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Повышение внутриклеточного уровня Zn2+ вследствие ишемии способствует смерти клетки, компроменти�
руя функцию митохондрий. Zn2+ является дифференциальным регулятором митохондриальной липоамид�
дегидрогеназы (LADH) в области физиологических концентраций (Ka = 0,1 мкM свободного цинка), инги�
бируя липоамид�дегидрогеназную и активируя NADH�дегидрогеназную активности. Данный эффект выз�
ван координацией Zn2+ цистеинами активного центра LADH. Описан детальный кинетический механизм
диафоразной (NADH�дегидрогеназной) реакции, катализируемой LADH из сердца свиньи, с использова�
нием 2,6�дихлорфенолиндофенола (DCPIP) в качестве модельного акцептора электронов. Анаэробные экс�
перименты методом остановленной струи продемонстрировали, что двухэлектронно�восстановленная фор�
ма LADH в 15–25 раз менее активна по отношению к DCPIP, чем четырехэлектронная или Zn2+�связанная
восстановленные формы LADH (константы скорости равны (6,5 ± 1,5)×103 M–1с–1, (9 ± 2)×104 M–1с–1 и
(1,6 ± 0,5)×105 M–1с–1 соответственно). Стационарная кинетика для различных субстратов диафоразы пока�
зала, что Zn2+ ускоряет реакцию исключительно для двухэлектронных (дурохинон, DCPIP), но не одно�
электронных акцепторов (бензохинон, убихинон, феррицианид), что косвенно указывает на низкую элект�
рон�донорную способность двухэлектронно�восстановленной формы LADH, доминирующей при низких
уровнях NADH, по сравнению с четырехэлектронной или Zn2+�связанной формами восстановленного фер�
мента. Полученные данные позволяют предположить, что связывание цинка тиолами активного центра
превращает фермент из одноэлектронного в двухэлектронный донор. Такой переключатель, активируемый
цинком, потенциально может изменить соотношение продуктов оксидазной активности LADH – суперок�
сида и H2O2.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: убихинон, 2,6�дихлофенолиндофенол, дурохинон, феррицианид, ферментативная
кинетика, дигидролипоил�дегидрогеназа.
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ВВЕДЕНИЕ

Большой объем накопленной информации
указывает на токсическую роль внутриклеточ�

ного цинка, высвобождаемого в результате ише�
мии�реперфузии, в последующей судьбе клетки
[1–4]. Повышение внутриклеточного уровня
Zn2+ связывают с потерей мембранного потен�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : BQ –1 ,4�бензохинон; DCPIP – 2,6� дихлофенолиндофенол; DQ – дурохинон (2,3,5,6�тет�
раметил�1,4�бензохинон); DTT – дитиотрейтол; FC – феррицианид калия; LADH – дигидролипоил�дегидрогеназа (= ли�
поамиддегидрогеназа); KGDHC – α�кетоглутаратдегидрогеназный комплекс; Qo – 2,3�диметокси�5�метил�1,4�бензохи�
нон; S – субстрат�акцептор; UQo – убихинон.
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циала, продукцией активных форм кислорода и
смертью клетки [5,6]. Снижение накопления
цинка в митохондриях путем его хелатирования
приводит к уменьшению ишемических повреж�
дений мозга в модели инсульта [7]. Нами было
ранее показано, что цинк конкурирует с кальци�
ем за вход в митохондрии, по�видимому, через
митохондриальный кальциевый унипортер [8],
что недавно было подтверждено другой группой
исследователей [9].

Zn2+ является мощным ингибитором мито�
хондриального дыхания и вызывает открытие
митохондриальной поры [5,6]. Предполагается,
что Zn2+ может регулировать митохондриальное
дыхание обратимо, ингибируя α�кетоглутарат�
дегидрогеназный комплекс (KGDHC) [10]. Ли�
поамид�дегидрогеназа (LADH) – ключевой
компонент митохондриальных дегидрогеназных
комплексов, включая KGDHC,  катализирует
перенос восстановленных эквивалентов с ди�
гидролипоата, связанного на соседней дигидро�
липоил�ацилтрансферазной субъединице комп�
лекса, на NAD+. Эта обратимая реакция осуще�
ствляется двумя реакционными центрами – ти�
оловой парой, которая принимает электроны от
дигидролипоата, и нековалентно�связанным
FAD/FADH2, который переносит электроны на
NAD+. Фермент также катализирует «диафораз�
ную» реакцию восстановления хинонов (или
других акцепторов электрона) под действием
NADH. Эта вторичная активность требует учас�
тия только одного каталитического центра –
FAD – и значительно ускоряется под действием
ионов металлов или других реагентов, которые
связывают [11] или модифицируют [12–17] ка�
талитические тиолы, необходимые для липо�
амид�дегидрогеназной активности. Zn2+ увели�
чивает диафоразную активность LADH по отно�
шению к убихинону [18,19]. Усиление диафо�
разной активности также наблюдалось для ген�
но�инженерных мутантов с отсутствием одного
из каталитических тиолов [20]. Хотя стимулиро�
вание диафоразной активности было показано
неоднократно [12–17, 20], ее кинетическая мо�
дель с точными кинетическими параметрами
никогда не являлась предметом исследования.

