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Ãëþêîàìèëàçà (ÊÔ 3.2.1.3, α - 1,4 ãëþêàíãèäðîëà-
çà) àòàêóåò òîëüêî âíåøíèå íåðåäóöèðóþùèå êîíöû
öåïåé ïîëèñàõàðèäîâ, îòùåïëÿÿ ïîñëåäîâàòåëüíî
ìàëüòîçíûå è ãëþêîçíûå îñòàòêè. Èçâåñòíî, ÷òî ãðèá-
íûå ãëþêîàìèëàçû - ýòî ãëèêîïðîòåèäû, èìåþùèå
ìóëüòèäîìåííóþ ñòðóêòóðó. Ôåðìåíò, âûäåëåííûé èç
Aspergillus awamori Var. X 100, õàðàêòåðèçóåòñÿ íàëè-
÷èåì N-òåðìèíàëüíîãî äîìåíà, ñîñòîÿùåãî èç 440 àìè-
íîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, Î-ãëèêîçèëèðîâàííîãî ó÷àñò-
êà, èìåþùåãî 70 àìèíîêèñëîò è Ñ-òåðìèíàëüíîãî êðàõ-
ìàëñâÿçûâàþùåãî äîìåíà (100 àìèíîêèñëîò). Ïî äàí-
íûì ðåíòãåíîñòðóêòóðíîãî àíàëèçà ñ ðàçðåøåíèåì
0,22-0,24 íì êàòàëèòè÷åñêèé äîìåí èìååò 2 N-ãëèêî-
çèëèðîâàííûõ ó÷àñòêà, ïðè÷åì êîíòàêò ìåæäó N-ãëè-
êîçèëèðîâàííûìè öåïÿìè è ïîëèïåïòèäîì ñòàáèëèçè-
ðóåòñÿ îñòàòêîì ìàííîçû ñ ïîìîùüþ âîäîðîäíîé ñâÿ-
çè èëè èîíèçèðîâàííûìè ìîëåêóëàìè âîäû, ÷åì è îï-
ðåäåëÿåòñÿ ñòàáèëüíîñòü ôåðìåíòà è âîçìîæíîñòü îá-
ðàçîâàíèÿ íàäìîëåêóëÿðíûõ ñòðóêòóð (1,2).

Îäíàêî ìåõàíèçì äåéñòâèÿ ôåðìåíòîâ íà ïîëèìåð-
íûå ñóáñòðàòû, à òàêæå îñîáåííîñòè õàðàêòåðà ôåð-
ìåíò-ñóáñòðàòíûõ âçàèìîäåéñòâèé íà äîñòàòî÷íî ïðî-
òÿæåííûõ ó÷àñòêàõ àêòèâíûõ öåíòðîâ àìèëàç èçó÷å-
íû íåäîñòàòî÷íî. Ïîýòîìó îñíîâíûì îáúåêòîì íàøèõ
èññëåäîâàíèé ñòàëà ãëþêîàìèëàçà èç Aspergillus
awamori Ã-20Õ ïðîèçâîäñòâà Ëàäûæèíñêîãî çàâîäà
ôåðìåíòíûõ ïðåïàðàòîâ. Ïîëó÷åíèå ãîìîãåííîãî ïðå-
ïàðàòà îñóùåñòâëÿëè, èñïîëüçóÿ ìåòîä ìíîãîñòà-
äèéíîé î÷èñòêè, ìîäèôèöèðîâàííûé â íàøåé ëàáîðà-
òîðèè (3). Îïðåäåëåíèå ìîëåêóëÿðíîé ìàññû ôåðìåí-
òà ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ãåëü-õðîìàòîãðàôèè íà ñå-
ôàäåêñå G-200 (4). Êàòàëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ãëþ-
êîàìèëàçû îïðåäåëÿëè ãëþêîçîîêñèäàçíûì ìåòîäîì
(5). Êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå SH - ãðóïï îñóùåñò-
âëÿëè ìåòîäîì (6), îñíîâàííûì íà èçìåðåíèè ïðèðîñ-

òà îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè â îáëàñòè 255 íì ïðè ïðèñî-
åäèíåíèè n-ìåðêóðèáåíçîàòà ê SH-ãðóïïàì.

