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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність проблеми. Особливе значення у метаболізмі клітини 

мають флавінові коферменте FNN і FAD. які входять до складу ба­

гатьох окисно-відновних біологічних каталізаторів - флавопротеї- 

нів. Флавінові коферменте утворюються з рибофлавіну (вітаміну 

B2).Останнім часом досягнуті значні успіхи у дослідженні біосин­

тезу рибофлавіну (РФ) у мікроорганізмів, що привели до створення 

продуцентів цього вітаміну. У той самий час біосинтез флавінових 

коферментів вивчений недостатньо і це переокодкае створенню тео­

ретичної концепції координації синтезу апоферментів 1 коферментів 

у мікроорганізмів. Тому дослідження ферментів, цо каталізують ре­

акції синтезу флавінових нуклеотидів. е важливою проблемою сучас­

ної біохімії.

Перау реакцію перетворення РФ до коферментних форм каталізує 

РФ-кіназа - фермент, який фосфорилюе РФ з утворенням FNN. Хоча 

РФ-кіназа описана у деяких мікроорганізмів, проте не описані мно­

жинні молекулярні форми цього ферменту, не отримані його гомоген­

ні препарате, відсутні відомості про термостабільні РФ-кінази.

Інтерес до дослідження РФ-кіназн і можливості її використан­

ня в біотехнологічному процесі отримання FNN помітно зріс після 

публікації даних чіро неспроможність отримати чистий РФ-5'-фосфат 

за допомогою хімічного синтезу.

Hena та завдання дослідження. Метою робота було вивчити процес 

фосфориловання РФ у дріжджів та можливість використання іммобілі­

зованої РФ-кінази для отримання чистих препаратів FHN. Для досяг­

нення поставленої мете у роботі ставили такі основні завдання: 

-дослідите термоінактивацію РФ-кінази у безклітинних екстрактах 

дріжджів Pichia guilliernondii;

-розробите методи розділення та очистки виявлених форм РФ-кінази 

та вивчите їх властивості;

-дослідите субстратну специфічність дигідро-РФ-кінази і РФ-кінази 

до ряду структурних аналогів РФ;

-вивчите наявність множинних молекулярних форм РФ-кінази у різних 

мікроорганізмів;

-дослідити можливі механізми регуляції синтезу виявлених форм 

РФ-кінази у дріжджовій клітині;

-отримати іммобілізовані прег афжт̂цріддиівш Рфнинази. вивчити

їх властивості, а також можлйвот№їиійристаікня'у процесі фернен-
/л*.! країни



тативного синтезу FMN.
Наукова новизна роботи. Вперше показано, що у дріжджів процес 

фосфорилювання РФ є складним і каталізується двома суттєво від­

мінними за своїми властивостями ферментами - РФ-кіназою та дигід- 

ро-РФ-кіназою. Множинні молекулярні форми РФ-кінази виявлені у 

деяких представників різних систематичних груп мікроорганізмів. 

Науково-практичне значення. Дослідження ферментів, що синтезують 

флавінові нуклеотида, є важливим з точки зору фундаментальної нау­

ки, оскільки закономірності біосинтезу FMN і FAD у мікроорганіз­

мів вивчені недостатньо. З'ясування механізмів синтезу флавінових 

коферментів є необхідною умовою для створення продуцентів кофер- 

ментних форм вітаміну B2. Розробка методів іммобілізації РФ-кіна­

зи. отримання нерозчинних препаратів ферменту та дослідження їх 

властивостей може бути використане біотехнологічною промисловістю 

для ферментативного синтезу FMN. 

основні положення, які виносяться на захист.
1.У дріжджів, на відміну від існуючих раніше уявлень, процес фос­

форилювання РФ є складним 1 каталізується двома суттєво відмінни­

ми за своїми властивостями ферментами - РФ-кіназою та дагід- 

ро-РФ-кіназою.

2.Множинні молекулярні форми РФ-кінази виявлені у представників 

мікроорганізмів різних систематичних груп.

3.Іммобілізована шляхом включення до структури поліакриламідного 

гелю РФ-кіназа може бути використана в реакторах періодичного 1 

неперервного типу дії для отримання препаратів FMN високого сту­

пеню чистоти.

Апробація роботи.Матеріали дисертації доповідалися і обговорюва­

лися на IV Всесоюзній конференції "Биосинтез ферментов микроорга­

низмами " (Ташкент.1988). VI зїзді Українського мікробіологічного 

товариства (Київ,1989). Всесоюзній конференції "Проблемы микроб­

ного синтеза витаминов и их производных " (Ташкент,1990), Всесо­

юзній конференції "Методы получения, анализа и применения фермен­

тов" (Рига.1990), 15 Міжнародному симпозіумі по дріжджах (Ри­

га. 1991), 7 Всесоюзному симпозіумі "Инженерная энзимология"

(Москва.1991), 6 Європейському конгресі по біотехнології(Флорен­

ція. 1993). 35 Інтернаціональному конгресі по прикладній хімії

(IUPAC) (Стамбул,1995).

Публікації. Основні результати досліджень представлені в 11 дру­

кованих працях.
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Структура пи об* єм роботи. Дисертація складається з вступу, огля­
ду літератури, опису матеріалів і методів досліджень, викладення 

результатів досліджень та їх обговорення, висновків і списку лі­

тератури (200 першоджерел). Робота викладена на сторінках 

друкованого тексту, ілюстрована 44 рисунками і 17 таблицями.

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ

У роботі використовували:

- дріжджі Saccharomyces cerevisiae раса XH.S.cerevislae K1V-1116, 

S.cerevisiae 71В-1122, S.bayanus EC-1118, Klayveromyces lactis. 

Candida famata BKM 18, Candida pseudotropicales. парафінутилізуючі 

дріжджі Pichla guilliermondii ATCC 9058, Candida maltosa ВСБ 774. 