Мы ранее показали, что Zn2+ ингибирует об�
ратимую липоамид�дегидрогеназную реакцию,
катализируемую очищенной LADH из сердца
свиньи (Ki 0,15 мкM) в обоих направлениях,
блокируя каталитические тиолы [21]. Взаимо�
действие с цинком приводило к 3–4 кратному
усилению оксидазной активности LADH [21],
для которой нужен только каталитический
центр FAD. Целью настоящей работы явилось
детальное кинетические описание диафоразной
реакции, катализируемой LADH, в отсутствие и

в присутствии цинка с DCPIP в качестве мо�
дельного субстрата. Результаты стационарной и
предстационарной кинетики предполагают, что
кроме переключения LADH из тиол�редуктазы
в хинон�редуктазу, связывание цинка может из�
менять предпочтение фермента – от одно�
электронных акцепторов в сторону двухэлект�
ронных.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Реагенты/ферменты. NADH, NADPH, Tris,
ZnCl2, 2,6�дихлорфенолиндофенол (DCPIP),
1,4�бензохинон (BQ), феррицианид калия (FC),
дурохинон – DQ (2,3,5,6�татраметил�1,4�бензо�
хинон), убихинон Qo, приобретены у «Sigma�
Aldrich» (США), HCl – у J.T.Baker, Inc. (NJ,
США). Все растворы приготовлены на дистили�
рованной деионизованной воде с сопротивле�
нием >15 MΩ/cм. Все реактивы были из «Sigma
Ultra grade», если такой уровень очистки был
коммерчески доступен (для уменьшения воз�
можного присутствия двухвалентных катионов).
Запасные водные растворы 10 мМ NADH и
10 мМ ZnCl2 готовили непосредственно перед
экспериментом.

Липоамид�дегидрогеназа из сердца свиньи
(LADH) от «Sigma�Aldrich», по данным SDS�
PAGE, не содержала белковых примесей (< 2%).
Фермент очищали FPLC гель�фильтрацией для
удаления сульфата аммония и FAD, порциями
по 0,5 мл (1 : 3 суспензии фермента к воде), на
колонке с Superdex 200 («Pharmacia Biotech»),
уравновешенной 0,2 M Tris�HCl буфером, pH
7,5. Концентрацию LADH определяли по пог�
лощению на 455 нм (ε455 = 11 300 M–1cм–1 [1]).
Тиоредоксин�редуктаза из Escherichia coli была
приобретена у «Sigma�Aldrich» и использована
после обессоливания через Sephadex G�25.

Стационарная кинетика. Все измерения прово�
дили на 96�луночном планшетном спектрофото�
метре (SpectraMax Plus, США) в 200 мкл объеме
реакционной смеси на лунку в двухволновом ре�
жиме по поглощению NADH (ε340 = 6,22 мM–1cм–1

[22]) и DCPIP (E600 = 20,6 мM–1cм–1 [22]) при
20 °C. Длина светового пути составляла 0,43 cм.
Реакции проводили в 50 мM Tris�HCl буфере,
pH 7,5. Для коррекции на неферментативное
восстановление DCPIP контроли (при отсут�
ствии фермента) ставили одновременно на од�
ном и том же микропланшете, для последующе�
го вычитания значения скорости нефермента�
тивного восстановления из скорости фермента�
тивного восстановления.

Изучение восстановления DCPIP под
действием NADH в отсутствие добавленного
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цинка проводили, варьируя NADH в диапазоне
10–500 мкM и DCPIP 2–50 мкM. Реакцию ини�
циировали добавлением 400 нM раствора фер�
мента. Зависимость скорости реакции от концен�
трации DCPIP при фиксированных различных
концентрациях NADH описывали линейной
регрессией, из параметров которой рассчитыва�
ли константы скорости. Значения констант ско�
рости были определены как среднее из трех не�
зависимых экспериментов.

Для исследования эффектов цинка был ис�
пользован аналогичный подход: аликвоты
NADH и ZnCl2 помещали в лунки, а затем ини�
циировали реакцию добавлением 160 мкл буфер�
ной смеси фермента и варьируемых концентра�
ций DCPIP с помощью многоканальной пипет�
ки. Для измерения скорости восстановления
DCPIP под действием NADH, концентрации ре�
агентов варьировали в диапазоне 30–400 нM
LADH, 0,002–0,1 мM DCPIP, 0,01–0,5 мM
NADH, 0,1–20 мкM ZnCl2. Восстановление ду�
рохинона, убихинона, бензохинона и феррициа�
нида, катализируемое, соответственно, 160, 200,
50 и 150 нM LADH, изучали по поглощению
NADH на 340 нM при его фиксированной кон�
центрации, равной 0,02 мM, и различных варьи�
руемых концентрациях акцептора электрона и
Zn2+. В случае тиоредоксинредуктазы из E. coli
варьировали концентрации DCPIP при фикси�
рованной концентрации NADPH (0,02 мM) в от�
сутствие и в присутствии 5 мкM Zn2+. Восстанов�
ление бензохинона под действием LADH и
DCPIP под действием E. coli TRR проводили в
двойном и тройном повторе соответственно.

Данные по активации в присутствии Zn2+

анализировали в координатах Лайнуивера–Бер�
ка, используя метод наименьших квадратов в
программе Sigma Plot 12.5 (SPSS, США). Каж�
дый эксперимент проводили в тройном повторе.
Данные представлены как среднее ± стандарт�
ная ошибка из трех независимых эксперимен�
тов. Статистическую значимость изменений в
углах наклона в двойных обратных координатах
проверяли, проводя парный t�тест («Sigmastat
software», США), используя оценки наклона и
стандартные ошибки измерения регрессий для
высокой дозы Zn2+ и контрольной серии для
каждой панели.

Предстационарная кинетика. Анаэробные из�
мерения методом остановленной струи прово�
дили в четверном повторе на High�Tech SF�61
спектрофотометре («High�Tech Scientific», Вели�
кобритания), установленном в анаэробном бок�
се под N2 с содержанием O2 менее 1 ppm. Мерт�
вое время прибора составляло 0,8 мс. Темпера�
туру (22 °C) контролировали с помощью тер�
мостата Techne�400 circulator («Techne Ltd.», Ве�

ликобритания) с наружной системой охлажде�
ния. Раствор фермента и порошок субстрата по�
мещали в закрытые сосуды и подвергали деок�
сигенации перед помещением в анаэробный
бокс. Деоксигенацию буфера (0,05 M Tris�HCl,
pH 7,5), используемого в экспериментах, прово�
дили в течение ночи в анаэробном боксе. Запас�
ные растворы NADH (0,75 мM) и ZnCl2

(1,875 мM) готовили анаэробно под N2 в боксе в
данном буфере непосредственно перед экспери�
ментом.

