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NAD+-çàâèñèìàÿ ôîðìèàòäåãèäðîãåíàçà (ÔÄÃ,
ÊÔ 1.2.1.2) ïðèíàäëåæèò ê ñóïåðñåìåéñòâó D-ñïåöè-
ôè÷íûõ äåãèäðîãåíàç 2-îêñèêèñëîò. ÔÄÃ êàòàëèçèðó-
åò îêèñëåíèå ôîðìèàò-èîíà äî óãëåêèñëîãî ãàçà ïðè
ñîïðÿæåííîì âîññòàíîâëåíèè NAD+ äî NADH:

      HCOO- + NAD+ → NADH + CO2.

Ôîðìèàòäåãèäðîãåíàçû øèðîêî ðàñïðîñòðàíåíû â
ïðèðîäå è èãðàþò âàæíóþ ðîëü êàê â îáåñïå÷åíèè
ýíåðãèåé ìåòèëîòðîôíûõ îðãàíèçìîâ, òàê è â îòâåòå
íà ñòðåññîâûå âîçäåéñòâèÿ â ðàñòåíèÿõ (çàñóõà, õè-
ìè÷åñêèå ðåàãåíòû, ïîíèæåííàÿ òåìïåðàòóðà, íåáëà-
ãîïðèÿòíûé ñîñòàâ ïî÷âû è äð.) [1]. Äàííûå îá àê-
òèâíîñòè ðàñòèòåëüíûõ ÔÄÃ î÷åíü ïðîòèâîðå÷èâû
(0,01-1,40 ìêìîëü/ìã) [2]. Ðàçáðîñ çíà÷åíèé àêòèâíî-
ñòè ñâÿçàí ñ òåì, ÷òî ìåòîäèêà âûäåëåíèÿ ÔÄÃ èç
ìèòîõîíäðèé ðàñòåíèé äîñòàòî÷íî ñëîæíà è çàíèìà-
åò ìíîãî âðåìåíè. Ïîýòîìó â õîäå âûäåëåíèÿ ïðî-
èñõîäèò ÷àñòè÷íàÿ èíàêòèâàöèÿ ôåðìåíòà, ñòåïåíü
êîòîðîé èçìåíÿåòñÿ â çàâèñèìîñòè îò èñïîëüçóåìîé
ìåòîäèêè.

Â íàøåé ëàáîðàòîðèè ïðîâîäÿòñÿ ñèñòåìàòè÷åñêèå
èññëåäîâàíèÿ ïî èçó÷åíèþ ìåõàíèçìà äåéñòâèÿ è
óëó÷øåíèþ ñâîéñòâ ðàñòèòåëüíûõ ôîðìèàòäåãèäðîãå-
íàç, â òîì ÷èñëå è ðåêîìáèíàíòíîãî ôåðìåíòà èç ñîè
(SoyÔÄÃ). Äëÿ êîððåêòíîãî ñðàâíåíèÿ ñâîéñòâ ìóòàí-
òíûõ SoyÔÄÃ è ôåðìåíòà äèêîãî òèïà íåîáõîäèìî
îïðåäåëÿòü òî÷íóþ êîíöåíòðàöèþ àêòèâíûõ öåíòðîâ
è êàòàëèòè÷åñêóþ êîíñòàíòó. Öåëü äàííîãî èññëåäî-
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Ïðîâåäåí àíàëèç ñòðóêòóðû ñâîáîäíîé ôîðìèàòäåãèäðîãåíàçû è ñâÿçàííîé â òðîéíîé êîìï-
ëåêñ ñ NAD+ è àçèä-èîíîì, êîòîðûé óêàçûâàåò íà âûñîêóþ âåðîÿòíîñòü ýôôåêòèâíîãî òóøå-
íèÿ ôëóîðåñöåíöèè ôåðìåíòà ïðè îáðàçîâàíèè ýòîãî êîìïëåêñà. Ïîëó÷åíû ñïåêòðû âîçáóæ-
äåíèÿ è ôëóîðåñöåíöèè àïî-ôåðìåíòà, ïîêàçàíî, ÷òî ôëóîðåñöåíöèÿ ôåðìåíòà îáóñëîâëåíà
îñòàòêàìè òðèïòîôàíà. Èññëåäîâàíà çàâèñèìîñòü òóøåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ÔÄÃ îò êîíöåíò-
ðàöèé NAD+ è àçèä-èîíà. Ñ ïîìîùüþ äàííûõ çàâèñèìîñòåé îïðåäåëåíû êîíöåíòðàöèè àêòèâ-
íûõ öåíòðîâ ôåðìåíòà è êàòàëèòè÷åñêàÿ êîíñòàíòà ðåêîìáèíàíòíîé ÔÄÃ èç ñîè Glycine
max.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ôîðìèàòäåãèäðîãåíàçà, òóøåíèå ôëóîðåñöåíöèè, êîíöåíòðàöèÿ
àêòèâíûõ öåíòðîâ, êàòàëèòè÷åñêàÿ êîíñòàíòà.