штами метанолзасвоюючих дріжджів Hansenula polymorpha ВКПМ Y-201.

H.polymorpha ML9, Candida boidinii Т2А, Pichia pinus 1031:

- бактерії Escherichia coli К-12, ауксотрофні по РФ штами 

Bacillus subtilis ВКПМ В-5101, Bacillus subtilis R-32:

- актиноміцети Streptomyces Ilvidans Т2, Sacharopolyspora 

erythraea Tl:

- гриби Eremothecium ashbyli 1906 - продуцент РФ, Penicillium 

vitale - продуцент глюкозооксидази.

Мікроорганізми культивували на відповідних середовищах 

[Burkholder, 1943:Spizizen.1958:Yagi,1956]. Безклітинні екстракти 

отримували руйнуванням клітин за допомогою балістичного методу. 

Концентрацію білка у препаратах визначали за методом Lowry і 

ін.[19511.

Активність РФ-кінази визначали за методом Кащенка та 

ін.[1976]. Визначення активності РФ-кінази по відношенню до ди- 

гідро-РФ проводили за модифікованим методом[Kearney et аі..1979]. 

Активність FAD-синтетази визначали за методом Sehreeker і 

Kornberg [1950]. Активність лужної фосфатази визначали за модифі­

кованим методом Струговщикової та ін.[1973].

Фракціонування безклітинних екстрактів сульфатом амонію та 

органічними розчинниками здійснювали за загальноприйнятими мето­

диками [Скоупс.1995]. Гель-хроматографію безклітинного екстракту 

проводили на колонках, наповнених сефадексами G-25, G-75. G-100. 

Для іонообмінної хроматографії використовували СМ-сефадекс С-50, 

а для афінної - синю сефарозу CL-6B {Pharmacia.Швеція).

Вертикальний електрофорез за неденатуруючих умов проводили 

на пластинах у 7% поліакриламідному гелі (ПААГ) у тріс-гліциново-



му буфері. pH 8,3 при температурі 4°С протягом 4 гол при напрузі 

200В.Електрофорез у присутності 0. IX DS-Ma проводили в 15* ПААГ у 

тріс-гліциновому буфері pH 8.3 за методом Лемлі [1970].

Молекулярну масу ферментів визначали методом гель-фільтрації 

на сефадексі G-75 [Детерман.1970] і електрофорезу в 15* ПААГ 

[Laemmly, 1970].

Іммобілізацію РФ-кінази шляхом її включення до структури ПА­

АГ проводили при концентрації мономерів в гелі від 10-20% та від­

носній концентрації біс-акриламіду від 2 до 4%.

Константи Міхаеліса (Kk) визначали за методом Lineweaver і 

Burk [1934]. Енергію активації реакції фосфорилювання РФ визнача­

ли за величиною кута нахилу прямої на графіку залежності швидкос­

ті синтезу FMN від температури [Диксон.Уебб.1982]. Константу 

швидкості термоінактивації (K1н) визначали графічно за кутом на­

хилу кривих залежності In Vo/V від тривалості преінкубації фер­

менту. Енергію активації процесу інактивації (Ea*) розраховували 

графічно за кутом нахилу прямих залежності InK, н від оберненої 

величини температури 1/Т. Розрахунок термодинамічних параметрів 

активації процесу теплової інактивації ферменту (&H*,AS*,bF*) 

проводили на основі отриманих величин K1н за раніше описаним ме­

тодом [Березин.1976].

константу швидкості процесу інактивації, операційну стабіль­

ність РФ-кінази під час роботи реактора безперервної дії. а також 

півперіод збереження активності розраховували за методом Варфоло­

меева і Березіна [1976]. Ефективність іммобілізації оцінювали 

за величиною ферментативної активності в кінці процесу. Цей по­

казник виражали як процентне співвідношення кількості ферменту, 

що зв'язався з носієм, до всієї кількості ферменту в препараті, 

використаному для іммобілізації.

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ TA ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

1.Виявлення двох форм РФ-кінази у дріжджів 

Досліджували процес термоінактивації РФ-кінази в безклітин- 

ннх екстрактах дріжджів P.guilliermondii. На рис.і наведені кіне­

тичні криві термоінактивації фермента при різних фіксованих тем­

пературах. Вирахувані значення К,н для обидвох стадій інактивації 

Р£>-кікази є суттєво відмінними (табл. 1). Виходячи з чітко вираже­

ного лзохфазного характеру інактиваційних кривих припустили, що в 

клітинах цих дріжджів присутні два ферменти, що каталізують реак­
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цію фосфорилювання РФ. інактивація яких описується відповідно 

швидкою і повільною стадіями. На користь цього припущення свід­

чить відсутність впливу субстратів (РФ і АТР), активаторів (Mg2*) 

та речовин білкової природи на двостадійний характер інактивацій- 

них кривих, а також агрегації чи автолізу РФ-кінази в процесі 

термоінактиваці ї.

Розраховані ефективні активаційні параметри процесу теплової 

інактивації для двох форм фермента також вказують на Існування 

двох форм РФ-кінази (табл.2). На підставі цих даних можна стверд­

жувати, що інактивація двох форм РФ-кінази відбувається за різки-

Рис.1. Напівлогарифмічні 

анаморфози залежності ак­

тивності РФ-кінази від 

часу термоінактивації 

безклітинного екстракту 

дріжджів P.guiIliermondii 

при температурах 75°C (1),

80°C(2).85°С(3), 90°C (4).

-  5 -

Табл.1. Залежність величини К,н від температури для двох 

стадій термоінактивації РФ-кінази

Температура K х IO4 C -*1

Швидка стадія Повілька стадія

75 82 7.2 '
80 135 7.8
85 225 9.1
90 400 11.2

ми механізмами [Коли. 1968]. що. в свою чергу, могло свідчити про 

певні відмінності у структурі термостабільного 1 термолабільного 

ферментів.