Íàøè ýêñïåðèìåíòû ïîêàçûâàëè, ÷òî ãëþêîàìè-
ëàçà èç Aspergillus awamori èìååò ÷åòâåðòè÷íóþ
ñòðóêòóðó, ïðåäñòàâëåííóþ äèìåðîì èç äâóõ ñóáúå-
äèíèö (ìîëåêóëÿðíàÿ ìàññà 53,6 êÄà). Ïîâåðõíîñòü
Î-ãëèêîçèëèðîâàííîãî äîìåíà õàðàêòåðèçóåòñÿ íàëè-
÷èåì ìàííîçû, ñâÿçàííîé ñ Ser-453, Ser-455, Ser-459
è Thr-457. Óãëåâîäíûå ôðàãìåíòû ó÷àñòâóþò â ñâÿ-
çûâàíèè ìîëåêóë ñóáñòðàòà è åãî àíàëîãîâ è ëîêàëè-
çàöèè ìîëåêóë Í

2
Î, êîòîðûå îïðåäåëÿþò âçàèìîäåé-

ñòâèå îäèíî÷íûõ çâåíüåâ óãëåâîäà ìåæäó ñîáîé è ñïî-
ñîáñòâóþò ïîâûøåíèþ ñòàáèëüíîñòè ôåðìåíòà.
Î-ãëèêîçèëèðîâàííûé äîìåí èìååò îñòàòêè Gly ïå-
ðåä è ïîñëå Ñ-êîíöà, êîòîðûå ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé èç-
ãèáû, îïðåäåëÿþùèå âçàèìîäåéñòâèå êðàõìàëñâÿçû-
âàþùåãî äîìåíà ñ êàòàëèòè÷åñêèì è ñîîòâåòñòâóþ-
ùóþ îðèåíòàöèþ ìîëåêóëû ñóáñòðàòà (7).

Èñïîëüçóÿ äàííûå ðåíòãåíîñòðóêòóðíîãî àíàëèçà
Àëåøèíà À.Å. (1994) è ïðîãðàììó MOLSCRIPT (8),
ïîêàçàíî (ðèñ. 1), ÷òî ãëþêîàìèëàçà èìååò ñêâîçíóþ
ïîëîñòü, â êîòîðîé ôîðìèðóåòñÿ àêòèâíûé öåíòð (~1,5
íì) çà ñ÷åò α-α áàððåëåé, îãðàíè÷åííóþ ñëåäóþùè-
ìè àìèíîêèñëîòíûìè îñòàòêàìè: Leu-58, Leu-130,
Leu-177, Leu-319, Trp-178, Trp-417, Phe-187.

Íà îáîèõ êîíöàõ ùåëè ðàñïîëàãàþòñÿ 2 êëàñòåðà
ìîëåêóë âîäû, ïðè÷åì îäèí ñîäåðæèò 12 ìîëåêóë Í

2
Î

(â îáëàñòè Leu-58), äðóãîé - 7 ìîëåêóë, ðàñïîëîæåí-
íûõ óïîðÿäî÷åííî. Êðîìå òîãî, âáëèçè àêòèâíîãî öåí-
òðà èìåþòñÿ åùå 3 êëàñòåðà ìîëåêóë Í

2
Î, îäèí èç êî-

òîðûõ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ðàçäâîåííóþ öåïü, íà÷èíà-
þùóþñÿ â äâóõ ëîêóñàõ àêòèâíîãî öåíòðà (Asp-155 è
Arg-54) è ñëèâàþùóþñÿ â îäèíî÷íóþ öåïü ó Thr-53.
Êîíåö äàííîãî êëàñòåðà íàõîäèòñÿ íà ïîâåðõíîñòè
ìîëåêóëû (Gly-90). Äâà äðóãèõ êëàñòåðà ìîëåêóë Í

2
Î

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïîêàçàíî, ÷òî ãëþêîàìèëàçà èìååò ÷åòâåðòè÷íóþ ñòðóêòóðó, ñîñòî-
ÿùóþ èç 2 ñóáúåäèíèö, îáëàäàþùèõ êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ. Ðàññìàòðèâàþòñÿ ìå-
õàíèçìû ôóíêöèîíèðîâàíèÿ àêòèâíîãî öåíòðà ãëþêîàìèëàçû è ñõåìà âíóòðèìîëåêóëÿð-
íûõ ïðåâðàùåíèé ðåàêöèè ãèäðîëèçà êðàõìàëà.
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îòäåëåíû îò ðàñòâîðà ñóáñòðàòà O-ãëèêîçèëüíîé öåïüþ
Asp-171. Â ñîñòàâ ìèêðîîêðóæåíèÿ ïîëîñòè àêòèâíî-
ãî öåíòðà ãëþêîàìèëàçû âõîäÿò ñëåäóþùèå àìèíîêèñ-
ëîòíûå îñòàòêè: êàðáîíèëüíàÿ ãðóïïà Asn-47, ÎÍ-
ãðóïïà Òóã-48, Òãð-52, Arg-54, Lys-108, Gln-l24, Glu-
l73, Glu-l80, Arg-305, Tyr-311 (ðèñ.1, 2).