âàíèÿ – ðàçðàáîòêà îïòèìàëüíîé ìåòîäèêè äëÿ îïðå-
äåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè àêòèâíûõ öåíòðîâ ðåêîìáèíàí-
òíîé ôîðìèàòäåãèäðîãåíàçû èç ñîè Glycine max.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü
Ðåêîìáèíàíòíóþ ôîðìèàòäåãèäðîãåíàçó èç ñîè ïî-

ëó÷àëè ýêñïðåññèåé â êëåòêàõ E. ñoli, êàê îïèñàíî ðà-
íåå [3]. Ñîãëàñíî äàííûì àíàëèòè÷åñêîãî ýëåêòðîôî-
ðåçà, ÷èñòîòà ïîëó÷åííûõ ïðåïàðàòîâ ðåêîìáèíàíòíîé
SoyÔÄÃ â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå â ïðèñóòñòâèè äî-
äåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ ñîñòàâëÿåò íå ìåíåå 98%. Àê-
òèâíîñòü ôîðìèàòäåãèäðîãåíàçû îïðåäåëÿëè ïðè 30°Ñ
ñ ïîìîùüþ ñïåêòðîôîòîìåòðà “UV1601PC” ôèðìû
”Shimadzu” ïî îáðàçîâàíèþ NADH íà äëèíå âîëíû
340 íì (ε340 = 6220 Ì–1⋅ñì–1). Èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè
â 0,1 Ì íàòðèé-ôîñôàòíîì áóôåðå (pH 7,0). Êîíöåíò-
ðàöèÿ ôîðìèàòà íàòðèÿ è NAD+ â êþâåòå ñîñòàâëÿëà
0,1 Ì è 0,4 ìã/ìë ñîîòâåòñòâåííî.

Ôëóîðåñöåíöèþ ñâîáîäíîé ôîðìèàòäåãèäðîãåíàçû,
à òàêæå ñâÿçàííîé â êîìïëåêñû ñ NAD+ è àçèä-
èîíîì, èçìåðÿëè íà ñïåêòðîôëóîðèìåòðå “Hitachi
MPF-4” (λ = 350 íì) ïðè âîçáóæäåíèè íà äëèíå âîë-
íû 300 íì. Äëÿ ýòîãî â êâàðöåâóþ êþâåòó (V =
3 ìë) äîáàâëÿëè 2,1 ìë ðàñòâîðà ôåðìåíòà â íàòðèé-
ôîñôàòíîì áóôåðå è ðàñòâîð NAD+ äî êîíöåíòðàöèè
2×10–4 Ì â êþâåòå. Òî÷íûå êîíöåíòðàöèè èñõîäíûõ
ðàñòâîðîâ NAD+ îïðåäåëÿëè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè
íà äëèíå âîëíû 260 íì (ε260 = 17800 Ì–1⋅ñì–1). Ïðè
èçìåðåíèè ôëóîðåñöåíöèè ôåðìåíòîâ ñ ðàçíîé àêòèâ-
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íîñòüþ èñïîëüçîâàëè âñåãäà îäíó è òó æå êîíöåíòðà-
öèþ NAD+ â êþâåòå, ðàâíóþ 2×10–4 Ì. Çàòåì òèò-
ðîâàëè ôåðìåíò ðàñòâîðîì àçèäà íàòðèÿ ñ êîíöåíòðà-
öèåé 1×10–4 Ì. Êàæäûé ðàç ïîñëå äîáàâëåíèÿ îò-
äåëüíîé ïîðöèè ðàñòâîðà àçèä-èîíà ïðîâîäèëè èçìåðå-
íèå ôëóîðåñöåíöèè. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè
àêòèâíûõ öåíòðîâ ôåðìåíòà ñòðîèëè çàâèñèìîñòü òó-
øåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè îò êîíöåíòðàöèè ðàñòâîðà àçèäà
íàòðèÿ. Êîíöåíòðàöèþ àêòèâíûõ öåíòðîâ íàõîäèëè ïî
àáñöèññå òî÷êè ïåðåñå÷åíèÿ êàñàòåëüíûõ ê íà÷àëüíî-
ìó è êîíå÷íîìó ó÷àñòêàì êðèâîé òèòðîâàíèÿ.