При електрофорезі нативного безклітинного екстракту, попе­



редньо очищеного від низькомолекулярних речовин шляхом гель-філь­

трації на сефадексі G-25, виявлено два відмінних за електрофоре­

тичною рухливістю компоненти, що володіють РФ-кіназною активністю 

(рис.2). "Швидкий" РФ-кіназний компонент відповідає термостабіль­

ній формі ферменту, "повільний" - ідентичний термолабільній 

РФ-кіназі.
Вивчення РФ-кіназної активності під час фосфорилювання окис­

леної і повністю відновленої форми РФ (1,5-дигідрорнбофлавіну) у

Табл.2. Активаційні термодинамічні параметри процесу термо­

інактивації термостабільної і термолабільної РФ-кіназ

-  6  -

Форма
рибофла-

вінкінази

Стабільна
Лабільна

Ентальпія
лН*

кДж/моль

30.3
109.6

Ентропія 

Дж/моль K

-241.0
30.3

Вільна ене­
ргія {"ібса 

&G
кДж/моль

114.3
98.8

Енергія
активації

Ea
кДж/моль

33.2
112.5

Рис.2. Схема електрофореграми 

нативного безклітинного екстра 

кту дріжджів P.guiliermondii; 

активність РФ-кінази до (А) і 

після (Б) термоінактивації.

безклітинних екстрактах термоінактивованих різні проміжки часу 

при 90’C показало, що на кінетичній кривій термоінактивації при 

визначенні активності РФ-кінази за дигідро-РФ чітко виражена лише 

повільна ста. я інактивації ферменту.

Аналіз отриманих результатів дозволив зробити припущення, що 

термостабільна РФ-кіназа е більш специфічна до дигідро-РФ, тоді 

as термолабільний фермент - до окисленої форми флавінового субс-



трату. Виходячи із субстратно! специфічності, термостабільну фор­

му ферменту можна назвати дигідро-РФ-кіназою.

2. Розділення та очистка РФ-кінази та дигідро-РФ-кінази

Досліджували можливість розділення та очистки термостабіль­

ної і термолабільної форм РФ-кінази за допомогою різних методів. 

Цієї мети вдалося досягти при афінній хроматографії попередньо 

очищеного від низькомолекулярних речовин безклітинного екстракту 

на синій сефарозі CL-6B. що містить у якості ліганд? цибакрон си­

ній F3 GA. Найбільш оптимальний результат з розділення двох ферм 

ферменту та їх компактній елюції був отриманий при градієнтній 

елюції ATP із зміною швидкості протоку елюента в другій стадії 

десорбції (рис.ЗА).

Термоінактивація профілю елюції показує, що перший пік РФ-кі- 

назної активності, який вимивається при більш низьких значеннях 

концентрації АТР, відповідає термолабільній формі РФ-кінази. 

Збільшення концентрації ATP в елюючому буфері призводить до елю­

ції термостабільного ферменту.

При цьому фракція термолабільної РФ-кінази проявллг більшу 

активність при фосфорилюванні РФ. Термостабільний фермент значно 

краще фосфорилює дигідро-РФ (рисЗБ). Необхідно відзначити, що 

обидві форми ферменту здатні в різній мірі фосфорилювати як окис­

лений, так і відновлений флавіновий субстрат. У пікових точках 

ферментативної активності на профілі елюції білків активність 

термолабільної РФ-кінази по відношенню до дигідро-РФ складала 

45-50% від активності по відношенню до РФ. Здатність термоста­

більного ферменту фосфорилювати дигідро-РФ на 30-35¾ перевищувала 

здатність до фосфорилювання окисленої форми РФ. Таким чином, ме­

тод афінної хроматографії дозволив розділити дві форми ферменту 

та отримати високоактивні препарати РФ-кінази (1.5 мЕ/мг) і ди­

гідро-РФ-кінази (0.9 мЕ/мг).

Результати гель-хроматографії безклітинного екстракту дріжд­

жів P.guilliermondii на колонці 1.5 х 120 см. заповненій сефадек 

сом G-75, наведені на рис.4А. При дослідженні здатності елюйова- 

них білків фосфорилювати дигідро-РФ виявлено пік ферментативної 

активності, який не співпадав з піком активності РФ-кінази.

З метою збільшення роздільної здатності методу було викорис­

тано поєднання нисхідної і висхідної гель-хроматографії за допо­

могою двох колонок (2 х 200 см), заповнених сефадексом G - 75. Як
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Рис. З, Мінна хроматографія на синій сефарозі CL-6B препарату 

Р3~ кінази ісля гель-фільтрації на сефадексі G-25: А - актив­

ність у фракціях до (і) і після (2) їх прогрівання при SO0C на 

протязі 3 хв. Б - активність у фракціях за РФ (і) і за дигід- 

рс-РФ (2); концентрація білку (3). Стрілкою відмічено зміну 
сяидкості ежції з 30 до 6 мл/гОд.

видно з рис.4Б основні піки РФ-кіназної і дигідро-РФ-кіназної ак­

тивностей відповідають білкам відповідно з більшою і меншою моле­

кулярними масами.
Вклад активностей цих ферментів у загальну РФ-кіназну актив­

ність цитозолю складає 65-70* для РФ-кінази і 30-35* для дигід- 

ро-РФ-кінази. Тоді як дигідро-РФ-кіназна активність цитозолю клі­

тини P.guilliennondii на 75-80* представлена активністю дигід- 

ро-РФ-кінази і 20-25* - активністю РФ-кінази.