Изменения в поглощении связанного с бел�
ком флавина определяли в режиме быстрого
сканирования с использованием ксеноновой
лампы. Запасный раствор фермента (15 мкM)
выстреливали против возрастающих концентра�
ций NADH (7,5–60 мкM) для определения кон�
центрации NADH, обеспечивающей макси�
мальное поглощение на 530 нм, являющееся ин�
дикатором образования двухэлектронно�вос�
становленной формы LADH (LADH�2e) –
комплекса с переносом заряда, имеющего один
свободный восстановленный тиол и тиол, свя�
занный через «общий электрон» с FAD [10]. На�
ивысшая концентрация комплекса с переносом
заряда наблюдалась при использовании полуто�
ракратного избытка NADH к ферменту.

Изменения в поглощении DCPIP регистри�
ровали в режиме фиксированный длины волны
на 600 нм. Для определения константы скорости
окисления двухэлектронно�восстановленной
формы фермента под действием DCPIP, фер�
мент (2 мкM) предварительно восстанавливали
1,5�кратным избытком NADH и затем выстре�
ливали против возрастающих концентраций
DCPIP в диапазоне 2–60 мкM. Для определения
константы скорости Zn2+�связанного фермента,
2 мкM LADH предварительно восстанавливали
1,5 эквивалентами NADH в присутствии
100 мкM Zn2+. Комплекс LADH�Zn затем вос�
станавливали добавлением еще 1,5 эквивален�
тов NADH для получения полностью восста�
новленного FAD (Zn�LADH�2e) и уже затем
выстреливали против растущих концентраций
DCPIP (2–60 мкM).

Взаимодействие двухэлектронно�восстанов�
ленного фермента (LADH�2e) с DCPIP удовлет�
воряло условию одного оборота фермента в ре�
акции псевдо�первого порядка, когда [S]o >>
[E]o. Кинетические кривые аппроксимировали
экспоненциальной функцией A = Aoexp(#k[S]ot),
используя метод наименьших квадратов в прог�
рамме минимизации, предоставленной также
фирмой «High�Tech Scientific». Константы ско�
рости второго порядка определяли из наклона
зависимости кажущейся константы скорости
первого порядка от концентрации DCPIP.
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Для определения константы скорости окис�
ления четырехэлектронно�восстановленного
фермента (LADH�4e) под действием DCPIP,
фермент был предварительно восстановлен 50
эквивалентами NADH для обеспечения полного
восстановления FAD и затем «выстреливался»
против возрастающих концентраций DCPIP.
Поскольку восстановление фермента NADH
протекает исключительно быстро в данных ус�
ловиях [23], то весь фермент можно считать на�
ходящимся в четырехэлектронной восстанов�
ленной форме (LADH�4e) в течение всей реак�
ции восстановления DCPIP, т.е. эксперимент
можно считать стационарным с детекцией
уменьшения поглощения DCPIP в миллисекунд�
ном диапазоне. В этих условиях уравнение [S] =
= [S]oexp(#k[E]ot), при t→0, превращается в ли�

нейную функцию [S]=[S]o (1–k[E]ot), которая
позволяет рассчитывать константу скорости из
начального угла наклона кинетической кривой.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Стационарная кинетика диафоразной реакции.
Зависимость начальной скорости реакции от
концентрации NADH в двойных обратных ко�
ординатах проявляет гиперболический характер
вплоть до 0,2 мM NADH, выше которой наблю�
дается субстратное ингибирование (рис. 1, а).
Последнее является следствием диссоциатив�
ной инактивации фермента под действием из�
бытка NADH, которая характерна для четырёх�
электронно�восстановленной формы LADH
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Рис. 1. Зависимость скорости восстановления DCPIP под действием NADH, катализируемым 400 нM LADH, от концен�
трации одного из субстратов при варьируемой концентрации второго субстрата. а – Зависимость от [NADH]; б – зависи�
мость от [DCPIP]; в–г – вторичные графики зависимости отрезка и угла наклона из рис. б соответственно, от концентра�
ции NADH (концентрации NADH, вызывающие инактивацию фермента, опущены). 50 мM Tris�HCl�буфер, pH 7,5,
22 °C. Кривые на панелях а и г описаны гиперболической зависимостью с помощью метода наименьших квадратов. Кри�
вые на панелях б и в – линейные регрессии. Данные представляют один репрезентативный эксперимент, проведенный в
режиме параллельного измерения скоростей (см. детали в разделе «Материалы и методы»)
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(LADH�4e) из различных источников [24]. Пре�
дыдущие работы, по�видимому, не учитывали
сложный характер реакции восстановления
DCPIP под действием LADH и считали, что она
протекает с образованием тройного комплекса
[25, 26]. Зависимость скорости реакции в двой�
ных обратных координатах при ненасыщающих
концентрациях DCPIP (рис. 1, а) лишь с боль�
шой натяжкой можно описать линейной зави�
симостью, при этом прямые линии не будут пе�
ресекаться в одной точке, что явилось бы дока�
зательством механизма с образованием тройно�
го комплекса.

Представление экспериментальных данных
в двойных обратных координатах зависимости
скорости реакции от концентрации DCPIP хо�
рошо описывается линейной зависимостью для
неинактивирующих концентраций NADH, т.е.
ниже 0,2 мM (рис. 1, б), что позволяет легко
провести дальнейший анализ (рис. 1, в, г). Ана�
логичный вид имеют зависимости скорости ре�
акции под действием цинка: линейная зависи�
мость от концентрации DCPIP наблюдается как
при низких (рис. 2, а), так и высоких (рис. 2, б)
концентрациях NADH, в то время как зависи�
мость скорости реакции от концентрации
NADH имеет гиперболический характер при
низких концентрациях цинка, но превращается
в линейную зависимость при высоких (рис. 2, в).

