25 0,29 1,55 
8,50 0,36 1,98 

Таким образом, совокупность приведенных данных указывает, что 
связывание одного иона цинка ферментом приводит к изменению его 
как кинетических, так и структурных свойств, хотя вторичная структу-
ра, как было показано методом кругового дихроизма, при этом не ме-
няется, т. е. изменения затрагивают третичную или четвертичную струк-
туру фермента (рис. 2) . 

Из литературы известно, что характерный для отдельных тканей 
стационарный уровень активности Л Д Г определяется, в основном, раз-
личиями в скорости деградации фермента [9]. Показано, что изоформа 
M4 более подвержена протеазному влиянию, чем изоформа FI4. Однако, 
по нашим данным, с учетом стабилизирующего действия ионов цинка 
на структуру M4 можно предположить, что увеличение периода полу-
жизни Л Д Г M4 приведет к увеличению количества данной изоформы 
фермента и, как результат, к другому уровню стационарной активно-
сти Л Д Г , характерному для той клеточной микросреды и для такого 
клеточного процесса, которому свойствен высокий уровень содержания 
ионов цинка, т. е. ионы цинка могут влиять на общий уровень активно-
сти Л Д Г ткани. 

S T U D I E S IN p H - D E P E N D E N T S T R U C T U R A L AND F U N C T I O N A L 
P R O P E R T I E S O F LACTATE D E H Y D R O G E N A S E IN T H E P R E S E N C E O F ZINC I O N S 

A. A. Kiladze, V. G. Birkaya, E. M. Lomidze, J. R. Monaselidze 

In s t i t u t e of Physics , 

Academy of Sciences of the Georg ian S'SR, Tbilisi 

S u m m а r у 
The effect of zinc, cobalt and nickel ions on the L D H s t ruc ture and funct ion w a s stu-
died. Calor imetr ic da ta have revealed essent ia l ly d i f fe ren t me l t ing character of LDH and 
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L D H bound wi th zinc, cobal t , and nickel ions. It is n o t e w o r t h y t h a t one zinc ion bin-
d i n g is specif ic for L D H M4 . I t is s h o w n t h a t z inc ion b i n d i n g c a u s e s the c h a n g e s in 
the L D H kinetic proper t ies , no c h a n g e s in L D H s e c o n d a r y s t r u c t u r e occur r ing . 
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ВЛИЯНИЕ ИОННОЙ СИЛЫ 
IIA ФЕРМЕНТАТИВНУЮ АКТИВНОСТЬ ТРОМБИНА 

Исследовано влияние ионной силы среды на активность тромбина (TP) при действии 
его на фибриноген (ФГ) и низкомолекулярный субстрат. Сделан вывод о том, что ус-
ловия низкой ионной силы (1 = 0,05—0,07) благоприятны для специфического взаимо-
действия TP с ФГ, не затрагивающего активного центра фермента. 

Введение. По современным представлениям, в протеолизс фибриногена 
тромбином, кроме активного, участвует и дополнительный центр 
(ДЦ) — особый элемент молекулы фермента, ответственный за узнава-
ние — связывание высокомолекулярных субстратов [1]. Д о настояще-
го времени Д Ц остается структурой гипотетической, хотя и имеются 
косвенные экспериментальные данные, свидетельствующие о его су-
ществовании и в какой-то мере характеризующие его [2]. Предполага-
ется, что Д Ц содержит кластер положительно заряженных аминоки-
слотных остатков, которые взаимодействуют с отрицательно заряжен-
ными остатками участка Αα-цепи ФГ, несколько удаленного от расще-
пляемой связи. Это взаимодействие приводит к конформациоппым из-
менениям фермента и субстрата, выражающимся в том, что расщепля-
емая связь занимает оптимальное для акта катализа положение по 
отношению к активному центру фермента [1, 3, 4]. При гидролизе ииз-
комолекулярных субстратов Д Ц тромбина в реакцию не вовлекается; 
ориентация расщепляемой связи зависит от соответствия их структуры 
строению вторичных связывающих участков активного центра фермен-
та. Родственные тромбину пищеварительные протеиназы широкого 
спектра действия подобным Д Ц регуляторным элементом не облада-
ют [4] 
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