Молекулярні маси РФ-кінази і дигідро-РФ-кінази визначені ие-

-  8  -
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тодом гель-фільтрації становлять відповідно 28 I 24 кДа.

З мето* отримання внсокоочищених препаратів дигідро-РФ-кІна- 

зи проводили очистку ферменту за схемою представленою в табл.З.

При нативному електрофорезі отриманого препарату дигід- 

ро-РФ-кінази нами виявлено лише один компонент, що володів дигід- 

ро-РФ-кіназною активністю в 1.35 раз більшою, ніж РФ-кіназною 

(Rt»0.36). При електрофорезі очищеного препарату ферменту в ПААГ 

у присутності DS-Na ми не виявили супутніх білків (рис.5). Молеку­

лярна маса дигідро-РФ-кінази, визначена за допомогою методу 

електрофорезу, становить 24 кДа.

Рис.4. Гель-хроматографія безклітинного екстрахту дріжджів 

P.guillleriBondli на сефадексі G-75 на колонці 1.5x120 см - А. 

2x400см - Б; 1-активиїсть РФ-кінази. 2 - активність дигід­

ро-РФ-кінази; 3-концентрація білху.
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3. Вивчення властивостей двох форм РФ-кінази 

Отримані препарати ферментів використовували для дослідження 

властивостей двох форм РФ-кінази при фосфорилюванні РФ та дигід- 

ро-РФ.

Досліджені значення температурних оптимумів дії для РФ-кіна­

зи 1 дигідро-РФ-кінази дещо відмінні 1 не залежать від форми Фла- 

вінового субстрату ферментативної реакції (табл.4). Енергія акти­

вації реакції фосфорияовання дигідро-РФ дигідро-РФ-кіназою в 1.3 

рази е нижчою, ніж при фосфорилованні РФ. тоді як цей параметр 

для РФ-кінази при фосфорнлюанні дигідро-РФ дещо зростає порівня-

Табл.З. Очистка дигідро-РФ-кінази із дріжджів P.gullIiermondiі

Етап очистки Білок.
MT

Активність ферменту
Вихід,* Ступінь

очисткиЗагальна
мЕ

Питома
мЕ/мг

1.Безклітинний 3800 247 0.065 100 1

2.Л іоф?лізація 3040
3.Сефадекс G-75 49.8
4.Синя сефароза 0.3
5.Л1офілізац1я 0.18

304
216
36.8
25.4

0.1
4.33
122.5
140.9

123
87.5
14.9
10.3

1.54
66.7
1884.6
2168.0

Рис.5. Електрофорез у НААГ у 

присутності DS-Ka препаратів т -  
гідро-РФ-кінази на різних етапах 

очистки:1-безклітиннин екстракт. 

2-після гель-фільтрації на сефа- 

дексі С-75.3-ПІСЛЯ ЯіфіВіюї хро­

матографії на синії! ссфарозі, 

4-маркерні білки.
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но із РФ. Спостерігається незначний зсув pH-оптимуму дії у лужну 

сторону для дигідро-РФ-кінази 1-у  кислу для РФ-кінази при замі­

ні відновленої форми флавонового субстрату на окислену.

Особлівий Інтерес становлять дані, отримані при вивченні 

спорідненості дигідро-РФ-кінази до субстратів, а також активато­

рів ферменту - іонів Mg2* 1 Zn2*. Значення Kji. виявлені для ди­

гідро-РФ-кінази як до РФ, 1, особливо, до дигідро-РФ. є дуже 

низькими 1 знаходяться на рівні значення Km для РФ-кінази із

В.subtilis, яка здатна фосфорилювати лише відновлену форту флаві- 

нового субстрату [Kearney et аі.. 1979]. При фосфориляванні дигід- 

Табл.4. Властивості РФ-кінази 1 дигідро-РФ-кінази при фосфо­

рилюванні РФ та дигідро-РФ.

Молекулярна маса.хДа 28.0

ро-РФ спорідненість дигідро-РФ-кінази до ATP в 20 раз, а до фла- 

вінового субстрату - у 40 разів перевищує цей показник для РФ-кі­

нази. Використання в якості субстрату дигідро-РФ приводить ло 

зменшення спорідненості дигідро-РФ-кінази 1 РФ-кінази до ADP рі.і- 

повідио в 5,1 1 2 рази, ніж при фосфорилйзанні РФ. У той же час 

при фосфорилюванні дигідро-РФ спорідненість до ADP для дягід- 

ро-РФ-кінази е в 2 рази більшою, ніж для РФ-кінази.
Дослідження активуючого впливу активаторів ферментативної 

реакції на дві форми РФ-кінази показало,®) ферменти при фосфори­

люванні дигідро-РФ значно відрізняються за спорідненістю до каті-

Властивості РФ-кіназа Дигідро-РФ-кіназа

РФ ДигідроРФ РФ ДигідроРФ

t-оптимум.eC 44 44 47 47
pH-оптимум 
Енергія акти-

9.0 9.2 9.0 8.8

ваці ї. ккал/кюль 15.0 15.9 20.0 15.5
флавін 10.0 20.0 0.65 0.5
ATP €.7 10.0 0.7 0.5

K .мкНADP 50.0 100.0 9.1 50.0
дЛя MT' 12.5 6.0 11.Q 26.0

Zn 3.5 . 12.5 3.3 .2.8
Стабі­ K11-C' 4.16x10'® 3.47X10*:
льність *" ♦ДТТ 3.04X10* 6 8.89x10*6
при O C t, ...ГОЛ 48.0 5.5

+дтт 63.0 21,8
Молеку;иірна маса. кДа 28.0 24.0



OHiB Zn2* I Mg2*.