По аналогии с нашей работой по изучению
влияния ионов цинка на оксидазную актив�
ность LADH [21], для объяснения гиперболи�
ческой зависимости, наблюдаемой при восста�
новлении DCPIP под действием NADH, катали�
зируемом LADH, предложена схема реакции,
включающая два цикла. Поскольку DCPIP из�
вестен исключительно как двухэлектронный ак�
цептор [26], мы предполагаем, что только те
формы фермента, в которых FAD восстановлен
полностью, способны восстановить данный
субстрат. Таким образом, комплекс с переносом
заряда будет очень плохим катализатором вос�
становления DCPIP, и мы должны предполо�
жить, что изомеризация фермента в форму с
полностью восстановленным FAD происходит
либо перед связыванием c DCPIP, либо после –
внутри фермент�субстратного комплекса. Вто�
рой вариант механизма наиболее вероятен, пос�
кольку в наших предыдущих работах по предс�
тационарной кинетике наблюдалось прямое об�
разование комплекса с переносом заряда при
восстановлении LADH под действием NADH
[21]. При этом восстановление фермента экви�
молярным количеством NADH в анаэробных
условиях приводило к распределению 1 : 1 меж�
ду комплексом с переносом заряда и формой с
полностью восстановленными тиолами [21].

Для упрощения уравнения скорости  сме�
шанные кажущиеся константы скорости k1 и k3

приписаны стадиям связывания NADH и восста�
новления фермента, и смешанные кажущиеся
константы скорости k2 и k4 для связывания и от�
щепления DCPIP в правом и левом циклах соот�
ветственно, как показано на схеме 1. Константа
равновесия между комплексом с переносом за�
ряда и формой с двумя восстановленными тио�
лами принята равной 1 [21]. Основное различие
между двумя циклами состоит в относительной
скорости восстановления фермента под действи�
ем NADH, с k1 >> k3, и восстановления DCPIP с
k4 >> k2. Уравнение скорости в этом случае выг�
лядит как сумма двух гиперболических функций:

(1)

Вышеприведенное уравнение может быть
реорганизовано (уравнение 2), чтобы показать
вклад отношения констант скорости в результи�
рующую зависимость: 

(2)

Таким образом, график в двойных обратных
координатах должен иметь гиперболический ха�
рактер зависимости по обоим субстратам, что и
наблюдается в эксперименте. То, что гипербо�
лический характер зависимости очень плохо ви�
ден для DCPIP, особенно при высоких концент�
рациях NADH (см. рис. 1, б и рис. 2, б) вполне
ожидаемо, поскольку k1, в меньшей мере, в 5 раз
выше, чем k2 и k3 [21]. С увеличением концент�
рации NADH и предполагая k3 ≈ k4 >> k2, уравне�
ние 2 упрощается до уравнения 3, которое пред�
полагает линейную зависимость от DCPIP при
высоких концентрациях NADH:

(3)

Поэтому значение кажущейся константы
скорости восстановления DCPIP, рассчитанное
из наклона графика зависимости 1/v от
1/[DCPIP] при высоких концентрациях NADH,
будет близко к значению константы скорости
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восстановления четырехэлектронно�восстанов�
ленной формой фермента – k4. Кажущаяся
константа скорости окисления NADH, рассчи�
танная из отрезка на оси ординат, будет равна
k3/2.

Кажущаяся линейность зависимости, пока�
занной на рис. 2, б (r2 = 0,991 ± 0,005), позволяет
проанализировать зависимость отрезка и накло�
на от концентрации NADH (рис. 1, в и г), как об�
суждено выше. Величина отрезка зависит линей�
но от 1/[NADH], в то время как наклон зависит
гиперболически от 1/[NADH]. При очень высо�
ких концентрациях NADH наклон становится
равным кажущейся константе скорости реакции
фермента с DCPIP (k4 = (2,1 ± 0,1)×105 M–1с–1,
см. рис. 1, б и г). Кажущаяся константа скорос�
ти для NADH (k3/2) может быть рассчитана из
наклона вторичного графика (рис. 1, в, kNADH =
= (4,6 ± 0,4)×104M–1с–1). Стационарные данные
по восстановлению DCPIP были получены при
относительно низких концентрациях DCPIP
для уменьшения вклада неферментативного
восстановления, и поэтому, точное определение
k1 и k2 было затруднено. Однако значение k1 из�
вестно для реакции восстановления бензохино�
на, которая протекает как один каталитический
цикл с участием двухэлектронно�восстановлен�
ного фермента (табл. 1) [26].

В присутствии Zn2+ сильная активация наб�
людается как для восстановления DCPIP (рис.
2, а, б), так и для окисления NADH (рис. 2, в).
Как видно из рис. 2, в, при низких ненасыщаю�
щих концентрациях DCPIP Zn2+ ускоряет реак�
цию, увеличивая кажущуюся константу скорос�
ти для окисления NADH до 4×105 M–1с–1. Кон�
центрация полуактивации по Zn2+ составляет

∼1,8 мкM (см. вставки в рис. 2, а и в) в 50 мM
Tris�HCl�буфере,  pH 7,5. При коррекции на хе�
латирование цинка в трисовом буфере данная
концентрация соответствует ∼0,1 мкM свобод�
ного Zn2+ [21, приложение]. Это значение близ�
ко к значению константы ингибирования цин�
ком активности липоамид�дегидрогеназы и ак�
тивации NADH�оксидазы, определенной нами
ранее [21], и подтверждает гипотезу об одинако�
вом молекулярном механизме наблюдаемых эф�
фектов – связывании Zn2+ каталитическими ти�
олами (схема 2).

