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Àíàëèç ñòðóêòóðû ìåæáåëêîâîãî êîíòàêòà ùåëî÷íîé
ôîñôàòàçû E. coli  ïî äàííûì ÐÑÀ  [1] ïîêàçàë ñîîò-
âåòñòâèå ìåæäó ìèíèìàëüíûì ÷èñëîì ñòàäèé â êèíå-
òè÷åñêîì ìåõàíèçìå òåðìîèíàêòèâàöèè è ÷èñëîì êîí-
òàêòíûõ ó÷àñòêîâ ìåæäó ãëîáóëàìè äèìåðà, ðàâíûì
òðåì [2]. Â ýòîé ðàáîòå ïîêàçàíî, ÷òî òðåòè÷íàÿ ñòðóê-
òóðà ôåðìåíòà ñòàáèëèçèðîâàíà ìåæáåëêîâûì âçàèìî-
äåéñòâèåì ãëîáóë äèìåðà,  âûäåëåíû äâà óçëîâûõ
àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêà Glu 410  è  Gln 416, îêàçû-
âàþùèå, âåðîÿòíî, íàèáîëüøåå âëèÿíèå íà òåðìîñòà-
áèëüíîñòü. Ðàçðóøåíèå âñåõ ñâÿçåé ëþáîãî èç ýòèõ
àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ ïðèâîäèò ê ñèëüíîìó èçìå-
íåíèþ êîíôîðìàöèè ïåòëè 402-417, íåñóùåé êàòàëèòè-
÷åñêè àêòèâíûé His 412, è ê ïîëíîé ïîòåðå êàòàëèòè-
÷åñêîé àêòèâíîñòè ôåðìåíòà. Òàêèì îáðàçîì, ðàáîòà
[2]  ïðåäëàãàåò ñòðóêòóðíîå îáîñíîâàíèå ïîòåðè êàòà-
ëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè â ðåçóëüòàòå äèññîöèàöèè äèìå-
ðà ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû íà ïðîòîìåðû ñîãëàñíî  (1)

Å2, ñòàá → Å2 → Å2, ëàá  = 2Å1 → 2Åä .   (1)

Â ñõåìå (1) ïîñëåäîâàòåëüíî ïîêàçàíû íàòèâíûé
ñòàáèëüíûé äèìåð, ñòàáèëèçèðîâàííûé òðåìÿ ìåæñóáú-
åäèíè÷íûìè êîíòàêòàìè, èíòåðìåäèàò, ñòàáèëèçèðîâàí-
íûé äâóìÿ êîíòàêòàìè, ëàáèëüíûé äèìåð, ñòàáèëèçè-
ðîâàííûé ëèøü îäíèì êîíòàêòîì, âëèÿþùèì íà ïîëî-
æåíèå  His 412, íåàêòèâíûé ïðîòîìåð è äåíàòóðè-
ðîâàííûé ïðîòîìåð; k1, k-1  è   kä  � ñîîòâåòñòâóþùèå
êîíñòàíòû ñêîðîñòè äèññîöèàöèè è àññîöèàöèè ëàáèëü-
íîãî äèìåðà è äåíàòóðàöèè ïðîòîìåðà.

Ñîãëàñíî ðàáîòå [3],  êàæäàÿ ãëîáóëà èìååò êëèíî-
âèäíóþ ôîðìó. Äâå èç íàêëîííûõ ïîâåðõíîñòåé  �
ïëîñêîñòè ìåæáåëêîâîãî êîíòàêòà  I è II (âòîðàÿ

ïëîñêîñòü, ïàðàëëåëüíà áîëüøîé  β-ñòðóêòóðå, ñîäåð-
æèò ñïèðàëü 333-359 è ïåòëþ-ñïèðàëü 288-298-312.
×åðåç ëèíèþ äâóãðàííîãî óãëà ïðîõîäèò ïëîñêîñòü
ïåòëè 1-29 ( ïëîñêîñòü III ìåæáåëêîâîãî êîíòàêòà).
Ðàññòîÿíèå ìåæäó Ñ- è  N-êîíöàìè ïîëèïåïòèäíîé
öåïè ñîñòàâëÿåò 30 Å. Îáà êîíöà ðàñïîëîæåíû â ïå-
ðåäíåé ÷àñòè ãëîáóëû, ïðè÷åì Ñ-êîíåö ðàñïîëîæåí ñî
ñòîðîíû ìåæáåëêîâîãî êîíòàêòà. Áëèæå ê îñíîâàíèþ
êëèíà â çàäíåé åãî ÷àñòè ðàñïîëîæåíà ìàëàÿ β-ñòðóê-
òóðà, â ïåðåäíåé � îòðåçêè ïîëèïåïòèäíîé öåïè 234-
264 è 160-200. Áîëüøàÿ β-ñòðóêòóðà ïåðïåíäèêóëÿðíà
ïëîñêîñòè ìåæáåëêîâîãî êîíòàêòà. Îñíîâàíèÿ «êëèíü-
åâ» ãëîáóë íàïðàâëåíû â ïðîòèâîïîëîæíûå ñòîðîíû.
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(êàôåäðà ôèçè÷åñêîé õèìèè)