Вивчення стабільності досліджуваних ферментів при O0C пока­

зало. що півперіод збереження активноті (t,/г) РФ-кінази в 8.6 

раз перевищує цей показник для дигідро-РФ-кінази. Останній фер­

мент значно Краще зберігав свою активність у присутності віднов­

люючого агенту - 4 MN дитіотреїтолу (ДТТ).

Отже, показано, що у дріжджів, на відміну від існуючих рані­

ше уявлень (Kearney et аі, 1951; Кащенко і ін .1976.1. процес 

фосфорилювання РФ є складним 1 каталізується двома суттєво від­

мінними за своїми властивостями ферментами - РФ-кіназою та дигід- 

ро-РФ-к1назою.

Відомо, що у клітинах дріжджів за різних умов культивування 

концентрація попередників флавінових коферментів може змінюватись 

у значних межах [Шавловський 1 ін.. 1969; Gancedo et аі.. 1989].

Очевидно, що присутність у дріжджів двох РФ-кіназ. які значно 

відрізняються специфічністю дії 1 спорідненістю до субстратів, 

забезпечує постачання метаболічного апарату клітини флавіновими 

коферментами: по-перше - незалежно від форми, в якій флавіновий

субстрат присутній у клітині; по-друге - у широкому діапазоні 

концентрацій флавінового і нуклеотидного субстратів.

4. Дослідження субстратно! специфічності РФ-кінази 1 дигідро-РФ- 
кінази

Ензиматичне фосфорилювання РФ-кіназою відновлених форм ана­

логів РФ до теперішнього часу не вивчалось. Для дослідження субс­

тратно! специфічності РФ-кінази 1 дигідро-РФ-кінази використову­

вали аналоги РФ, структурні характеристики яких приведені в

табл.5.

Висока субстратною активністю для обох форм ферменту воло­

діли окислені 1 відновлені аналоги, що містили в положенні 8 Cl-. 

CF3-. диметиламіно- . диетиламіно-. карбоксипентиламіно- . кар- 

боксимєтиламіногрупи.

Обидва ферменти перетворювали у відповідні похідні окислені 

та відновлені аналоги РФ із заміщеннями одночасно обох CH3-груп у 

7 і 8 положеннях на CF1- і Cl-замісники. Досліджувані ферменти не 

фосфорилювали похідні ізоалоксазину та дигідроізоалоксазину, що 

містили при NlO залишок метилу, оксиетилу. аміноетилу.

Відомо, що субстратами РФ-кінази є D-рибітильні аналоги ві­

таміну в,. які не містять у положенні 8 ізоалоксазинового кільця
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об'ємних замісників, причому наявність 5-вуглецевого поліольно- 

го залишку при H 10 вважалась обов* язковою умовою для каталітич­

ного перетворення аналогу з утворенням 5' фосфорильованого похід­

ного [McCormick et а1..1962; Кащенко 1 1н..1978].
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Табл.5. Субстратна специфічність РФ-кінази та дигідро-РФ-кінази 

по відношенню до аналогів РФ у формі хінону та дигідро- 

хінону -

Дослідження субстратно! активності lO-D-галактитильних і 10- 

D-сорб і тильного аналогів у формі гідрохінону показало, що ці ди- 

гідроізоалоксазини є в більшій чи меншій мірі активними субстра­

тами як РФ-кінази. так і дигідро-РФ-кінази. Швидкість фосфорилю- 

вання гідрохінонної форми аналогу РФ, що містив у положенні 8 

об' ємний замісник - Н-піролідил теж була більшою, ніж для окисле­

ної форми цього аналогу. Тоді як N-піперидильний аналог Рф фосфо- 

рилювався виключно у формі гідрохінону.

N
П/П

Положення замісника Швидкість фосфориловання.мхМ/хв

10 7 8
РФ-кіназа дигідро-РФ-кіназа

хінон гідрохінон хінон гідрохінон

I. D--Рибітил CH CH4 0.38 0.13 0.37 0.43
2. CH3 CF3 0.25 0.26 0.27 0,28
3. CF3 CH3 0.29 0.14 0.30 0.38
4. - " - CH' Cl3 0.31 0.17 0.32 0.35
5. - Н - Cl3 сн, 0.35 0.27 0.34 0.40
6. Cl CF3 0.22 0.30 0,23 0.25
7. - " - CF, Cl3 0,30 0.37 0.31 0.37
8 CH3 M {CH ) 0.23 0.17 0.21 0.23
9. CH3 н(с H3J f 0.22 0.17 0.13 0.20
10. H3 NHCHfCboft 0.24 0.15 0.15 0.16
И. H HH(CH5)4COOH 0.22 0.14 0.12 0.16
12. H N-піролїдил 0.07 0,20 0.06 0,08
13. H N-піперидил 0 0.03 0 0.03
140-Галактитил CH. CH1 0 0.03 0 0.03
15. Cl' CF3 0 0.25 0 0,22
16. H М-піперидил 0 0 0 0.15
ly.D-СорбІтил CF, Cl 0 0.15 0 0.11
18.2 -Оксиетил CU: CH. 0 0 0 0
19. CF; CK 0 0 0 0
20. Cl' CFf 0 0 0 0
21. COOH н 0 0 0 0
22. CF. NH(CH) OH 0 0 0 0
23. CH1 CF! Clj * 0 0 0 0
24. CH? CHj Cl 0 0 0 0
25.2 -Айіноетил Cl CF, 0 0 0 0



Табл.6. Значення Kk РФ-кінази до аналогів і похідних дигідро- 

РФ.
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N
П/П

Положеннязамісника Значення K . 
мхМ "

10 7 8

1 . Рибітил CH1 CH3 20.0
2. -  * - сн! Н(СН,), 36,0
3. CH н<с И 41.0
4. н 3 МОГ COOH 25.0
5. H HH(CH). COOH 31.0
6. - * - H піролідил 250.0
7. - * - Cl c fS 22 0
8. Галактитил Cl CF3 67.0

Рис.б. Залежність швидкості 

фосфорилювання РФ-кіназою 

7-. 8- 1 10-замІщених да- 

гідроізоалоксазинів від кой* 

центрації аналогів (в обер­

нених координатах): номери 

аналогів наведені в табл.6.