Ион Zn2+ также ускоряет стадию восстанов�
ления DCPIP. Это действие лучше всего видно
при низких концентрациях NADH (рис. 2, а),
когда фермент функционирует преимуществен�
но в рамках левого цикла на схеме 1. Однако и
при высоких концентрациях NADH, ускорение
в присутствии Zn2+ все еще заметно (рис. 2, б).
Оценка кажущейся константы скорости восста�
новления DCPIP в присутствии насыщающих
концентраций Zn2+ составляет 1,85×105 M–1с–1

(рис. 2, а).
График в двойных обратных координатах при

насыщающей концентрации Zn2+ представляет
собой параллельные прямые линии (рис. 2, г), ха�
рактерные для механизма типа пинг�понг для ре�
акции восстановления DCPIP в присутствии
цинка, и позволяет определить значения констант
скорости для NADH как (8,9 ± 2,0)×105 M–1с–1 и
для DCPIP как (2,2 ± 0,4)×105 M–1с–1. Значение
константы скорости по DCPIP равно таковому
при экстраполяции значения k4 в отсутствие
цинка из рис. 1, г, а значение константы скорос�
ти по NADH близко к таковому для восстанов�
ления бензохинона [26].
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Предстационарная кинетика восстановления
DCPIP в отсутствие и в присутствии Zn2+. Уско�
рение под действием ионов цинка хорошо вид�
но при сравнении кинетических кривых взаи�
модействия различных восстановленных форм
LADH с DCPIP (рис. 3, а). В случае восстанов�
ления DCPIP, Zn�связанный фермент ведет себя
идентично четырехэлектронно�восстановлен�
ной LADH (LADH�4e), в то время как двух�
электронно�восстановленная LADH (LADH�2e)
приблизительно в 20 раз менее активна по отно�
шению к DCPIP (рис. 3, б, табл. 1). Намного
меньшая активность двухэлектронно�восста�
новленного фермента по отношению к DCPIP
(т.е. k2 << k4, k

Zn
DCPIP) может проистекать из допол�

нительной стадии внутримолекулярного пере�
носа электрона в цикле 1, которая отсутствует в
циклах 2 и 3 на схеме 2.

Отрезок на оси ординат зависимости кажу�
щейся константы скорости от концентрации
субстрата соответствует константе скорости
диссоциации DCPIP из комплекса с ферментом
(рис. 3, б), что позволяет рассчитать константу
связывания DCPIP с ферментом, принимая во
внимание величину константы скорости ассо�
циации, определенную из наклона зависимости.
Константы связывания субстрата для Zn2+�свя�
занной и несвязанной двухэлектронно�восста�
новленной формы фермента равны в пределах
ошибки измерения (3,5 ± 0,6 мкМ). Это значе�
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Рис. 2. Влияние цинка на стационарную кинетику восстановления DCPIP под действием NADH. Влияние 0–20 мкM Zn2+

на скорость окисления NADH при варьируемых [DCPIP] и фиксированной [NADH], равной а – 20 мкM и б – 240 мкM.
Вставка в рис. 2, а показывает зависимость кажущейся константы восстановления DCPIP от Zn2+; в – влияние Zn2+ на
скорость восстановления 12,5 мкM DCPIP при различных концентрациях NADH. Вставка показывает зависимость кажу�
щейся константы окисления NADH от Zn2+; г –  зависимость скорости восстановления DCPIP от NADH при варьирова�
нии концентрации обоих субстратов в присутствии 20 мкM Zn2+. Каждая панель соответствует независимому репрезента�
тивному эксперименту. Условия реакций аналогичны представленным на рис. 1, за исключением концентрации LADH,
равной 30 нM
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ние соответствует ранее определенной констан�
те связывания [25], хотя авторы и постулирова�
ли образование тройного комплекса для восста�
новления DCPIP. Значение константы скорос�
ти, определенное методом остановленной
струи, для стадии восстановления DCPIP Zn�
связанным ферментом (табл. 1) соответствует
таковому, определенному из стационарной ки�
нетики реакции, и подтверждает предложенный
механизм на схемах 1 и 2.

Степень экспериментально наблюдаемой
стимуляции в стационарной реакции в присут�
ствии насыщающих концентраций Zn2+ варьи�
рует от 2–2,5 раз при низких концентрациях
DCPIP (потому что скорость�лимитирующая
стадия изменяется с k3 на kZn

DCPIP ≈ k4) до 4–5 раз
при низких концентрациях NADH (поскольку

скорость�лимитирующая стадия меняется с k2

на kZn
DCPIP ≈ k4). Принимая равными значения

констант скорости восстановления DCPIP че�
тырехэлектронно�восстановленной и восста�
новленной Zn�связанной формой – k4 ≈ kZn

DCPIP, и
констант скорости окисления NADH окислен�
ным нативным ферментом и Zn�связанным
ферментом – k1 ≈ kZn

NADH, уравнения для стацио�
нарной скорости реакции в присутствии Zn2+

может быть записано как:

(4)

Таким образом, степень ускорения реакции в
стационарных условиях под действием Zn2+ оп�
ределяется соотношением смешанных констант
скорости k1, k2, k3, k4 и диапазоном концентра�
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Рис. 3. Кинетика восстановления 5 мкM DCPIP тремя формами LADH. Приготовление соответствующих форм восста�
новленной LADH описано в разделе «Материалы и методы». а – Оригинальные кривые; б – определение констант ско�
рости восстановления DCPIP двухэлектронно�восстановленной формой (LADH�2e) (черный кружок) и Zn�связанной
формой (Zn�LADH�2e) (светлый кружок). Каждая точка соответствует индивидуальному «выстрелу». Константы скорос�
ти определены из наклонов. Условия реакции: 1 мкM LADH и 1,5 мкM NADH в 50 мM Tris�HCl буфере, pH 7,5, 22 °C
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Таблица 1. Константы скорости диафоразной реакции, представленной на схеме 2

Значения констант скорости, М−1·с−1

Обозначения констант скорости

NADH и окисленная LADH, k1

NADH и 2e�восстановленная LADH, k3

NADH и Zn�LADH, k Zn
NADH

DCPIP и 2e�восстановленная LADH, k2

DCPIP и 4e�восстановленная LADH, k4

DCPIP и восстановленная Zn�LADH, k Zn
DCPIP

предстационар

н.о.