Ïîêàçàíî íà ïðèìåðå ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû, èììîáèëèçîâàííîé íà ïîâåðõíîñòè
ñèëèêàãåëÿ, ìîäèôèöèðîâàííîãî õîëåñòåðèíîì, ÷òî ïðèñóòñòâèå èîíà ìàãíèÿ â
êîíòàêòíîì ðàñòâîðå ñòàáèëèçèðóåò íàòèâíûé äèìåð ôåðìåíòà, à ðàçðóøåíèå
êîîðäèíàöèîííîé ñôåðû ìàãíèÿ è âûìûâàíèå ïîñëåäíåãî âî âíåøíþþ ñðåäó
(õðàíåíèå îáðàçöà â îòñóòñòâèå èîíîâ ìàãíèÿ) ïðèâîäèò ê âîçíèêíîâåíèþ ëà-
áèëüíîãî ëåãêî äèññîöèèðóåìîãî äèìåðà, êðàéíå íåóñòîé÷èâîãî ïðè õðàíåíèè â
ñðåäå, ëèøåííîé ìàãíèÿ.

Ðèñ. 1. Êèíåòèêà òåðìîèíàêòèâàöèè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû, àäñîðáè-

ðîâàííîé íà SiO2+õîë, ïðè 23° â 0.05 Ì òðèñ-áóôåðå â ïðèñóòñòâèè
0.03Ì  MgCl2  ïðè ðàçíûõ çíà÷åíèÿõ ðÍ: 1 � 7.2, 2 � 7.6,  3 � 8.0,

4 � 8.7, 5 � 9.2, 6 � 9.5  (v0  = 25.5.10�4 OE/ìèí.ìêã áåëêà)
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Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðèâåäåíû äàííûå òåðìîèíàê-
òèâàöèè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû, àäñîðáèðîâàííîé íà
ñèëèêàãåëå, ìîäèôèöèðîâàííîì õîëåñòåðèíîì. Ìåòîäû
ïðèãîòîâëåíèÿ íîñèòåëÿ, ìåòîäû àäñîðáöèè è îïðåäå-
ëåíèÿ àêòèâíîñòè ïðèâåäåíû â ðàáîòå [4]. Äëÿ ïðîÿâ-
ëåíèÿ ìàêñèìàëüíîé àêòèâíîñòè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû,
ïðèãîòîâëåííîé  èç êèøå÷íèêà öûïëåíêà   (ôèðìà
«Reanal»), íåîáõîäèìî ïðèñóòñòâèå â àêòèâíîì öåíòðå
ôåðìåíòà ïîìèìî äâóõ êàòàëèòè÷åñêè àêòèâíûõ àòî-
ìîâ öèíêà   èîíîâ ìàãíèÿ  [1]. Ïðî÷íîñòü ñâÿçûâà-
íèÿ ìàãíèÿ â àêòèâíîì öåíòðå ðàçëè÷íà äëÿ ôåðìåí-
òîâ, ïîëó÷åííûõ èç  ðàçëè÷íûõ èñòî÷íèêîâ. Â àêòèâ-
íîì öåíòðå ìàãíèé íàõîäèòñÿ íà ðàññòîÿíèè 5 è 7 Å
ñîîòâåòñòâåííî îò ïåðâîãî è âòîðîãî àòîìîâ öèíêà.
Îí   íå âçàèìîäåéñòâóåò íåïîñðåäñòâåííî ñ ñóáñòðà-
òîì. Ðîëü ìàãíèÿ â àêòèâíîì öåíòðå ùåëî÷íîé ôîñôà-
òàçû îñòàåòñÿ íåÿñíîé, õîòÿ â  ëèòåðàòóðå ýòîìó âîï-
ðîñó óäåëåíî ìíîãî âíèìàíèÿ. Âàæíàÿ èíôîðìàöèÿ
ïîëó÷åíà â ðàáîòå [5], ãäå ïðîâåäåíî ñðàâíåíèå àìè-
íîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé â îáëàñòè àêòèâíîãî
öåíòðà ñ ïîñëåäóþùèì ñàéò-íàïðàâëåííûì ìóòàãåíå-
çîì ôåðìåíòà èç  E. coli. ßñíî îäíî � èîíû ìàãíèÿ â
àêòèâíîì öåíòðå ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû áàêòåðèàëüíîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ ñâÿçàíû ïðî÷íåå, ÷åì â ùåëî÷íîé
ôîñôàòàçå æèâîòíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Ùåëî÷íàÿ ôîñ-
ôàòàçà æèâîòíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ ÿâëÿåòñÿ óäîáíûì
îáúåêòîì èçó÷åíèÿ ñòàáèëèçèðóþùåé ðîëè ìàãíèÿ, ïî-
ñêîëüêó ìàãíèé ëåãêî è îáðàòèìî ñâÿçûâàåòñÿ â åå
àêòèâíîì öåíòðå. Íà ðèñ. 1�3 ïðåäñòàâëåíû êèíåòè-
÷åñêèå êðèâûå òåðìîèíàêòèâàöèè ôåðìåíòà ïðè õðàíå-
íèè â 0.05Ì òðèñ-ÍÑl  áóôåðíîì ðàñòâîðå â ïðèñóò-