Відомо, цо для 1.5-дигідрофлавІнів характерна непланарна 

структура молекули, яка складена по осі 5-N - IO-H під кутом 

140-160° міх площинами бензольного 1 пірииідинового циклів 

[Heonerlch et аі..1975]. Можна припустити, цо взаємодія ферменту 

з більш об* ємними замісниками у положеннях 8 1 10 дигідроізоалок- 

сазинів е полегшена вкаслідох усунення стеричних перепон за раху­

нок зміни конфігурації молекули дигідрофлавінів.

Дослідження фосфорилювання РФ-кіназою відновлених форм дея­

ких аналогів вітаміну В (рис.6) показало, що воно відповідає кі-
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нетиці Міхаеліса-Ментена. Спорідненість РФ-кінази до похідних ди- 

гідроізоалоксазинів (табл.6) залежить від наявності та характеру 

замісників у положеннях 7.8 і 10. Величина Kii для 8-зам1щених 

субстратів зростає 

-N(CH3),,. -H(C2H5)2.

в ряду': CF3-. -HH-CH2-COOH.

-Н-піролідил.

HH-(CH2)5-COOH.

5.Дослідження активності РФ-кінази та дигідро-РФ-кінази у дріжд­

жів різної видової належності та інших мікроорганізмів

Всі досліджені види і штами дріжджів (табл.7) та інших мікро-

Табл.7.Активність РФ-кінази і дигідро-РФ-кінази у 

екстрактах деяких видів і штамів дріжджів

бе”,клітинних

організмів (табл.8) володіли як РФ-кіназною. так і дигідро-РФ-кі- 

назною активностями. При цьому треба відзначити, що у дріжджів, 

актиноміцетів та грибів рівень РФ-кіназної активності переважав 

рівень активності дигідро-РФ-кінази.

До цього часу практично не виявлено наявності дигідро-РФ-кі- 

назної активності у мікроорганізмів.У B.subtilis було описано ли­

ше РФ-кіназну активність [Бреслер і ін..1977].а згодом - лише ди- 

гідро-РФ-кіназну [Kearney.1979]. У безклітинних екстрактах дослі­

джених нами двох представників роду Bacillus визначили РФ-кіназну 

та дигідро-РФ-кіназну активності (табл.8). Слід зазначити, що ди- 

гідро-РФ-кіназна активність у цих штамах в 1,3-1.6 разів переви­

щувала РФ-кіназну.У Е.соїі активність дигідро-РФ-кінази в 3,5 ра­

зи перевищувала активність РФ-кінази. Таким чином, показано, що у

Вид дріжджів РФ-кіназа,нкЕ/мг диг1дро-РФ-кіназа.икЕ/мг

P. gui 11 Iennondi і 
ATCC 9058 124.0 96.0
S.cerevisiae 34.0 18.0

раса XII
S. cerevisiae 71В-1122 9,0 6.8
S.cerevisiae KIV-II16 11.0 7.8
C.raaltosa ВСЕ 774 186.0 178.0
H.polymorpha ВКПМ Y-201 135.0 116.0
H.polymorpha ML-9 
С.DOidlnil T 2A

94.0
84.0

86.0
68.0

P.pinus 1031 
S.bayanus EC-1118

85.0 74.0
16.0 9.8

C.famata BKM-I8 75.0 39,0
K.Iactls 10.5 9.5
C. pseudotroplcales 18.5 18,5.



бактерій днгідро-РФ-кіназна активність є вищою, ні* РФ-кіназна.

При афінній хроматографії безклітинннх екстрактів дріжджів 

Scerevisiae раса XII. Hpolynorpha ВКІШ Y-201. C.boldlnil Т2А та 

бактерій В.subtilis R-32 виявлено дві форми РФ-кінази. одна з 

яких була більш специфічною до РФ. а друга - до дигідро-РФ.

Дослідження рівнів РФ-кіназної та дигідро-РФ-кіназної актив­

ностей у безклітикних екстрактах дріжджів P.guilliernondii в різ* 

ні фази росту не виявило їх суттєвих змін, «о свідчить про збере­

ження у процесі росту цих дріжджів постійної швидкості синтезу 

цих ферментів.
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Табл. 8.Активність РФ-кінази та дигідро-РФ-кінази у безклітинннх 

екстрактах деяких видів 1 штамів бактерій, актиноміцетів 

та грибів.

їгами РФ-кіназа.мкЕ/мг дигідро-РФ-кІназа.мкЕ/мг

В subtilis ВКІШ В-5101 14.9 25.0
В.subtills R-32 3.2 4.3
Е.coll К-12 2.0 7.0
St.Iividans Т2 51.0 37.0
S erythraea Tl 209.9 172.5
P.Vltale 173.0 137.0
Eashby11 1906 185.0 128.0

P. guilliernondii відкоситься до дріжджів, у яких біосинтез 

РФ значно зростає при вироцуваниі на середовищі з низьким вмістом 

заліза [Вавловський та Ir .. 1969]. Проте ми не виявили впливу 

концентрації Іонів Fe2* у культуральному середовищі на синтез і 

співвідношення в клітині двох форм РФ-кінази.

Досліджували РФ-кіназну та дигідро-РФ-кІназну активності у 

безкліткнних екстрактах дріжджів P.guilliernondii в залежності 

від концентрації кисюо у культуральному середовищі. Культивування 

дріжджів P. guilliernondii в умовах лімітування кисню приводило до 

зростання в 2.5-3.0 рази дигідро-РФ-кіназної активності.

