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Ââåäåíèå
Ëèçîöèì øèðîêî ïðèìåíÿþò êàê â ìåäèöèíå ïðè

ëå÷åíèè èíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèé, òàê è â ïèùåâîé
ïðîìûøëåííîñòè – äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ áàêòåðèàëü-
íûõ çàðàæåíèé ïðîäóêòîâ, ïîýòîìó ïðîáëåìà ïðèîá-
ðåòåíèÿ ìèêðîîðãàíèçìàìè óñòîé÷èâîñòè ê ëèçîöèìó
î÷åíü âàæíà [1]. Â ïîñëåäíåå âðåìÿ âîçðîñëî âíèìà-
íèå ê èññëåäîâàíèÿì, íàïðàâëåííûì íà ìîäèôèêàöèþ
ëèçîöèìà, ïðèâîäÿùóþ ê èçìåíåíèþ åãî õàðàêòåðèñ-
òèê ïðè ñîõðàíåíèè àêòèâíîñòè [2, 3].

Îäèí èç íàèáîëåå ýôôåêòèâíûõ ñïîñîáîâ ìîäèôè-
êàöèè ôåðìåíòîâ − èñïîëüçîâàíèå èõ ñëàáûõ íåñïå-
öèôè÷åñêèõ âçàèìîäåéñòâèé ñ íèçêîìîëåêóëÿðíûìè
ëèãàíäàìè. Ê áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûì âåùåñòâàì,
ñïîñîáíûì îêàçûâàòü âëèÿíèå íà àêòèâíîñòü è ñòà-
áèëüíîñòü ëèçîöèìîâ, îòíîñÿòñÿ ìèêðîáíûå íèçêîìî-
ëåêóëÿðíûå âíåêëåòî÷íûå ìåòàáîëèòû, èìåþùèå
ôóíêöèè àóòîèíäóêòîðîâ àíàáèîçà. Ýòè àóòîðåãóëÿòî-
ðû, ïðåäñòàâëåííûå ó ðÿäà áàêòåðèé è äðîææåé àëêè-
ëîêñèáåíçîëàìè (ÀÎÁ), â ÷àñòíîñòè àëêèëðåçîðöèíà-
ìè, èíäóöèðóþò ïåðåõîä ìèêðîáíûõ êëåòîê â ãèïîìå-
òàáîëè÷åñêîå (àíàáèîòè÷åñêîå) ñîñòîÿíèå è ðåàëèçó-
þò ýòó ôóíêöèþ ÷åðåç âçàèìîäåéñòâèå ñ øèðîêèì
êðóãîì áèîïîëèìåðîâ áàêòåðèàëüíîé êëåòêè [4, 5].
Íåñïåöèôè÷åñêèé ýôôåêò âîçäåéñòâèÿ ýòèõ àóòîðåãó-
ëÿòîðîâ íà ôåðìåíòíûå áåëêè îïðåäåëÿåòñÿ õèìè-
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Ïðîäåìîíñòðèðîâàíà ñïîñîáíîñòü àëêèëîêñèáåíçîëîâ èçìåíÿòü ôåðìåíòàòèâíóþ àêòèâ-
íîñòü ëèçîöèìà ÿè÷íîãî áåëêà è ýôôåêòèâíîñòü êàòàëèçèðóåìûõ èì ðåàêöèé ãèäðîëèçà íå-
ñïåöèôè÷åñêèõ (õèòèí, äðîææè) ñóáñòðàòîâ. Â êà÷åñòâå ìîäèôèöèðóþùåé äîáàâêè èñïîëü-
çîâàí ãîìîëîã Ñ7-ÀÎÁ, êîòîðûé âî âñåì èññëåäîâàííîì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé ïîâûøàë
ôåðìåíòàòèâíóþ àêòèâíîñòü ëèçîöèìà. Èññëåäîâàíî âëèÿíèå êîíöåíòðàöèè Ñ7-ÀÎÁ (0,125-
4,0 ìã/ìë), ôîðìû Ñ7-ÀÎÁ (èñõîäíîé è îêèñëåííîé), à òàêæå âðåìåíè èíêóáèðîâàíèÿ ñìåñè
(1-24 ÷àñîâ) ëèçîöèìà è Ñ7-ÀÎÁ â 0,05 Ì ôîñôàòíîì áóôåðå (ðÍ 7,4) ïðè 25°Ñ íà àêòèâíîñòü
ëèçîöèìà è òåðìîäèíàìè÷åñêèå ïàðàìåòðû åãî äåíàòóðàöèè ìåòîäîì äèôôåðåíöèàëüíîé
ñêàíèðóþùåé ìèêðîêàëîðèìåòðèè. Îïðåäåëåíû êèíåòè÷åñêèå ïàðàìåòðû ãèäðîëèçà õèòèíà
ëèçîöèìîì, ìîäèôèöèðîâàííûì Ñ7-ÀÎÁ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ëèçîöèì, àëêèëîêñèáåíçîëû, õèòèí, ôåðìåíòàòèâíàÿ àêòèâ-
íîñòü, ôåðìåíòàòèâíûé ãèäðîëèç, òåðìîäèíàìè÷åñêèå ïàðàìåòðû, ÄÑÊ.

÷åñêîé ñòðóêòóðîé ÀÎÁ è òèïîì èõ âçàèìîäåéñòâèé
ñ ìîëåêóëàìè áåëêîâ [6, 7].