ñòâèè (ðèñ. 1) è â îòñóòñòâèå (ðèñ. 2, 3) èîíîâ ìàã-
íèÿ â êîíòàêòíîì ðàñòâîðå. Èììîáèëèçîâàííàÿ ùåëî÷-
íàÿ ôîñôàòàçà â ýòîì ýêñïåðèìåíòå áûëà óäîáíûì
îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ, ïîñêîëüêó â òàêîì âèäå (ìî-
íîñëîé ôåðìåíòà íà ãèäðîôîáíîì íîñèòåëå) îíà óñ-
òîé÷èâà ê áàêòåðèàëüíîìó çàðàæåíèþ. Ýêñïåðèìåíòû
ìîæíî ïðîâîäèòü íà îäíîì è òîì æå îáðàçöå  äëè-
òåëüíîå âðåìÿ ïðè 23°. Îïûò äëèëñÿ 40 äíåé, îäíàêî
â ïðèñóòñòâèè èîíîâ ìàãíèÿ  ôåðìåíò ïîòåðÿë ÷óòü
áîëåå 50% àêòèâíîñòè, òîãäà êàê â îòñóòñòâèå èîíîâ
ìàãíèÿ â êîíòàêòíîì ðàñòâîðå àêòèâíîñòü óïàëà áîëåå
÷åì íà 80%.

Íà êèíåòè÷åñêèõ êðèâûõ ðèñ.1, ïîëó÷åííûõ â ïðè-
ñóòñòâèè 0.03Ì  MgCl2, èìååò ìåñòî èíäóêöèîííûé
ïåðèîä, êàê ñëåäñòâèå íåèçìåííîñòè àêòèâíîñòè ôåð-
ìåíòà â òå÷åíèå ïåðâûõ äâóõ ñóòîê õðàíåíèÿ. Èíäóê-
öèîííûé ïåðèîä îòâå÷àåò ñòàäèè ñêðûòûõ èçìåíåíèé �
ïëàâëåíèþ êîíôîðìàöèîííîãî çàìêà. Èñïîëüçîâàíèå
ñîîòíîøåíèÿ (2)

n = (0.13 + δ) / (0.13 – 0.05δ)                 (2)