Вивчали тахож вшшв джерел вуглецевого живлення на рівні 

РФ-кіназної і дигідро-РФ-кіназної активностей у деяких видів 

дріжджів. У парафінзасвоювчих дріжджів P.guillienaondii та

С.oaltosa заміна джерела вуглецю з глюкози на парафіни в культу-



ральному середовищі приводила до майже пропорційного зростання 

обох видів РФ-кіназної активності (табл.9).

При використанні як джерела вуглецю глюкози у всіх досліджу­

ваних штамів метанолутилізуючих дріжджів Hanrenula polymorpha 

ВКПМ Y-201. Н.polymorpha ML9. Candida boidinii Т2А. Pichia plnus 

1031 рівень питомої активності РФ-кінази перевищував дигід- 

ро-РФ-кіназний, тоді як у клітин, культивованих на метанолі, дигід- 

ро-РФ-кіназна активність у деяких штамів майже в 1.5 рази була
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Табл.9. РФ-кіназна і дигідро-РФ-кіназна активності в безклітинних 

екстрактах деяких видів 1 штамів дріжджів у залежності 

від джерела вуглецевого живлення

Штами
РФ-кіназа.мкЕ/мг дигідро-РФ-кіназа. мкЕ/мг

глюко­
за

пара­
фіни

мета­
нол

глюко­
за

пара­
фіни

мета­
нол

P.KUilliermondli 
ATCC 9058 124.0 164.0 76,0 98.0

C.maltosa ВСБ 774 186.0 226.0 178.0 194.0
Н.polymorpha ВКПМУ-201 135.0 301.0 116.0 384,0
Н.polymorpha ML-9 
C.boidinil T 2А

94.0 428.0 86.0 567.0
84.0 172.0 68.0 244.0

P.plnus 1031 85,0 136.0 74.0 142.0

більшою від РФ-кіназної. Розділення двох форм РФ-кінази із дріжд­

жів Н. polymorpha ВКПМ Y-201 за допомогою методу афінної хроматог­

рафії на колонці, наповненій синьою сефарозою CL-6B показало, що 

загальне зростання РФ-фосфорилмочої активності у клітинах дріжд­

жів. вирощених на метанолі, головним чином відбувається за раху­

нок збільшення кількості дигідро-РФ-кінази.

6.Використання іммобілізованої РФ-кінази в процесі синтезу FMH

Досліджували можливість використання розчинних та іммобілі­

зованих препаратів РФ-кінази з дріжджів для отримання препаратів 

FMN. Як джерело РФ-кінази використовували біомасу промислового 

штаму метанолутилізуючих дріжджів Н.polymorpha ВКПМ'Y-201. Препа­

рати РФ-кінази (1,6 мЕ/мг) отримували шляхом фракціонування безк­

літинних екстрактів сульфатом амонію.

Найвищий вихід ферментативної активності при іммобілізації 

РФ-кінази шляхом включення в структуру ПААГ досягав 18% і спосте­

рігався при концентрації мономерів у полімеризаційній суміші 20% 

і відносній концентрації зшиваючого агенту 4%. Питома активність



одержаних Іммобілізованих препаратів ферменту складала 0,34 мЕ/мл 

гелю.

Сивчали властивості як іммобілізованої (ПААГ-РФ-кІназа), так 

і нативної форми ферменту. Отримані експериментальні дані вказу­

ють на те. що при Іммобілізації РФ-кінази з H.polymorpha включен­

ням у ПААГ практично не змінюються основні властивості ферменту 

{температурний та рН-оптимуми дії, енергія активації реакції фос- 

форилювання Рл. спорідненість ферменту до субстратів реакції - РФ 

і ATP. Розчинна та іммобілізована РФ-кінази володіють високою 

спорідненістю до РФ (20 мкМ) і ATP (90 мкМ). що дає можливість у 

процесі ферментативної трансформації РФ здійснювати глибоке пе­

ретворення субстрату u продукт - FMN.

При вивченні стабільності розчинної та іммобілізоаної РФ-кі­

нази при зберіганні препаратів на холоді (0-4°С) встановлено, що 

за таких умов для розчинного ферменту півперіод збереження актив­

ності складає 29 год. Для ПААГ-РФ-кінази виявлено появу двох ста­

дій інактивації - швидку і повільну з півперіодами збереження ак­

тивності ІЗІгод і 17,4 діб. цо значно перевищує ці параметри для 

розчинного ферменту

Операційну стабільність ПААГ-РФ-кінази досліджували у реак­

торах періодичного і неперервного типу дії. У реакторах періодич­

ного типу дії при інкубації ПААГ- РФ-кінази в умовах різних тем­

ператур і концентрацій флавінового субстрату виявлено, що опти­

мальна трансформація субстратів в продукт реакції спостерігалась 

при температурі 37°C і концентрації РФ 0,2 мМ (рис.7). У цьому 

випадку продуктивність реактора складала 34 нмоль/год х мл на 

протязі 4 год роботи реактора. При пониженні температури інкуба­

ції час безвідмовної роботи реактора, коли ступінь конверсії 

субстрату залишається постійним, збільшувався до 14 год. але при 

цьому продуктивність реактора падала. Швидкість нагромадження FMN 

у реакторах періодичної дії починала зменшуватись при трансформа­

ції не менше 2/3 всього РФ суміші.

Операційну стабільність ПААГ-РФ-кінази при постійних кон­

центраціях флавінового і нуклеотидного субстратів вивчали у реак­

торі безперервної дії (табл.10). При ступені конверсії 0.6 і 

швидкості протоку Імл/год через реактор (об1 єм 8 мл) швидкість 

синтезу FMN на протязі 12 год залишалась незмінною, зменшувалась 

у 3 рази на протязі наступних 28 год роботи реактора: в слідуючі

60 год - швидкість синтезу FMN впала лише на 5,6 % (рис.8).Півпе-
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Рис.7. Синтез FMH у реакторі періодичної дії з іммобілізовано» 

в ПААГ РФ-кіназою при температурі 37° (1.2) і 20° C (3). Кон­

центрація РФ - 0.1 мМ (1). 0.2 мМ (2,3).