Â ñëó÷àå ëèçîöèìà ðàíåå áûëî óñòàíîâëåíî ñóùå-
ñòâåííîå âëèÿíèå íà ýôôåêòèâíîñòü êàòàëèçèðóåìûõ
èì ðåàêöèé ìîäèôèêàöèè ñòðóêòóðû êàê ôåðìåíòà,
òàê è ñïåöèôè÷åñêîãî (ïåïòèäîãëèêàíà) è íåñïåöèôè-
÷åñêîãî (êîëëîèäíîãî õèòèíà) ñóáñòðàòîâ â ðåçóëüòà-
òå âçàèìîäåéñòâèÿ ñ Ñ7-ÀÎÁ. Âûÿâëåíî ñòàáèëèçè-
ðóþùåå äåéñòâèå Ñ7-ÀÎÁ, êîòîðîå ïðîÿâëÿëîñü â
ñîõðàíåíèè áîëåå âûñîêîãî óðîâíÿ àêòèâíîñòè (ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì) ìîäèôèöèðîâàííîãî ÀÎÁ-
ôåðìåíòà ïîñëå åãî òåðìè÷åñêîé îáðàáîòêè, à òàêæå
ïðè íåîïòèìàëüíûõ òåìïåðàòóðàõ êàòàëèçà [8]. Óñòà-
íîâëåíà êîððåëÿöèÿ ìåæäó èçìåíåíèåì êàòàëèòè÷åñ-
êîé àêòèâíîñòè ëèçîöèìà ïîä äåéñòâèåì Ñ7-ÀÎÁ è
åãî äåñòàáèëèçèðóþùèì äåéñòâèåì íà íàòèâíóþ êîí-
ôîðìàöèþ ôåðìåíòà, ÷òî ïðîÿâëÿåòñÿ â ïîíèæåíèè
èçáûòî÷íîé ñâîáîäíîé ýíåðãèè äåíàòóðàöèè ñ óâåëè-
÷åíèåì êîíöåíòðàöèè ìîäèôèêàòîðà. Ýòî ñâèäåòåëü-
ñòâóåò î ïðåèìóùåñòâåííîì âçàèìîäåéñòâèè Ñ7-ÀÎÁ
ñ äåíàòóðèðîâàííîé ôîðìîé áåëêà [9].

Ïîíèìàíèå ìåõàíèçìà ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè è
ôóíêöèîíàëüíîé ñòàáèëüíîñòè ëèçîöèìà ñ ïîìîùüþ
ÀÎÁ ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ äëÿ òåîðèè ïåðñèñòåíöèè
(îñîáåííî âîçäóøíî-êàïåëüíûõ èíôåêöèé) è èñïîëüçî-
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âàíèÿ âûñîêîàêòèâíîãî è ñòàáèëüíîãî ëèçîöèìà â ìå-
äèöèíñêîé ïðàêòèêå. Ìîäèôèêàöèÿ ëèçîöèìà äëÿ ïîâû-
øåíèÿ åãî àêòèâíîñòè è ñòàáèëüíîñòè ìîæåò òàêæå
áûòü âîñòðåáîâàíà â ïðîèçâîäñòâå ñèíåðãåòè÷åñêèõ
ïðåáèîòèêîâ, ïðèìåíåíèå êîòîðûõ ÿâëÿåòñÿ íîâûì íà-
ïðàâëåíèåì â ñîçäàíèè ñèíáèîòè÷åñêèõ ïðîäóêòîâ [10].

Öåëü äàííîé ðàáîòû ñîñòîÿëà â èçó÷åíèè âëèÿíèÿ
êîíöåíòðàöèè Ñ7-ÀÎÁ, åãî ôîðìû (èñõîäíîé è îêèñ-
ëåííîé), à òàêæå âðåìåíè èíêóáèðîâàíèÿ ñìåñè ëèçî-
öèìà è Ñ7-ÀÎÁ íà àêòèâíîñòü ëèçîöèìà è òåðìîäè-
íàìè÷åñêèå ïàðàìåòðû åãî äåíàòóðàöèè, à òàêæå â
îïðåäåëåíèè êèíåòè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ ãèäðîëèçà õè-
òèíà ëèçîöèìîì, ìîäèôèöèðîâàííûì Ñ7-ÀÎÁ.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû
Â èññëåäîâàíèÿõ èñïîëüçîâàëè êîììåð÷åñêèé ïðå-

ïàðàò ëèçîöèìà ÿè÷íîãî áåëêà ÊÔ 3.2.1.17 (“Sigma”,
ÑØÀ), Ì = 14,7 êÄà.

Â êà÷åñòâå ìîäèôèêàòîðà ëèçîöèìà èñïîëüçîâàëè
ãîìîëîã àëêèëîêñèáåíçîëîâ Ñ7-ÀÎÁ (“Sigma”,
ÑØÀ), Ì = 124 ã/ìîëü. Îêèñëåííóþ ôîðìó Ñ7-ÀÎÁ
ïîëó÷àëè âûäåðæèâàíèåì êîíöåíòðèðîâàííîãî ðàñòâî-
ðà íà ñâåòó â ïðèñóòñòâèè êèñëîðîäà âîçäóõà ïðè
òåìïåðàòóðå 25°Ñ â òå÷åíèå 14 äíåé.