ïîçâîëÿåò îïðåäåëèòü ÷èñëî ìèíèìàëüíûõ ñòàäèé â
ýòîì ïðîöåññå. Îïðåäåëåíèå áåçðàçìåðíîé âåëè÷èíû δ
ïîêàçàíî íà ðèñ. 1. Êèíåòè÷åñêèå êðèâûå, ïîëó÷åííûå
â èíòåðâàëå ðÍ  7.2 � 9.5, ëîæàòñÿ íà îäíó êðèâóþ.
Âåëè÷èíà δ = 0.21, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò n ≈ 3. Ýòî ñî-
ãëàñóåòñÿ ñî ñõåìîé (1), ïðåäïîëàãàþùåé òðè àêòèâ-
íûõ äèìåðíûõ èíòåðìåäèàòà, îòëè÷àþùèõñÿ ñòàáèëü-
íîñòüþ è îáðàçîâàííûõ ñ ïîìîùüþ îäíîãî, äâóõ è
òðåõ  ìåæãëîáóëÿðíûõ êîíòàêòîâ. Êîíñòàíòà ñêîðîñòè
ëîêàëüíîé äèññîöèàöèè èììîáèëèçîâàííîãî äèìåðà
ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû k1 â èçó÷åííîì èíòåðâàëå êîí-
öåíòðàöèé íå çàâèñèò îò ðÍ è ðàâíà 1.2.10–6 c–1.

Ðèñ. 2. Êèíåòèêà òåðìîèíàêòèâàöèè èììîáèëèçîâàííîé ùåëî÷íîé
ôîñôàòàçû â îòñóòñòâèå èîíîâ ìàãíèÿ ïðè ðÍ: 1 � 7.2, 2 � 7.6,

3 � 8.0,    4 � 8.7, 5 � 9.2, 6 � 9.5  (v0  = 25.5.10�4 OE/ìèí.ìêã áåëêà)

Ðèñ. 3. Äàííûå ðèñ. 2, ïðåäñòàâëåííûå â ïîëóëîãàðèôìè÷åñêèõ
êîîðäèíàòàõ
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Êèíåòè÷åñêèå ïàðàìåòðû ëîêàëüíîé äèñcîöèàöèè äèìåðà

ùåëî÷íîé ôîñôîòàçû íà SiO2  â îòñóòñòâèå èîíîâ ìàãíèÿ

Èíòåðâàëû ðÍÊîíñòàíòà

7.2−8.7 (I) 9.2−9.5 (II)

K1·106 , c−1 4.3 6.9

Kä·107 , c−1 2.9 3.1

Ðèñ. 4. Êîîðäèíàöèÿ àòîìà ìàãíèÿ â ìîëåêóëå ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû.
×åðòî÷êàìè ïîêàçàíû âîäîðîäíûå ñâÿçè. Âîäîðîäíûå ñâÿçè

Hel 54-66 îòíîñÿòñÿ ê ìåæáåëêîâîìó êîíòàêòó

Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíû äâå êèíåòè÷åñêèå êðèâûå
òåðìîèíàêòèâàöèè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû â îòñóòñòâèå
èîíîâ ìàãíèÿ:  I � â èíòåðâàëå ðÍ 7.2 � 8.7 è  II �
ïðè  ðÍ 9.2 è 9.5. Íà ðèñ. 3 äàííûå ïðåäñòàâëåíû â
ïîëóëîãàðèôìè÷åñêèõ êîîðäèíàòàõ. Íà êèíåòè÷åñêèõ
êðèâûõ îòñóòñòâóåò èíäóêöèîííûé ïåðèîä. Ïðîöåññ
îáíàðóæèâàåò çàâèñèìîñòü îò ðÍ, íà÷èíàÿ ñ ðÊ ≈ 9,
÷òî ñîîòâåòñòâóåò  Gln (ðÊ = 9.13). Ýòè äàííûå ñîãëà-
ñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè ñòðóêòóðíîãî àíàëèçà [2], ãäå
âûäåëåíî äâà óçëîâûõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêà
Glu  410 è  Gln 416, îêàçûâàþùèõ íàèáîëüøåå âëèÿ-
íèå íà òåðìîñòàáèëüíîñòü. Íà ðèñ. 3 ïîêàçàíî, ÷òî êè-
íåòèêà òåðìîèíàêòèâàöèè äâóñòàäèéíà è ñîîòâåòñòâóåò
êèíåòè÷åñêîìó ìåõàíèçìó äâóñòàäèéíîé äèññîöèàòèâ-
íîé òåðìîèíàêòèâàöèè àêòèâíîãî ëàáèëüíîãî äèìåðà (3)

Å2 = 2Å1 → 2Åä  .                       (3)

Îòñóòñòâèå íà êèíåòè÷åñêèõ êðèâûõ  èíäóêöèîííî-
ãî ïåðèîäà îçíà÷àåò, ÷òî â ñèñòåìå íåò ñòàáèëüíîãî
äèìåðà, ñòàáèëèçèðîâàííîãî òðåìÿ ìåæáåëêîâûìè êîí-
òàêòàìè, à ïðèñóòñòâóåò ëèøü ëàáèëüíûé äèìåð ñ îä-
íèì ìåæáåëêîâûì êîíòàêòîì, êîòîðûé ëåãêî è îáðàòè-
ìî äèññîöèèðóåò íà íåàêòèâíûå ñóáúåäèíèöû.