н.о.

н.о.

(6,5 ± 1,5) × 103

(9 ± 2) × 104

(1,6 ± 0,5) × 105

стационарная кинетика

(0,92 ± 0,10) × 106*

(0,92 ± 0,10) × 105

(0,9 ± 0,2) × 106

н.о.

(2,1 ± 0,1) × 105

(2,2  ± 0,4) × 105

Примечание. * k1 определена в реакции восстановления бензохинона [26].
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ций субстратов в отдельном эксперименте
(уравнение 4). Последствия этого для каталити�
ческого поведения LADH и близких к ней фер�
ментов обсуждаются далее.

Отсутствие стимулирования Zn2+ в реакции
восстановления бензохинона LADH и в реакциях,
катализируемых тиоредоксинFредуктазой E. coli.
Каталитический дисульфид, присутствующий во
всех FAD�тиол оксидоредуктазах, включающих
LADH, глутатион�редуктазу и тиоредоксин�ре�
дуктазу, усложняет механизм диафоразной реак�
ции вследствие существования двух� и четы�
рехэлектронно�восстановленных форм фермен�
тов. Как показано выше, Zn2+ переключает меха�
низм фермента с двух циклов на один�един�
ственный каталитический цикл, предотвращая
перенос электронов между двумя реакционными
центрами. Стимулирование в присутствии Zn2+

не будет наблюдаться, если фермент в отсутствие
Zn2+ функционирует лишь в рамках одного из
циклов, т.е. либо в правом, либо в левом цикле
на схеме 1. Если k2 ≥ k1 > k3 (т.е. скорость�лими�
тирующая стадия представляет собой двухэлект�
ронное восстановление фермента NADH), тогда
фермент осциллирует между окисленной и дву�
хэлектронно�восстановленной формами. Это
условие выполняется для восстановления бензо�
хинона, где kNADH =  9,2×105 M–1с–1 < kBQ =
= 1,3×106 M–1с–1 [26]. В этом случае связывание
Zn2+ каталитическими тиолами не должно ока�
зывать влияния на измеряемую скорость реак�
ции. Экспериментальные данные, показанные
на рис. 4, а, подтверждают этот вывод – добавле�
ние Zn2+ не влияет на скорость восстановления
бензохинона (kBQ ≈ kZn

BQ ≈ 1,5×106 M–1с–1).

Если k3 ≥ k1 > k2, то фермент осциллирует
между двух� и четырехэлектронно�восстанов�
ленной формой, т.е. с полностью восстановлен�
ным FAD. Такой сценарий никогда не реализу�
ется для LADH, глутатион и тиоредоксин редук�
таз млекопитающих, которые образуют стабиль�
ные комплексы с переносом заряда, где один из
электронов находится в совместном владении
FAD и каталитического тиола [21, 27]. А вот ти�
оредоксин редуктаза E. coli, напротив, не обра�
зует комплекса с переносом заряда и поэтому
работает в каталитическом цикле с полностью
восстановленным FAD [28–30]. Как и ожида�
лось, в таком случае добавление Zn2+ не влияет
на активность тиоредоксин редуктазы E. coli
(рис. 4, б).

Различие эффектов Zn2+ при восстановлении
одноF и двухэлектронных субстратов. Как пред�
полагалось выше, более низкая активность
двухэлектронно�восстановленного фермента по
отношению к DCPIP (k2 << k4, k

Zn
DCPIP) может яв�

ляться следствием скорость�лимитирующего
внутримолекулярного переноса электронов (см.
цикл 1 схемы 2), который предоставляет второй
электрон для обязательного двухэлектронного
восстановления DCPIP [31]. Если такое предпо�
ложение верно, то замена DCPIP на одноэлект�
ронный акцептор уберет различия между k2 и
k Zn

DCPIP. 
Это именно тот случай, когда восстанавли�

вается одноэлектронный акцептор – феррициа�
нид – под действием NADH: Zn2+ явно влияет
на стадию окисления NADH, как видно из
уменьшения отрезка с увеличением концентра�
ции Zn2+ на рис. 5, а, но практически не влияет
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Рис. 4. Отсутствие ускорения реакции под действием Zn2+ в реакции восстановления (а) бензохинона 20 мкM NADH,
катализируемой 50 нM LADH; (б) DCPIP 20 мкM NADPH, катализируемой 0,2 мкM тиоредоксин редуктазой E. coli.
а – Черный кружок – без Zn2+, светлый кружок –  в присутствии 1 мкM Zn2+, черный треугольник – 2 мкM Zn2+;
б – черный кружок – без Zn2+, светлый кружок – 5 мкM Zn2+. Кажущиеся константы скорости, определенные из накло�
нов: (а) 1,5×106 M–1с–1 и (б) 1,0×104 M–1с–1
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на стадию восстановления феррицианида, по�
скольку наклон не изменяется (p = 0,063). Кажу�
щаяся константа скорости для восстановления
феррицианида – (2,5 ± 0,2)×105 M–1с–1 – такая
же, как и ранее определенная Vienozinskis et al.
[26].

Поскольку k1 >> k3 в случае LADH из сердца
свиньи, Ур.4 может быть упрощено до:

(5)

При равных константах восстановления ак�
цептора электронов двух� и четырехэлектронно�
восстановленными формами LADH (k2 ≈ k4 <<
<< k1) и сопоставимых концентрациях NADH и
субстрата, ускорение под действием Zn2+ будет
наблюдаться только при варьировании концен�
трации NADH:

(6)

Данная модель предсказывает увеличение
кажущейся константы скорости стадии восста�

новления субстрата под действием Zn2+ только
если имеется значительное различие в констан�
тах скорости восстановления субстрата двух� и
четырехэлектронно�восстановленными форма�
ми LADH (k2 << k4 в схеме 1). Максимальный эф�
фект на стадию восстановления субстрата при
добавлении Zn2+ будет наблюдаться при низких
концентрациях NADH, удовлетворяющих усло�
вию k3[NADH] ≤ k2[S], где в отсутствие цинка ста�
ционарной формой фермента является его двух�
электронно�восстановленная форма:

(7)

В этом случае добавление цинка в концент�
рации, равной KZn, увеличит кажущуюся конс�
танту скорости для акцептора электронов с
(1/k4 + 1/k2) до 1/k4. Для наглядности влияния
Zn2+ на стадии восстановления субстрата, нак�
лоны на рис. 5 рассматриваются только для не�
высоких концентраций NADH.