Ðàñòâîðû ôåðìåíòà è Ñ7-ÀÎÁ ãîòîâèëè â ÐÂS-áó-
ôåðå â êîíöåíòðàöèÿõ, â äâà ðàçà áîëüøå çàäàííûõ,
ñìåøèâàëè â îòíîøåíèè 1:1 è âûäåðæèâàëè ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå îïðåäåëåííîå âðåìÿ (ïðåäûíêóáà-
öèÿ). Â êîíòðîëüíûõ âàðèàíòàõ âìåñòî ðàñòâîðà ÀÎÁ
èñïîëüçîâàëè ýêâèâàëåíòíîå êîëè÷åñòâî ðàñòâîðèòåëÿ.

Ïðèãîòîâëåíèå ñóáñòðàòîâ
Êëåòêè Saccharomyces cerevisiae êóëüòèâèðîâàëè

íà 2,5 Á ñóñëå â òå÷åíèå 12 ÷ ïðè 28°Ñ (ýêñïîíåíöè-
àëüíàÿ ôàçà). Êëåòêè, îòäåëåííûå îò ñðåäû ðîñòà,
ðåñóñïåíäèðîâàëè â PBS-áóôåðå ðÍ 7,4 äî îïòè÷åñ-
êîé ïëîòíîñòè 0,5 åä. (“Specord”, Ãåðìàíèÿ, l = 1 ñì,
λ = 540 íì), ÷òî ñîîòâåòñòâîâàëî ÷èñëåííîñòè äðîæ-
æåâûõ êëåòîê ≈5×107 ÊÎÅ/ìë.

Êîëëîèäíûé õèòèí ïîëó÷àëè ðàñòâîðåíèåì êðèñ-
òàëëè÷åñêîãî õèòèíà â 85%-é ôîñôîðíîé êèñëîòå.
Îòìûòûé ìåòîäîì äåêàíòàöèè â äèñòèëëèðîâàííîé
âîäå îñàäîê îòäåëÿëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì è ðàçáàâ-
ëÿëè äî íóæíîé êîíöåíòðàöèè áóôåðîì (ðÍ ñóáñòðà-
òà 7,0).

Îïðåäåëåíèå ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè
ëèçîöèìà

Ãèäðîëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ëèçîöèìà â îòíîøå-
íèè êîëëîèäíîãî õèòèíà îïðåäåëÿëè, ñìåøèâàÿ

0,3 ìë ðàñòâîðà ñóáñòðàòà (15 ìã/ìë) ñ 0,1 ìë ðà-
ñòâîðà ëèçîöèìà (2 ìã/ìë) è èíêóáèðóÿ â òå÷åíèå
10 è áîëåå ÷àñîâ ïðè 42°Ñ.

Ãèäðîëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ëèçîöèìà â îòíî-
øåíèè êëåòîê S. cerevisiae îïðåäåëÿëè, ñìåøèâàÿ
2 ìë äðîææåâîé ñóñïåíçèè ñ 0,5 ìë ðàñòâîðà ëèçî-
öèìà (2 ìã/ìë) è èíêóáèðóÿ â òå÷åíèå 20 ÷ ïðè
37°Ñ. Çàòåì îáðàçöû öåíòðèôóãèðîâàëè è â ñóïåð-
íàòàíòå îïðåäåëÿëè êîíöåíòðàöèþ àöåòèëãëþêîçà-
ìèíà ñ ÄÑÊ [11].

Ìèêðîêàëîðèìåòðè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ
Èñõîäíûå ðàñòâîðû ëèçîöèìà (≈10 ìã/ìë) â

0,05 M ôîñôàòíîì áóôåðå ñ pH 7,4 ãîòîâèëè çà
1 äåíü äî ýêñïåðèìåíòà. Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ
ðàñòâîðîâ â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 20 000 g (“Beckman
21”, Ãåðìàíèÿ) îïðåäåëÿëè êîíöåíòðàöèþ ëèçîöèìà
ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêèì ìåòîäîì (“Specord UV
VIS”, Ãåðìàíèÿ), èçìåðÿÿ ïîãëîùåíèå ïðè 280 íì.
Äëÿ ðàñ÷åòà êîíöåíòðàöèè ëèçîöèìà èñïîëüçîâàëè êî-
ýôôèöèåíò óäåëüíîé ýêñòèíöèè 26,4 [12]. Ðàáî÷èå ðà-
ñòâîðû ãîòîâèëè, ñìåøèâàÿ ðàâíûå îáúåìû ðàñòâî-
ðîâ áåëêà è Ñ7-ÀÎB â 0,05 Ì PBS-áóôåðå. Êîíöåíò-
ðàöèÿ Ñ7-ÀÎB ñîñòàâëÿëà 4,6 ìã/ìë, r = 50 (r − ìî-
ëÿðíîå îòíîøåíèå Ñ7-ÀÎB/ëèçîöèì). Ïîëó÷åííûå ðà-
ñòâîðû âûäåðæèâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â
òå÷åíèå 1 ÷ ïåðåä ââåäåíèåì â ðàáî÷óþ ÿ÷åéêó êà-
ëîðèìåòðà. Â êà÷åñòâå ðàñòâîðîâ ñðàâíåíèÿ èñïîëü-
çîâàëè ñâåæåïðèãîòîâëåííûå ðàñòâîðû Ñ7-ÀÎB òîé
æå êîíöåíòðàöèè, ÷òî è â ðàáî÷åé ÿ÷åéêå.