Ïîñêîëüêó â ýêñïåðèìåíòå èñïîëüçîâàíà àäñîðáè-
ðîâàííàÿ ùåëî÷íàÿ ôîñôàòàçà, òî ðå÷ü èäåò î ëîêàëü-
íîé äèññîöèàöèè. Ñîîòâåòñòâóþùèå äàííûå ïðåäñòàâ-
ëåíû â òàáëèöå. Çíà÷åíèÿ êèíåòè÷åñêèõ êîíñòàíò ñêî-
ðîñòè ëîêàëüíîé äèññîöèàöèè ïîêàçûâàþò, ÷òî ïîñëå-
äíÿÿ óâåëè÷èâàåòñÿ áîëåå ÷åì â 1.5 ðàçà ïðè  ðÍ > 9
è ïðåâûøàåò ñîîòâåòñòâóþùóþ âåëè÷èíó äëÿ ôåðìåíòà
â ïðèñóòñòâèè èîíîâ ìàãíèÿ â 3.5 ðàçà (äëÿ ðÍ 7.2 �
8.7) è â 5.5 ðàç (äëÿ ðÍ 9.2 � 9.5).

Òàêèì îáðàçîì, íà îñíîâå êèíåòè÷åñêîãî àíàëèçà
äàííûõ ïî òåðìîèíàêòèâàöèè èììîáèëèçîâàííîé ùå-
ëî÷íîé ôîñôàòàçû â ïðèñóòñòâèè è â îòñóòñòâèå
èîíîâ ìàãíèÿ â êîíòàêòíîì ðàñòâîðå ìîæíî ñäåëàòü
âûâîä î ñòàáèëèçèðóþùåé ðîëè ìàãíèÿ. Àòîì ìàãíèÿ
êîîðäèíèðîâàí òðåìÿ ãðóïïàìè Asp 51, Glu 322 è
Thr 155.  Èç íèõ òîëüêî Asp 51 íàõîäèòñÿ âáëèçè
ìåæáåëêîâîãî êîíòàêòà (ðèñ. 4), îáðàçóåìîãî àìèíî-
êèñëîòàìè ñïèðàëè 54-66,  Asp 55,  Thr 59, Arg  62 ñ
Gln 416 ñîñåäíåé ãëîáóëû. Îòðåçîê Asp 51–Asp 55,

ïðèìåðíî ïåðïåíäèêóëÿðíûé ìåæáåëêîâîìó êîíòàêòó,
èìååò âîäîðîäíûå ñâÿçè ñ ñîáñòâåííîé ãëîáóëîé òîëü-
êî íà êîíöàõ (âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó àòîìàìè N è Î
ãëàâíîé öåïè), è åãî ïîëîæåíèå îòíîñèòåëüíî ãëîáóëû
ïîääåðæèâàåòñÿ, âåðîÿòíî, àòîìîì ìàãíèÿ. Ïî âñåé
âèäèìîñòè, ïðè îòñóòñòâèè ìàãíèÿ ñïèðàëü 54-66, ïà-
ðàëëåëüíàÿ ïëîñêîñòè êîíòàêòà, ñìåùàåòñÿ îòíîñèòåëü-
íî ñîáñòâåííîé ãëîáóëû ïîä äåéñòâèåì ñîñåäíåé, ÷òî
è ìîæåò ïðèâîäèòü ê ìåäëåííîìó ðàçðóøåíèþ êîíòàê-
òà ãëîáóë.

Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà ïîääåðæàíà ãðàíòîì ÐÔÔÈ 96-
03-32713à è ãðàíòîì ÈÍÒÀÑ 93-2577 (ÐÑ-5224), çà
÷òî àâòîðû âûðàæàþò ñâîþ ïðèçíàòåëüíîñòü ÐÔÔÈ è
ÈÍÒÀÑ.
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