Еще два субстрата были исследованы на
предмет проверки предположения, что Zn2+ ус�
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Рис. 5. Влияние Zn2+ на восстановление различных электрон�акцепторных субстратов 20 μM NADH при катализе LADH.
а – Феррицианид, 0,15 мкM LADH; б – убихинон, 0,20 мкM LADH; в – дурохинон, 0,18 мкM LADH
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коряет восстановления только двухэлектронных
акцепторов. Влияние Zn2+ на скорость стадии
восстановления убихинона (рис. 5, б) такое же,
как и на восстановление феррицианида (рис. 5,
а), в то время как влияние цинка на восстановле�
ние дурохинона (рис. 5, в) такое же, как и для
DCPIP (рис. 2, а). Константы скорости стадии
восстановления дурохинона и убихинона Zn2+�
связанным двухэлектронно�восстановленным
ферментом одинаковы в пределах ошибки изме�
рения и равны (2,4 ± 0,2)×104 M–1с–1. Однако ус�
корение в стационарных условиях для убихино�
на несильное и различие в наклонах не достига�
ет статистической значимости (p = 0,065), в от�
личие от индуцированного Zn2+ ускорения для
дурохинона, которое статистически значимо
(p = 0,0003) и составляет 2–3 раза, как наблюда�
лось ранее и для DCPIP. Такое различие между
субстратами соответствует предложенной моде�
ли, а именно – убихинон может выступать как
одно�, так и двухэлектронный акцептор, в то
время как дурохинон является исключительно
двухэлектронным акцептором (стандартный по�
тенциал восстановления дурохинона в семихи�
нон составляет –240 мВ, а для семихинона в ду�
рогидрохинон – +350 мВ, что делает двухэлект�
ронное восстановление предпочтительным). Та�
ким образом, цинк увеличивает константу ско�
рости восстановления двухэлектронных акцеп�
торов, поскольку двухэлектронно�восстанов�
ленный Zn2+�связанный фермент содержит
FADH2.

ОБСУЖДЕНИЕ

Данная работа в совокупности с предыду�
щей публикацией [21] ясно указывает на
действие Zn2+ как дифференциального регуля�
тора дегидрогеназной и диафоразной активнос�
тей LADH. За счет координации восстановлен�

ных цистеинов активного центра Zn2+ переклю�
чает фермент из режима дегидрогеназы в диа�
форазу и избирательно активирует восстановле�
ние исключительно двухэлектронных субстра�
тов�акцепторов. Это переключение происходит
в интервале физиологических концентраций
Zn2+.

Величина эффекта Zn2+ на стадию восста�
новления субстрата определяется отношением
k2/k4, которое оказывается зависящим от того,
является ли субстрат одно� или двухэлектрон�
ным акцептором (см. табл. 2). Феррицианид из�
вестен исключительно как одноэлектронный
акцептор, в то время как большинство хинонов
может выступать в обоих качествах [26]. Дан�
ные, представленные здесь, согласуются с рас�
смотрением DCPIP и дурохинона как двух�
электронных акцепторов, в отличие от одноэлек�
тронных феррицианида и убихинона. Бензохи�
нон также может выступать как одноэлектрон�
ный акцептор, что объясняет отсутствие уско�
рения вод воздействием Zn2+. Однако отсут�
ствие ускорения стадии окисления NADH зас�
тавляет предполагать, что основным фактором
при восстановлении бензохинона является со�
отношение констант скорости k2 ≥ k1 > k3 (т.е.
лимитирующей скоростью является двухэлект�
ронное восстановление фермента под действи�
ем NADH).

Вывод о том, что двухэлектронно�восстанов�
ленный фермент в отсутствие Zn2+ является
плохим двухэлектронным донором в сравнении
с четырехэлектронно�восстановленным фер�
ментом (LADH�4e) или восстановленным Zn�
связанным ферментом (Zn�LADH�2e), напря�
мую подтверждается значениями констант ско�
рости, определенными методом остановленной
струи (рис. 3 и табл. 1). Таким образом, можно
спекулировать на тему переключения фермента
под действием Zn2+ из одноэлектронной в
двухэлектронную редуктазу. Среди семейства
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Таблица 2. Влияние цинка на элементарные стадии диафоразной реакции для различных акцепторных субстратов

Ускорение цинком стадииСубстрат�
акцептор

Бензохинон

Феррицианид

Убихинон

Дурохинон

DCPIP

DCPIP

Фермент

LADH

LADH

LADH

LADH

LADH

E. coli TRR

Соотношение
констант скорости

k2 
 k1

k2 ≅ k4 < k1

k2 ≅ k4 < k1

k2 < k4 < k1

k2 < k4 < k1

k3 
 k1

Число
принимаемых

электронов

1

1

1 или 2

2

2

2

восстановления субстрата

нет

нет

нет

да

да

нет

окисления NADH

нет

да

да

да

да

нет
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FAD�дитиол оксидоредуктаз эффект переклю�
чения будет наиболее сильным для ферментов, у
которых разница редокс�потенциалов двух� и
четырехэлектронно�восстановленных форм
фермента наиболее велика.