Ýêñïåðèìåíòû ïî ìèêðîêàëîðèìåòðèè âûïîëíåíû ñ
èñïîëüçîâàíèåì àäèàáàòíîãî ñêàíèðóþùåãî ìèêðîêà-
ëîðèìåòðà “ÄÀÑÌ-4” (ÍÏÎ “Áèîïðèáîð”, ã. Ïóùè-
íî, Ðîññèÿ) â òåìïåðàòóðíîì äèàïàçîíå 10–110°C ïðè
ñêîðîñòè ñêàíèðîâàíèÿ 2 ãðàä/ìèí è èçáûòî÷íîì äàâ-
ëåíèè 0,2 MÏa. Â êàæäîì ýêñïåðèìåíòå øêàëó òåï-
ëîåìêîñòè ìèêðîêàëîðèìåòðà êàëèáðîâàëè íà îñíîâå
ýôôåêòà Äæîóëÿ–Ëåíöà.

Êàëîðèìåòðè÷åñêàÿ ýíòàëüïèÿ äåíàòóðàöèè ðàñ-
ñ÷èòàíà êàê ïëîùàäü ïîä òåðìîãðàììîé ñ ó÷åòîì
èçìåíåíèÿ òåïëîåìêîñòè ìåæäó íàòèâíîé è äåíàòóðè-
ðîâàííîé ôîðìàìè áåëêà [13] ñ èñïîëüçîâàíèåì ñòàí-
äàðòíîé ïðîãðàììû Wscal.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå
Â ðàáîòå èññëåäîâàëè âëèÿíèå îäíîãî èç ãîìîëîãîâ

àëêèëîêñèáåíçîëîâ (Ñ7-ÀÎÁ) íà ôåðìåíòàòèâíóþ àê-
òèâíîñòü ëèçîöèìà ÿè÷íîãî áåëêà â îòíîøåíèè íåñïå-
öèôè÷åñêîãî ñóáñòðàòà – êîëëîèäíîãî õèòèíà (ðÍ ðå-
àêöèè 7,0). Ïîñêîëüêó äëÿ ìîäèôèêàöèè ñòðóêòóðû
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ìàêðîìîëåêóë íåîáõîäèìî îïðåäåëåííîå âðåìÿ [14],
òî áûëè ïðîâåäåíû èññëåäîâàíèÿ, â êîòîðûõ âàðüè-
ðîâàëè âðåìÿ èíêóáèðîâàíèÿ ëèçîöèìà è Ñ7-ÀÎÁ â
äèàïàçîíå îò 1 äî 24 ÷ ïðè òåìïåðàòóðå 25°Ñ. Ïðåä-
ûíêóáàöèÿ ëèçîöèìà ñ Ñ7-ÀÎÁ â òå÷åíèå 1 ÷ âî
âñåì äèàïàçîíå èññëåäóåìûõ êîíöåíòðàöèé (0,125–
4 ìã/ìë èëè r = 6–200) ñòèìóëèðîâàëà êàòàëèòè÷åñ-
êóþ àêòèâíîñòü ôåðìåíòà, ÷òî âûðàæàëîñü â óâåëè-
÷åíèè íàêîïëåíèÿ ïðîäóêòà àöåòèëãëþêîçàìèíà äî
150% îò êîíòðîëÿ (ðèñ. 1). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî â
îáëàñòè íèçêèõ êîíöåíòðàöèé (0,125 ìã/ìë) íàáëþäàë-
ñÿ ìàêñèìóì àêòèâíîñòè. Óâåëè÷åíèå âðåìåíè ïðå-
äûíêóáàöèè äî 24 ÷ ïîâûøàëî ýôôåêòèâíîñòü âîç-
äåéñòâèÿ Ñ7-ÀÎÁ íà ôåðìåíò äî ìàêñèìàëüíîãî çíà-
÷åíèÿ − 300% îò êîíòðîëÿ.

Ðîñò íåñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè ëèçîöèìà, ìîäè-
ôèöèðîâàííîãî Ñ7-ÀÎÁ,  ïðîäåìîíñòðèðîâàí â îïû-
òàõ, ãäå â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà èñïîëüçîâàëè äðîææå-
âûå êëåòêè S. ñerevisiae. Ìàêñèìàëüíûé âûõîä ðåäó-
öèðóþùèõ ñàõàðîâ íàáëþäàëñÿ ïðè êîíöåíòðàöèè ìî-
äèôèêàòîðà 1,75 ìã/ìë, ÷òî êîððåëèðîâàëî ñ äàííûìè
ïî õèòèíó (ðèñ. 2). Äàëüíåéøåå óâåëè÷åíèå êîíöåíò-
ðàöèè ìîäèôèêàòîðà â îáîèõ ñëó÷àÿõ ïðèâîäèëî ê
ñïàäó/ôèêñàöèè àêòèâèðóþùåãî ýôôåêòà. Òàêèì îáðà-
çîì, ïðåäñòàâëåííûå â ðàáîòå ðåçóëüòàòû äåìîíñòðè-
ðóþò ñïîñîáíîñòü Ñ7-ÀÎÁ èçìåíÿòü ñóáñòðàòíóþ
ñïåöèôè÷íîñòü, ïîâûøàÿ àêòèâíîñòü ëèçîöèìà â îò-
íîøåíèè íåñïåöèôè÷åñêèõ ñóáñòðàòîâ, ò.å. óâåëè÷è-
âàòü ñêîðîñòü ãèäðîëèçà ñâÿçåé, íåñïåöèôè÷åñêèõ äëÿ
äàííîãî ôåðìåíòà.