Рис.8. Зміна активності ферменту у реакторі безперервної дії з 

ПААГ-РФ-кіназою. A -в  прямих координатах: Б - в координатах

залежності In Ео/Е від часу роботи реактора.

Табл. 10. Інактивація ПААГ-РФ-кінази при зберіганні і в процесі 

синтезу FMN у реакторі безперервного типу дії

Інактивація 
препарату ферменту 
в процесі

Значення констант інактивації. 
год'1 Відношення 

К, I/К, II1н Ihшвидка стадія 

«Чи1
повільна стадія

Зберігання на холоді 6.10 х 10 
Безперервний
синтез FMN 7.72 X IO'2

1,67 X IO'3 

1.58 х IO 2

3.7

4.9

ріод збереження активності ПААГ-РФ-кінази складав 26,5 год.

Отже, включення РФ-кінази в ПААГ створює можливості застосу­

вання цього ферменту в безперервному процесі синтезу FMN.
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висновки
1. Показано. що реакцію фосфорилювання РФ у дріжджів 

P g u l Iliermondii каталізують дві РФ-кінази - термолабільна і тер­

мостабільна - з константами термоінактивації при 90°C відповідно 

4.0 х 10'г і 11,2 х IO*4 с ''. Ці ферменти суттєво відмінні за 

значеннями термодинамічних активаційних параметрів процесу тепло­

вої інактивації ( Еі.дс* ,AH* ,AS*). Термостабільна і термолабільна 

РФ-кінази розділяються при електрофорезі в поліакриламідному гелі.

2. Розроблено процедуру розділення та очистки двох Форм ферменту 

за допомогою методів гель-хроматографії на сефадексі G-75 та 

афінної хроматографії на синій сефарозі CL-6B. Отримано гомоген­

ний препарат термостабільної РФ-кінази дріжджів P.guilliermondii.

3. Вивчені властивості двох форм РФ-кінази у процесах фосфорилю­

вання РФ і дигідро-РФ. Термостабільний і термолабільний ферменти 

різняться між собою за температурним і рН-оптимумами. енергією 

активації реакції фосфорилювання РФ. спорідненістю до активаторів 

(Mg2* і Zn2*). Термостабільна РФ-кіназа має значно вищу, ніж тер­

молабільний фермент, спорідненість до субстратів реакції - РФ 

(Ки-0.65мкМ). дигідро-РФ <Км«0,5мкМ) і ATP (К̂ОЛмкМ. 

K 11-0,5мкМ). Молекулярна маса термостабільного ферменту становить 

24 кДа, а термолабільного - 28 кДа.

4. Термолабільна РФ-кіназа за своїми властивостями та пріоритет­

ним субстратом відповідає раніше описаній РФ-кіназі дріжджів 

P.guilliermondii. Термостабільна РФ-кіназа відповідно до своєї 

субстратно! специфічності названа дигідро-РФ-кіназою.

5. Досліджена субстратна специфічність дигідро-РФ-кінази 1 РФ-кі­

нази до ряду аналогів РФ з замісниками у положеннях 7. 8 і 10

ізоалоксазинового кільця у формі хінону 1 дигідрохінону. Виявле­

ний факт розширення субстратної специфічності двох ферментів під 

час фосфорилювання похідних дигідро-РФ.

6. Показана наявність множинних молекулярних форм РФ-кінази у 

представників дріжджів різної видової належності та деяких інших 

мікроорганізмів.

7. Встановлено, що рівень активності РФ-кінази і дигідро-РФ-кіна- 

зи не залежить від фази росту і вмісту Fe2* у культуральному се­

редовищі. Культивування дріжджів за умов лімітування кисню супро­

воджується зростанням дигідро-РФ-кіназної активності. Вирощування 

метанол- та парафінзасвоюючих дріжджів на альтернативних джерелах 

вуглецю (метанол, парафіни) веде до зростання активності обох



досліджуваних ферментів.
8.Вивчені властивості розчинних та іммобілізованих шляхом вклю­

чення до структури ПААГ препаратів РФ-кінази. Доведено, що основ­

ні каталітичні характеристики РФ-кінази після її іммобілізації 

практично не змінюються. Нерозчинні препарати виявляли в 14 раз 

більшу стабільність, ніж розчинні. Показана можливість викорис­

тання іммобілізованої РФ-кінази дріжджів Н.роIymorpha у реакторах 

періодичного та безперервного типу дії для отримання чистих пре­

паратів FMN.
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Фаюра JI. P. Множественные молекулярные формы рибофлавинкиназы у 
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Львов, 1997. Защищаются 11 работ, которые содержат результаты 

изучения процесса фосфорилирования рибофлавина у дрожжей. Пока­

зано. что в отличии от существующих представлений, у дрожжей про­

цесс фосфорилирования рибофлавина является сложным и катализиру­

ется двумя существенно отличающимися по своим свойствам фермента­

ми - рибофлавинкиназой и дигидрорибофлавинкиназой. Множественные 

молекулярные формы рибофлавинкиназы обнаружены у представителей 

разных систематических групп микроорганизмов. Показана возмож­

ность использования иммобилизованной рибофлавинкиназы в реакторах 

периодического и непрерывного типа действия для получения препа­

ратов FMN высокой степени чистоты.

Ключові слова: рибофлавін, флавінмононуклеотид. рибофлавінкіна- 

за. множинні молекулярні форми ферментів.
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