Çíà÷åíèå êàòàëèòè÷åñêîé êîíñòàíòû ðàññ÷èòûâàëè
èç òàíãåíñà óãëà íàêëîíà ëèíåéíîé çàâèñèìîñòè íà-
÷àëüíîé ñêîðîñòè ðåàêöèè (àêòèâíîñòè ôåðìåíòà) îò
êîíöåíòðàöèè àêòèâíûõ öåíòðîâ. Îáðàáîòêó ýêñïåðè-
ìåíòàëüíûõ äàííûõ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàì-
ìû «Origin Pro 7.5».

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå
Ìîëåêóëà ôîðìèàòäåãèäðîãåíàçû ñîñòîèò èç äâóõ

èäåíòè÷íûõ ñóáúåäèíèö, ïðè÷åì êàæäàÿ èç íèõ ñî-
äåðæèò ïî 4 îñòàòêà òðèïòîôàíà è 12 îñòàòêîâ òèðî-
çèíà. Êàæäàÿ ñóáúåäèíèöà èìååò ïî äâà äîìåíà –
ñóáñòðàò- è êîôåðìåíò-ñâÿçûâàþùèå äîìåíû. Â êà-
÷åñòâå ïðèìåðà ìîæíî ïðèâåñòè ñòðóêòóðó ôîðìèàò-
äåãèäðîãåíàçû èç ðàñòåíèé Arabidobsis thaliana
(AraÔÄÃ), àìèíîêèñëîòíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü êîòî-
ðîé èìååò î÷åíü âûñîêóþ ãîìîëîãèþ ñ òàêîâîé äëÿ
ôåðìåíòà èç ñîè (85% àáñîëþòíîãî ñîâïàäåíèÿ îñ-
òàòêîâ). Êàê ïîêàçàíî íà ðèñ. 1, â àïî-ôîðìå AraÔÄÃ
àêòèâíûé öåíòð ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ïîëîñòü, íàõîäÿ-
ùóþñÿ ìåæäó äâóìÿ äîìåíàìè. Ïðè îáðàçîâàíèè
êîìïëåêñà ñ NAD+ è àçèä-èîíîì ñóáúåäèíèöà ÔÄÃ
“ñõëîïûâàåòñÿ” (ðèñ. 2) è àêòèâíûé öåíòð ïåðåõîäèò

â çàêðûòóþ êîíôîðìàöèþ, â êîòîðîé ìîëåêóëû êîôåð-
ìåíòà è ñóáñòðàòà ïðàêòè÷åñêè íåäîñòóïíû ðàñòâî-
ðèòåëþ. Â êàæäîé ñóáúåäèíèöå AraÔÄÃ òðè îñòàòêà
òðèïòîôàíà èç ÷åòûðåõ ðàñïîëîæåíû âáëèçè àêòèâíî-
ãî öåíòðà ôåðìåíòà. Áîëåå òîãî, îäèí îñòàòîê òðèï-
òîôàíà èç îäíîé ñóáúåäèíèöû êîíòàêòèðóåò ñ àêòèâ-
íûì öåíòðîì âî âòîðîé ñóáúåäèíèöå ôåðìåíòà. Òà-
êèì îáðàçîì, ìîæíî ïîëàãàòü, ÷òî îáðàçîâàíèå òðîé-
íîãî êîìïëåêñà ñ NAD+ è àçèä-èîíîì ìîæåò ïðèâåñ-
òè ê èçìåíåíèþ ôëóîðåñöåíöèè îñòàòêîâ òðèïòîôàíà
ÔÄÃ, à òî÷íåå, ê åå òóøåíèþ â ðåçóëüòàòå “çàêðû-
òèÿ” ñòðóêòóðû. Ýòîò âûâîä ïðàâîìåðåí è â ñëó÷àå
ÔÄÃ èç ñîè, ïîñêîëüêó ýòîò ôåðìåíò èìååò òàêæå
÷åòûðå îñòàòêà òðèïòîôàíà íà ñóáúåäèíèöó, ïîëîæå-
íèå êîòîðûõ â àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
òàêîå æå, êàê è â ñëó÷àå AraÔÄÃ.

Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíû ñïåêòðû âîçáóæäåíèÿ è
ôëóîðåñöåíöèè ñâîáîäíîé SoyÔÄÃ, ãäå õîðîøî âèäíî,
÷òî ìàêñèìóì ôëóîðåñöåíöèè íàõîäèòñÿ íà 350 íì,
ïðè÷åì åãî ïîëîæåíèå íå çàâèñèò îò äëèíû âîëíû
âîçáóæäåíèÿ. Ýòè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì,
÷òî ôëóîðåñöåíöèÿ ôåðìåíòà îáóñëîâëåíà îñòàòêàìè
òðèïòîôàíà. Äëÿ äàëüíåéøåé ðàáîòû ìû âûáðàëè
äëèíó âîëíû âîçáóæäåíèÿ 300 íì. Èçâåñòíî, ÷òî
ýíåðãèÿ, èçëó÷åííàÿ îäíèì îñòàòêîì òðèïòîôàíà, ìî-
æåò áûòü ïîãëîùåíà äðóãèì, íàõîäÿùèìñÿ ïî ñîñåä-
ñòâó âíóòðè áåëêîâîé ãëîáóëû. Ýòî ÿâëåíèå íàçûâàåò-
ñÿ ðåçîíàíñíûì ïåðåíîñîì ýíåðãèè. ×åì áîëüøå äëè-
íà âîëíû âîçáóæäåíèÿ, òåì íèæå ýôôåêòèâíîñòü òà-
êîãî ïðîöåññà. Ïðè âîçáóæäåíèè íà äëèíå âîëíû
áîëüøå ÷åì 300 íì âêëàä ðåçîíàíñíîãî ïåðåíîñà
ýíåðãèè âî ôëóîðåñöåíöèþ ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâóåò.

Èç ëèòåðàòóðû èçâåñòíî, ÷òî àçèä-èîí – ñàìûé
ñèëüíûé èç îïèñàííûõ îáðàòèìûõ êîíêóðåíòíûõ ïî

Ðèñ. 1. Ñòðóêòóðà àïî- (à) è õîëî- (á) ôîðì ôîðìèàòäåãèäðîãåíàçû èç Arabidobsis thaliana. ×åðíûìè øàðèêàìè îáîçíà-
÷åíû îñòàòêè òðèïòîôàíà, ïðèíàäëåæàùèå ëåâîé ñóáúåäèíèöå, à ñåðûìè øàðèêàìè – ïðàâîé ñóáúåäèíèöå