Ïîëó÷åíèå ëèçîöèìîâ, àêòèâíûõ ïðîòèâ äðîææå-
âûõ êëåòîê, ïðåäñòàâëÿåò ïðàêòè÷åñêèé èíòåðåñ. Â
ëèòåðàòóðå ïîäîáíûé ýôôåêò îáíàðóæèòü íå óäà-
ëîñü. Èìåþòñÿ îòäåëüíûå ðàáîòû, â êîòîðûõ ðàñ-
ñìàòðèâàåòñÿ óâåëè÷åíèå àêòèâíîñòè ëèçîöèìà â îò-
íîøåíèè äðîææåé ïîñëå èõ ïðåäâàðèòåëüíîé îáðà-
áîòêè àíòèìèêîòèêàìè (íèñòàòèí, àìôîòåðèöèí Â)
[15]. Îñòàëüíûå ïðèìåðû ìîäèôèêàöèè ëèçîöèìîâ
ïðèâîäÿò ê ïîëó÷åíèþ ôåðìåíòîâ, àêòèâíûõ â îòíî-
øåíèè áîëüøîãî ÷èñëà ãðàìïîëîæèòåëüíûõ è ãðàì-
îòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé.

Ñòèìóëÿöèÿ êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ñòàáèëèçè-
ðîâàííîãî Ñ7-ÀÎÁ ëèçîöèìà ïðåäïîëàãàëà ñîîòâåò-
ñòâóþùèå èçìåíåíèÿ îñíîâíûõ êèíåòè÷åñêèõ ïàðà-
ìåòðîâ ðåàêöèè ãèäðîëèçà (êîíñòàíòû Ìèõàýëèñà, KÌ
è ìàêñèìàëüíîé ñêîðîñòè ðåàêöèè ãèäðîëèçà, Vìàêñ),
ïîçâîëÿþùèõ èíòåðïðåòèðîâàòü âçàèìîäåéñòâèÿ ôåð-
ìåíòà ñ ìîäèôèêàòîðîì [16]. Â ðàáîòå îïðåäåëåíû
êèíåòè÷åñêèå ïàðàìåòðû ãèäðîëèçà õèòèíà ëèçîöè-
ìîì, ìîäèôèöèðîâàííûì Ñ7-ÀÎÁ, â äèàïàçîíå àêòè-

âèðóþùèõ êîíöåíòðàöèé (0,125–4 ìã/ìë). Â ýêñïåðè-
ìåíòàõ èñïîëüçîâàëè ðàçíûå êîíöåíòðàöèè êîëëîèä-
íîãî õèòèíà (14–28 ìã/ìë) ïðè ñòàíäàðòíîé êîíöåíò-
ðàöèè ëèçîöèìà 2 ìã/ìë. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû
áûëè ïðîàíàëèçèðîâàíû ãðàôè÷åñêè â êîîðäèíàòàõ
Ëàéíóèâåðà–Áåðêà äëÿ ðàñ÷åòà çíà÷åíèé KÌ è Vìàêñ
(ðèñ. 3, òàáë. 1).

Ïðè èñïîëüçîâàíèè âûñîêèõ êîíöåíòðàöèé Ñ7-ÀÎÁ
(2 è 4 ìã/ìë) óâåëè÷èâàåòñÿ çíà÷åíèå Vìàêñ, íî íå
èçìåíåíÿåòñÿ çíà÷åíèå ÊÌ, ÷òî õàðàêòåðíî äëÿ íå-
êîíêóðåíòíîãî òèïà àêòèâàöèè. Çàâèñèìîñòè, ïîñòðîåí-
íûå äëÿ âàðèàíòîâ êîíöåíòðàöèé Ñ7-ÀÎÁ 0,125, 0,5,
1 ìã/ìë, èìåëè îäèíàêîâîå çíà÷åíèå ÊÌ, â 3,5 ðàçà
ïðåâûøàþùåå êîíòðîëüíîå, ïðè ýòîì âåëè÷èíà Vìàêñ
èçìåíÿëàñü ïðîïîðöèîíàëüíî ÊÌ, ÷òî õàðàêòåðíî äëÿ
íåêîíêóðåíòíîãî òèïà àêòèâàöèè. Òàêèì îáðàçîì,
ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ýôôåêòû Ñ7-ÀÎÁ â îòíî-

Ðèñ. 1. Êîíöåíòðàöèîííàÿ çàâèñèìîñòü äåéñòâèÿ Ñ7-ÀÎÁ íà ôåð-
ìåíòàòèâíóþ àêòèâíîñòü ëèçîöèìà ïðè ãèäðîëèçå êîëëîèäíîãî õè-
òèíà. Óñëîâèÿ ðåàêöèè: êîíöåíòðàöèÿ ñóáñòðàòà 28 ìã/ìë; ðÍ 7,0;
âðåìÿ 10 ÷; òåìïåðàòóðà 42°Ñ. Âðåìÿ ïðåäûíêóáàöèè ôåðìåíòà ñ

Ñ7-ÀÎÁ, ÷: 1 – 1, 2 – 24

Ðèñ. 2. Êîíöåíòðàöèîííàÿ çàâèñèìîñòü äåéñòâèÿ Ñ7-ÀÎÁ íà ôåð-
ìåíòàòèâíóþ àêòèâíîñòü ëèçîöèìà â îòíîøåíèè êëåòîê äðîææåé â
âàðèàíòå ïðåäûíêóáàöèè ôåðìåíòà. Òåìïåðàòóðà ôåðìåíòàòèâíîé