Характер влияния Zn2+ на кинетику восста�
новления феррицианида и убихинона, катали�
зируемого LADH, напоминает его влияние на
катализируемую LADH реакцию восстановле�
ния кислорода [21]. В частности, отсутствие из�
менений в наклоне прямых в двойных обратных
координатах 1/v – 1/[O2] в присутствии насы�
щающей концентрации цинка привело к зак�
лючению о равных константах скорости взаи�
модействия двух� и четырехэлектронно�восста�
новленного фермента с кислородом (k2 и k4)
[21]. Однако такое заключение не означает, что
продукты этих реакций одинаковы. Кислород
может выступать и как одно�, и как двухэлект�
ронный акцептор, образуя соответственно су�
пероксид�радикал и пероксид водорода. Мож�
но предположить, что восстановление кислоро�
да комплексом с переносом заряда приведет к
образованию значительно бóльших количеств
супероксида, чем сообщалось ранее [21, 32]. В
этой связи необходимо проведение дополни�
тельных исследований по влиянию цинка на
соотношение продуктов восстановления кисло�
рода. Связывание цинка LADH может иметь
физиологически значимый эффект, переклю�
чая с производства супероксида на пероксид
водорода.

Предполагается, что внутриклеточная кон�
центрация Zn2+ важна для поддержания митохон�
дриального обмена между пулами восстанов�
ленных нуклеотидов (NAD(P)H) и тиолов
(LADH, тиоредоксин и глутатион редуктазные
активности) [21,33]. По�видимому, изменяя
внутриклеточную концентрацию Zn2+ можно
изменить соотношение одно� и двухэлектрон�
ных продуктов восстановления. Цинк сильно
активирует восстановление убихинона до уби�
хинола, катализируемое липоамид�дегидроге�
назой и глутатион�редуктазой, но ингибирует
селено�содержащую тиоредоксин�редуктазу
[34]. Продукты одноэлектронного восстановле�
ния под действием LADH – такие как семихи�
ноны и супероксид�радикал – высокореактив�
ные и потенциально опасные соединения, по�
этому цинк может играть защитную роль, спо�
собствуя образованию двухэлектронных про�
дуктов восстановления, таких как гидрохиноны
или H2O2, которые в гораздо меньшей степени
повреждают клеточные структуры.

Двойственная роль цинка в повреждении
тканей при ишемии�реперфузии широко об�

суждается [35–37], поскольку недавно сообща�
лось о его нейропротекторной роли как медика�
мента [38, 39]. Очевидно, что превентивное
действие цинка может быть связано с активаци�
ей антиоксидантной (запускаемой Nrf2) и ани�
гипоксической генетическими программами
(стабилизация HIF за счет ингибирования цин�
ком негативного регулятора стабильности
HIF – HIF пролилгидроксилазы [40]), однако
эти механизмы не могут объяснить положи�
тельные эффекты администрации высоких доз
цинка после инсульта. Количество связанного
цинка в клетках млекопитающих составляет по�
рядка 200–300 мкM [41], тогда как свободного
цинка в матриксе митохондрий клеточной ли�
нии PC12 определяется всего 0,2 нМ с по�
мощью рациометрической флуресцентной про�
бы [42]. Переключение активностей, описанное
в данной работе, происходит с кажущейся
константой ингибирования цинком, равной
2 мкM в присутствии Tris�буфера, что с поправ�
кой на хелатирование составляет порядка
100 нM свободного цинка (в соответствии с
расчетами, приведенными в [21]). Выход сво�
бодного цинка при окислительном стрессе,
приводящем к окислению тиолов белков, вклю�
чая «хранилища» цинка – металлотионеины,
может легко достичь субмикромолярного уров�
ня, достаточного для превращения LADH в диа�
форазу. LADH является модельным ферментом
для семейства флавин�дитиол� NAD(P)H�зави�
симых оксидоредуктаз, таких как глутатион� и
тиоредоксин�редуктазы. Наблюдения, приве�
денные в данной статье, указывают на возмож�
ную роль цинка в механизме выживания клетки
за счет его координации тиолами активного
центра данных ферментов, переключая диафо�
разную активность этих ферментов из одно�
электронного в двухэлектронный режим вос�
становления. 
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Elevation of intracellular Zn2+ following ischemia contributes to cell death by affecting mitochondrial function. Zn2+

is a differential regulator of the mitochondrial enzyme lipoamide dehydrogenase (LADH) at physiological concen�
trations (Ka = 0.1 μM free zinc), inhibiting lipoamide and accelerating NADH dehydrogenase activities. These dif�
ferential effects have been attributed to coordination of Zn2+ by LADH active�site cysteines. A detailed kinetic mech�
anism has now been developed for the diaphorase (NADH�dehydrogenase) reaction catalyzed by pig heart LADH
using 2,6�dichlorophenol�indophenol (DCPIP) as a model quinone electron acceptor. Anaerobic stopped�flow
experiments show that two�electron reduced LADH is 15�25�fold less active towards DCPIP reduction than four�
electron reduced enzyme, or Zn2+�modified reduced LADH (the corresponding values of the rate constants are
(6.5 ± 1.5) × 103 M–1·s–1, (9 ± 2) × 104 M–1·s–1, and (1.6 ± 0.5) × 105 M–1·s–1, respectively). Steady�state kinetic stud�
ies with different diaphorase substrates show that Zn2+ accelerates reaction rates exclusively for two�electron accep�
tors (duroquinone, DCPIP), but not for one�electron acceptors (benzoquinone, ubiquinone, ferricyanide). This
implies that the two�electron reduced form of LADH, prevalent at low NADH levels, is a poor two�electron donor
compared to the four�electron reduced or Zn2+�modified reduced LADH forms. These data suggest that zinc binding
to the active�site thiols switches the enzyme from one� to two�electron donor mode. This zinc�activated switch has
the potential to alter the ratio of superoxide and H2O2 generated by the LADH oxidase activity.

Keywords: ubiquinone, 2,6�dichlorophenol indophenol, duroquinone, ferricyanide, enzyme kinetics, dehydrolipoyl
dehydrogenase