7 ÂÌÓ, õèìèÿ, ¹ 3
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ôîðìèàòó èíãèáèòîðîâ ôîðìèàòäåãèäðîãåíàç, êàê èç
ìèêðîîðãàíèçìîâ, òàê è èç ðàñòåíèé [4]. Êîíñòàíòà
èíãèáèðîâàíèÿ ÔÄÃ àçèä-èîíîì ñîñòàâëÿåò îêîëî
10–7 Ì, ïðè ýòîì èíãèáèòîð ñâÿçûâàåòñÿ òîëüêî ñ
äâîéíûì êîìïëåêñîì ÔÄÃ–NAD+, íî íå ñî ñâîáîä-
íûì ôåðìåíòîì. Ïîýòîìó ïåðåä èçó÷åíèåì òóøåíèÿ
ôëóîðåñöåíöèè ôåðìåíòà ïîä äåéñòâèåì àçèä-èîíà
íåîáõîäèìî áûëî ïîäîáðàòü îïòèìàëüíóþ êîíöåíòðà-
öèþ NAD+. Ïðè âûáîðå îïòèìàëüíîé êîíöåíòðàöèè
êîôåðìåíòà íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü òîò ôàêò, ÷òî êîí-
öåíòðàöèÿ NAD+ íå äîëæíà áûòü ñëèøêîì âûñîêîé
âî èçáåæàíèå ýôôåêòà âíóòðåííåãî ôèëüòðà çà ñ÷åò
âîçìîæíîãî ïîãëîùåíèÿ ñàìîãî êîôåðìåíòà íà äëèíå
âîëíû 300 íì. Â òî æå âðåìÿ åãî êîíöåíòðàöèÿ äîëæ-
íà áûòü äîñòàòî÷íî âûñîêîé, ÷òîáû ïðàêòè÷åñêè âñÿ
SoyÔÄÃ áûëà ñâÿçàíà â äâîéíîé êîìïëåêñ. Êàê ïîêà-
çàëè íàøè ýêñïåðèìåíòû, íîðìèðîâàííûå íà êîíöåíò-
ðàöèþ ôåðìåíòà êðèâûå òóøåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ôîð-
ìèàòäåãèäðîãåíàçû NAD+ ïðàêòè÷åñêè íå çàâèñÿò îò
êîíöåíòðàöèè SoyÔÄÃ (íà ðèñ. 2 íå ïîêàçàíî). Ïðè
êîíöåíòðàöèè NAD+ â êþâåòå, ðàâíîé 2×10–4 Ì, òó-
øåíèå ôëóîðåñöåíöèè äîñòèãàåò ~50% îò íà÷àëüíîé.
Äàëüíåéøåå äîáàâëåíèå NAD+ íå ïðèâîäèò ê çàìåò-
íîìó èçìåíåíèþ ôëóîðåñöåíöèè, ïîýòîìó ýòà êîíöåí-
òðàöèÿ êîôåðìåíòà (2×10–4 Ì) áûëà âûáðàíà äëÿ
äàëüíåéøåé ðàáîòû.

Íà ðèñ. 3 ïðåäñòàâëåíû çàâèñèìîñòè òóøåíèÿ ñîá-
ñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè SoyÔÄÃ àçèä-èîíîì â ïðè-
ñóòñòâèè 2×10–4 Ì NAD+ ïðè ðàçíûõ êîíöåíòðàöèÿõ
ôåðìåíòà. Èç ðèñóíêà õîðîøî âèäíî, ÷òî íà÷àëüíûé
è êîíå÷íûé ó÷àñòêè êðèâîé òèòðîâàíèÿ àïðîêñèìè-

Ðèñ. 2. Ñïåêòðû âîçáóæäåíèÿ ðåêîìáèíàíòíîé ôîðìèàòäåãèäðîãå-
íàçû ñîè (ñïðàâà) ñ èçìåðåíèåì ôëóîðåñöåíöèè íà äëèíàõ âîëí
(λôë), íì: 1 – 340, 2 – 350 è 3 – 360 è ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè
ôåðìåíòà (ñëåâà), ïîëó÷åííûå ïðè äëèíàõ âîëí âîçáóæäåíèÿ
(λâîçá), íì: 1 – 280, 2 – 290 è 3 – 300 (0,1 Ì ôîñôàòíûé áóôåð, ðÍ 7,0)

Ðèñ. 3. Òèòðîâàíèå àêòèâíûõ öåíòðîâ ðåêîìáèíàíòíîé ôîðìèàò-
äåãèäðîãåíàçû ñîè; F0 è F – èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ôåð-
ìåíòà â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè NaN3 ñîîòâåòñòâåííî; λâîçá =
300 è λôë = 350 íì ñîîòâåòñòâåííî; 0,1 Ì ôîñôàòíûé áóôåð
(ðÍ 7,0) êîíöåíòðàöèÿ NAD+ 2×10–4 Ì. Àêòèâíîñòü ïðåïàðàòîâ
ôåðìåíòà (ìêÌ/ìèí): 1 – 10; 2 – 33; 3 –50; 4 – 110; 5 – 150