ðåàêöèè 37°Ñ, âðåìÿ 20 ÷, âðåìÿ ïðåäûíêóáàöèè ôåðìåíòà ñ
Ñ7-ÀÎÁ  1 ÷
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øåíèè ëèçîöèìà õàðàêòåðíû äëÿ äåéñòâèÿ àêòèâàòî-
ðîâ íåêîíêóðåíòíîãî òèïà. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïî
äåéñòâèþ ÀÎÁ íà êèíåòè÷åñêèå ïàðàìåòðû ðåàêöèè
ãèäðîëèçà ñ ó÷àñòèåì ëèçîöèìà ïîäòâåðæäàþòñÿ è
äëÿ äðóãèõ ìîäåëüíûõ ôåðìåíòîâ (òðèïñèíà, β-àìè-
ëàçû), ìîäèôèêàöèÿ êîòîðûõ Ñ7-ÀÎÁ ïðèâîäèëà ê
íåêîíêóðåíòíîé àêòèâàöèè [7, 17].

Èçâåñòíî, ÷òî ìíîãèå ôåíîëüíûå ñîåäèíåíèÿ, ê
êëàññó êîòîðûõ îòíîñÿòñÿ ÀÎÁ, îáëàäàþò àíòèîêñè-
äàíòíûìè ñâîéñòâàìè. Ôåíîëû è èõ ïðîèçâîäíûå ëåã-
êî îêèñëÿþòñÿ â ïðèñóòñòâèè êèñëîðîäà âîçäóõà ñ
îáðàçîâàíèåì àêòèâíûõ ïðîìåæóòî÷íûõ ñîåäèíåíèé,
ïðè÷åì íåêîòîðûå èç íèõ îáëàäàþò áîëåå âûðàæåí-
íûìè àíòèîêèñëèòåëüíûìè ñâîéñòâàìè, ÷åì èñõîäíûå
ìîëåêóëû.

Ñîãëàñíî ðàíåå ïðîâåäåííûì èññëåäîâàíèÿì âîä-
íûõ ðàñòâîðîâ Ñ7-ÀÎÁ ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäîâ
èìïóëüñíîãî ðàäèîëèçà è âûñîêîýôôåêòèâíîé æèäêî-
ñòíîé õðîìàòîãðàôèè, áûëî äîêàçàíî îáðàçîâàíèå
íèçêîìîëåêóëÿðíûõ è äëèííîöåïî÷å÷íûõ ïðîäóêòîâ
îêèñëåíèÿ â îêèñëèòåëüíî-âîññòàíîâèòåëüíûõ ðåàêöè-
ÿõ, èíèöèèðîâàííûõ èîíèçèðóþùèì èçëó÷åíèåì [18].

Îòìå÷àëîñü, ÷òî çàðåãèñòðèðîâàííûå ïðîäóêòû îêèñ-
ëåíèÿ Ñ7-ÀÎÁ áëèçêè ê òàê íàçûâàåìûì êðàñíûì
ôîðìàì, êîòîðûå äåòåêòèðîâàíû â ñïåêòðàõ ïðîäóê-
òîâ îêèñëåíèÿ ïðèðîäíûõ ïîëèôåíîëüíûõ ñîåäèíåíèé.
Â ðàáîòå [18] óïîìÿíóòî, ÷òî àíòîöèàíû, èìåþùèå â
ñâîåé ñòðóêòóðå ïèðèëèåâîå êîëüöî è ïîãëîùåíèå â
îáëàñòè 450–600 íì, îáëàäàþò áîëåå âûñîêîé àíòè-
ðàäèêàëüíîé è ðàäèîïðîòåêòîðíîé àêòèâíîñòüþ ïî
ñðàâíåíèþ ñ ôëàâîíîëàìè. Âñå âûøå ñêàçàííîå ïî-
çâîëÿåò íàì ñäåëàòü âûâîä, ÷òî íàáëþäàåìîå íàìè
ðàçâèòèå êðàñíîé îêðàñêè õðàíèâøèõñÿ íà ñâåòó ïðè
T = 25°Ñ â òå÷åíèå 15 ñóò êîíöåíòðèðîâàííûõ ðà-
ñòâîðîâ Ñ7-ÀÎÁ, èìåþùèõ ìàêñèìóì ïîãëîùåíèÿ
ïðè äëèíå âîëíû 500 íì, ñâèäåòåëüñòâóåò îá îêèñëè-
òåëüíîì ïðåâðàùåíèè Ñ7-ÀÎÁ ñ îáðàçîâàíèåì êðàñ-
íûõ ôîðì.

Â ðàáîòå áûëè ïðîâåäåíû èññëåäîâàíèÿ ïî âëèÿ-
íèþ îêèñëåííîé ôîðìû Ñ7-ÀÎÁ íà àêòèâíîñòü ëèçî-
öèìà â ðåàêöèè ãèäðîëèçà êîëëîèäíîãî õèòèíà (âðåìÿ
ïðåäûíêóáàöèè 1 ÷). Ìîäèôèêàöèÿ ëèçîöèìà îêèñëåí-
íîé ôîðìîé Ñ7-ÀÎÁ òàêæå, êàê è èíòàêòíîé ôîðìîé,
ïðèâîäèëà ê ïîâûøåíèþ âûõîäà ïðîäóêòîâ ðåàêöèè
(ðèñ. 4).

Ìàêñèìàëüíîå çíà÷åíèå ïðèðîñòà àêòèâíîñòè â
äàííîì ñëó÷àå ïðàêòè÷åñêè ñîâïàäàåò ñî çíà÷åíèåì,
ïîëó÷åííûì äëÿ íåîêèñëåííîé ôîðìû ìîäèôèêàòîðà
ïðè îäíîì è òîì æå âðåìåíè èíêóáàöèè (äî 160% îò
êîíòðîëÿ ïðè êîíöåíòðàöèè ìîäèôèêàòîðà 0,5 ìã/ìë).
Áîëåå ýôôåêòèâíûì âîçäåéñòâèåì ïðè ýòîì îáëàäà-
þò íèçêèå êîíöåíòðàöèè ëèãàíäà, à ñ ïîâûøåíèåì
êîíöåíòðàöèè ìîäèôèêàòîðà âûõîä ïðîäóêòà ðåàêöèè
ñíèæàåòñÿ.

Èçâåñòíî, ÷òî âçàèìîäåéñòâèå áåëêîâ ñ ëèãàíäàìè
îáû÷íî ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ èõ òåðìîñòàáèëüíîñ-
òè, ïîñêîëüêó ïðîèñõîäèò íàëîæåíèå ðàâíîâåñèé êîí-
ôîðìàöèîííîãî ïåðåõîäà è ñâÿçûâàíèÿ ëèãàíäà [19].
Èçìåíåíèå ñòàáèëüíîñòè áåëêà, âûçâàííîå âçàèìî-
äåéñòâèåì ñ ëèãàíäîì, êîððåëèðóåò ñ èçìåíåíèåì
ïîäâèæíîñòè ìîëåêóë [20] è, ñëåäîâàòåëüíî, ñ åå
ôóíêöèîíèðîâàíèåì. Âëèÿíèå ñòåïåíè îêèñëåíèÿ

Ò à á ë è ö à  1

Âëèÿíèå Ñ7-ÀÎÁ íà èçìåíåíèå êèíåòè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ ëèçîöèìà â ðåàêöèè ãèäðîëèçà
êîëëîèäíîãî õèòèíà

Ðèñ. 3. Çàâèñèìîñòè ìåæäó êîíöåíòðàöèåé ñóáñòðàòà – êîëëîèäíîãî
õèòèíà (S), è ñêîðîñòüþ (V) åãî ãèäðîëèçà ëèçîöèìîì, ìîäèôèöè-
ðîâàííûì Ñ7-ÀÎÁ â êîíöåíòðàöèÿõ (ìã/ìë): 1 – êîíòðîëü; 2 – 0,125;

3 – 0,5;  4 – 1; 5 – 2; 6 – 4

Êîíöåíòðàöèÿ Ñ7-ÀÎÁ, ìã/ìë Êîíòðîëü 0,125 0,5 1 2 4 

Êm, ìã/ìë 38,0 135,7 135,7 135,7 38,0 38,0 

Vìàêñ, ìã/ìëïðîäóêòà⋅÷ 0,056 0,18 0,19 0,20 0,09 0,12 
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Ò à á ë è ö à  2

Çàâèñèìîñòü èçìåíåíèÿ òåðìîäèíàìè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ äåíàòóðàöèè ìîäèôèöèðîâàííîãî
ëèçîöèìà îò ôîðìû Ñ7-ÀÎÁ

Ðèñ. 4. Êîíöåíòðàöèîííàÿ çàâèñèìîñòü äåéñòâèÿ îêèñëåííîé ôîð-
ìû Ñ7-ÀÎÁ íà ôåðìåíòàòèâíóþ àêòèâíîñòü ëèçîöèìà ïðè ãèäðîëè-
çå êîëëîèäíîãî õèòèíà. Óñëîâèÿ ðåàêöèè: êîíöåíòðàöèÿ ñóáñòðàòà

28 ìã/ìë; ðÍ 7,0; âðåìÿ 10 ÷; T = 42°Ñ, âðåìÿ ïðåäûíêóáàöèè
ôåðìåíòà ñ Ñ7-ÀÎÁ 1 ÷

Ñ7-ÀÎÁ (r = 50) íà êîíôîðìàöèîííóþ òåðìîñòàáèëü-
íîñòü ìàêðîìîëåêóëû ëèçîöèìà â 0,05 M ôîñôàòíîì
áóôåðå (pH 7,4) èññëåäîâàëè ìåòîäîì äèôôåðåíöè-
àëüíîé àäèàáàòíîé ñêàíèðóþùåé ìèêðîêàëîðèìåòðèè.
Ïîëó÷åííûå äàííûå ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 2.

Â äàííîì ýêñïåðèìåíòå ñîõðàíÿåòñÿ óñòàíîâëåííàÿ
ðàíåå êîððåëÿöèÿ ìåæäó ïîíèæåíèåì òåìïåðàòóðû
äåíàòóðàöèè (Tä) è ïðèñóòñòâèåì Ñ7-ÀÎÁ â ñðàâíåíèè
ñ èíòàêòíûì ôåðìåíòîì [9]. Èçâåñòíî, ÷òî ïîíèæå-
íèå òåìïåðàòóðû äåíàòóðàöèè áåëêà â ïðèñóòñòâèè
ëèãàíäà â ïåðâóþ î÷åðåäü ñâèäåòåëüñòâóåò î ïðåä-
ïî÷òèòåëüíîì âçàèìîäåéñòâèè ïîñëåäíåãî ñ äåíàòó-
ðèðîâàííîé ôîðìîé áåëêà [21]. Â íàøåì ñëó÷àå
óìåíüøåíèå Tä â ïðèñóòñòâèè Ñ7-ÀÎÁ óêàçûâàåò íà