ðóþòñÿ ïðÿìûìè. Êàê áûëî ïîêàçàíî äëÿ ÔÄÃ èç áàê-
òåðèé Pseudomonas sp.101, àáñöèññà òî÷êè ïåðåñå÷å-
íèÿ ýòèõ êàñàòåëüíûõ ñîîòâåòñòâóåò êîíöåíòðàöèè àê-
òèâíûõ öåíòðîâ ôåðìåíòà [5]. Ñëåäóåò òàêæå îòìå-
òèòü, ÷òî àçèä-èîí ÿâëÿåòñÿ ýôôåêòèâíûì òóøèòåëåì
ôëóîðåñöåíöèè SoyÔÄÃ. Èíòåíñèâíîñòü îñòàòî÷íîé
ôëóîðåñöåíöèè êîìïëåêñà (SoyÔÄÃ–NAD+–àçèä) ñî-
ñòàâëÿåò íå áîëåå 14% îò òàêîâîé äëÿ äâîéíîãî êîì-
ïëåêñà ñ NAD+. Â ñëó÷àå ÔÄÃ èç áàêòåðèé
Pseudomonas sp.101 îñòàòî÷íàÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóî-
ðåñöåíöèè òðîéíîãî êîìïëåêñà ñîñòàâëÿåò òîëüêî 30%.
Áîëåå âûñîêàÿ îñòàòî÷íàÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåí-
öèè â ïîñëåäíåì ñëó÷àå, ïî-âèäèìîìó, ìîæåò áûòü
ñâÿçàíà ñ òåì, ÷òî áàêòåðèàëüíûé ôåðìåíò èìååò
øåñòü îñòàòêîâ òðèïòîôàíà íà ñóáúåäèíèöó ïî ñðàâíå-
íèþ ñ ÷åòûðüìÿ îñòàòêàìè ó ðàñòèòåëüíûõ ÔÄÃ.

Èç àáñöèññ òî÷åê ïåðåñå÷åíèÿ êàñàòåëüíûõ ìû
îïðåäåëèëè êîíöåíòðàöèè àêòèâíûõ öåíòðîâ ôåðìåíòà
è ïîñòðîèëè ãðàôèê çàâèñèìîñòè àêòèâíîñòè ïðåïàðà-
òîâ ôåðìåíòà îò åãî êîíöåíòðàöèè. Íà ðèñ. 4 âèäíî,
÷òî ìåæäó àêòèâíîñòüþ ôåðìåíòà è êîíöåíòðàöèÿìè
àêòèâíûõ öåíòðîâ, îïðåäåëåííûõ ìåòîäîì òóøåíèÿ
ôëóîðåñöåíöèè, ñóùåñòâóåò ëèíåéíàÿ êîððåëÿöèÿ. Ïî
çíà÷åíèþ òàíãåíñà óãëà íàêëîíà áûëà ðàññ÷èòàíà
âåëè÷èíà ýôôåêòèâíîé êàòàëèòè÷åñêîé êîíñòàíòû, êî-
òîðàÿ ñîñòàâèëà (2,83±0,27) ñ–1.

Òàêèì îáðàçîì, ìû ðàçðàáîòàëè ìåòîäèêó îïðåäå-
ëåíèÿ êîíöåíòðàöèè àêòèâíûõ öåíòðîâ ðåêîìáèíàíòíîé
ôîðìèàòäåãèäðîãåíàçû èç ñîè Glycine max, êîòîðàÿ â
äàëüíåéøåì áóäåò èñïîëüçîâàíà äëÿ õàðàêòåðèñòèêè
ñâîéñòâ ìóòàíòíûõ ôåðìåíòîâ.
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Ðèñ. 4. Îïðåäåëåíèå ýôôåêòèâíîé êàòàëèòè÷åñêîé êîíñòàíòû
ðåêîìáèíàíòíîé ôîðìèàòäåãèäðîãåíàçû ñîè ïî çàâèñèìîñòè
àêòèâíîñòè îò êîíöåíòðàöèè àêòèâíûõ öåíòðîâ ôåðìåíòà

DETERMINATION OF ACTIVE SITE CONCENTRATION AND CATALYTIC
RATE CONSTANT FOR RECOMBINANT FORMATE DEHYDROGENASE
FROM SOYA Glycine max

E.G. Romanova, A.A. Alekseeva, E.V. Pometun, V.I. Tishkov
(Division of Chemical Enzymology)

Anaylsis of three-dimension structures of apo- and holo- formate plant dehydrogenase (FDH)
shows that binding of the enzyme with azide-ion and coenzyme NAD+ in ternary complex should
result in high quenching of the enzyme fluorescence. Exitation and emission spectra indicated
that fluorescence is mainly due to tryptophan residues. Dependences of FDH fluorescence on
NAD+ and azide concentrations were studied. Using these dependences the method for
determination of enzyme active site concentrations were developed and catalytic rate constant for
recombinant FDH from soya Glycine max was calculated.

Key words: formate dehydrogenase, fluorescence, concentration of the active sites,
catalytic constant.
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