óìåíüøåíèå òåðìîñòàáèëüíîñòè ëèçîöèìà. Ñóùå-
ñòâåííîå îòëè÷èå ñèñòåìû, ñîäåðæàùåé îêèñëåííóþ
ôîðìó Ñ7-ÀÎÁ, îò íåîêèñëåííîé ïðîÿâëÿåòñÿ â
1,5-êðàòíîì óâåëè÷åíèè ΔCð (ðàçíèöà òåïëîåìêîñòè
ëèçîöèìà â äåíàòóðèðîâàííîì è íàòèâíîì ñîñòîÿíè-
ÿõ). Ïðåäñòàâëåííûå ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò íà ïîâû-
øåíèå äîñòóïíîé äëÿ ðàñòâîðèòåëÿ ãèäðîôîáíîé ïî-
âåðõíîñòè ìîëåêóëû ëèçîöèìà âñëåäñòâèå âçàèìîäåé-
ñòâèÿ ñ Ñ7-ÀÎÁ.

Çàêëþ÷åíèå
Ïðîâåäåííûå èññëåäîâàíèÿ ñâèäåòåëüñòâóþò î

ñïîñîáíîñòè Ñ7-ÀÎÁ (õèìè÷åñêîãî àíàëîãà îäíîãî
èç ãîìîëîãîâ àóòîèíäóêòîðîâ àíàáèîçà áàêòåðèé)
ìîäèôèöèðîâàòü ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü ëèçîöè-
ìà ÿè÷íîãî áåëêà è ðåãóëèðîâàòü ýôôåêòèâíîñòü êà-
òàëèçèðóåìûõ èì ðåàêöèé ãèäðîëèçà íåñïåöèôè÷åñ-
êèõ ñóáñòðàòîâ. Ïîêàçàíî, ÷òî ýôôåêòèâíîñòü ìîäè-
ôèêàöèè ëèçîöèìà çàâèñèò îò êîíöåíòðàöèè Ñ7-ÀÎÁ
è îò âðåìåíè èíêóáèðîâàíèÿ èõ ñîâìåñòíûõ ðàñòâî-
ðîâ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè
ñîãëàñóþòñÿ ñ ýôôåêòàìè, ïðîäåìîíñòðèðîâàííûìè
â îòíîøåíèè äåéñòâèÿ ÀÎÁ íà äðóãèå ìîíîñóáúåäè-
íè÷íûå ôåðìåíòû (òðèïñèí, α-, β- è ãëþêîàìèëàçà,
ðèáîíóêëåàçà è äð.), è ïîäòâåðæäàþò ñïîñîáíîñòü
ÀÎÁ ê ìîäèôèêàöèè ôåðìåíòíûõ áåëêîâ íåñïåöèôè-
÷åñêè ê èõ ñòðóêòóðå [5–7]. Ïîêàçàíî, ÷òî èçìåíå-
íèå àêòèâíîñòè ëèçîöèìà â êîìïëåêñå ñ Ñ7-ÀÎÁ
îáóñëîâëåíî èçìåíåíèåì åãî êîíôîðìàöèîííîé ñòà-
áèëüíîñòè è òåðìîäèíàìè÷åñêîãî ñðîäñòâà ê ðà-
ñòâîðèòåëþ è ïðîÿâëÿåòñÿ â óâåëè÷åíèè ñêîðîñòè
ôåðìåíòàòèâíîãî ãèäðîëèçà ñóáñòðàòà.
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Ôîðìà ìîäèôèêàòîðà Òåðìîäèíàìè÷åñêèå 
õàðàêòåðèñòèêè 

Èíòàêòíûé ëèçîöèì 

èñõîäíàÿ îêèñëåííàÿ 

Δä HCal, êÄæ/ìîëü* 476 502 460 

ΔÑp, êÄæ/(ìîëü⋅K) 2,63 7,59 12,56 

Tìàêñ, °Ñ 74,4 73,5 73,2 

*Êàëîðèìåòðè÷åñêàÿ ýíòàëüïèÿ äåíàòóðàöèè.
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CONTROLLING OF THE CATALYTIC ACTIVITY AND FUNCTIONALITY
OF HEN EGG WHITE LYSOZYME BY ALKYLHYDROXYBENZENES

E.I. Martirosova, I.L. Zhuravleva, I.G. Plashchina, A.S. Petrovskii, N.G. Loiko,
G.I. El-Registan
(Emanuel Institute of Biochemical Physics, RAS; Mendeleev University of Chemical
Technology; Winogradsky Institute of Microbiology, RAS;.e-mail: ms_martins@mail.ru)

The study demonstrates the ability of alkylhydroxybenzenes (C7-AHB homolog) to stimulate the
enzymatic activity of hen egg white lysozyme and the efficiency of hydrolysis reactions of non-
specific substrates. The influence of both the C7-AHB concentration and the C7-AHB form
(primary and oxidized), as well as the incubation time of the mixture of lysozyme and C7-AHB on
the activity of lysozyme and thermodynamic parameters of its denaturation has been studied using
DSC. Kinetic parameters of chitin hydrolysis by C7-AHB -modified lysozyme have been estimated.

Key words: lysozyme, alkylhydroxybenzenes, chitin, enzymatic activity, enzymatic
hydrolysis, thermodynamic parameters, DSC.
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