Ïðè èññëåäîâàíèè âëèÿíèÿ êîíöåíòðàöèè ñóáñòðà-
òà íà êàòàëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ãëþêîàìèëàçû ïðè
ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ ðÍ è ãðàôè÷åñêîé îáðàáîòêå ýê-
ñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ â êîîðäèíàòàõ (lg Vmax; ðÍ)
óñòàíîâëåíî (ðèñ. 3), ÷òî êîíñòàíòà èîíèçàöèè pK

a

ôóíêöèîíàëüíûõ ãðóïï àêòèâíîãî öåíòðà, îòâåòñòâåí-
íûõ çà êàòàëèòè÷åñêîå ïðåâðàùåíèå ìîëåêóë êðàõìà-
ëà, ñîîòâåòñòâóåò pK

a
 êàðáîêñèëüíûõ ãðóïï àñïàðàãè-

íîâîé è ãëóòàìèíîâîé êèñëîò (2, 7).
Îïûòû ïîêàçàëè (ðèñ. 4), ÷òî n-ìåðêóðèáåíçîàò ñíè-

æàåò êàòàëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ãëþêîàìèëàçû, ïðè-
÷åì èíãèáèðîâàíèå èäåò ïî áåñêîíêóðåòíîìó òèïó.

Ïðè ôîòîîêèñëåíèè èìèçàäîëà ãèñòèäèíà ìîëåêó-
ëû ãëþêîàìèëàçû â ïðèñóòñòâèè ìåòèëåíîâîãî ñèíåãî
è áåç íåãî (òàáë. 1) óìåíüøåíèÿ êàòàëèòè÷åñêîé àê-

òèâíîñòè ãëþêîàìèëàçû íå âûÿâëåíî.
Àíàëèç äàííûõ ëèòåðàòóðû è ïîëó÷åííûå ðåçóëü-

òàòû ïîçâîëÿþò ñäåëàòü çàêëþ÷åíèå, ÷òî â ñîñòàâ êà-
òàëèòè÷åñêèõ ãðóïï àêòèâíîãî öåíòðà ãëþêîàìèëàçû
íå âõîäÿò èìèäàçîëüíàÿ ãðóïïà ãèñòèäèíà è SH-ãðóï-
ïû, è â ãèäðîëèçå êðàõìàëà ïðèíèìàþò ó÷àñòèå êàð-
áîêñèëüíûå ãðóïïû Asp-55, Glu-179, Glu-400, ïðè÷åì
ñ îäíîé ñòîðîíû ùåëè àêòèâíîãî öåíòðà ñîñðåäîòî÷å-
íû Asp-55 è Glu-179, à ñ ïðîòèâîïîëîæíîé - Glu-400 è
Òãð-120. Ïóòåì îáðàáîòêè äàííûõ ðåíòãåíîñòðóêòóð-
íîãî àíàëèçà ìåòîäîì ìîëåêóëÿðíîé ãðàôèêè ïîêàçà-
íî, ÷òî ÷åðåç ïîëîñòü àêòèâíîãî öåíòðà ôåðìåíòà ïðî-
õîäèò êëàñòåð ìîëåêóë Í

2
Î, ðàçäåëÿþùèé åå íà äâå

ïîëîâèíû, ïðè èçìåíåíèè êîíôîðìàöèè ýòî ñîîòíî-
øåíèå ñäâèãàåòñÿ.

Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ãëþêîàìèëàçà èìååò äîñòàòî÷-
íî ïðîòÿæåííûé ó÷àñòîê ñîðáöèè ñóáñòðàòà, ñîñòîÿ-

Àêòèâíîñòü ãëþêîàìèëàçû, åä/ìãÂðåìÿ

èíêóáàöèè,

ìèí
Áåç ìåòèëåíîâîé

ñèíè

Â ïðèñóòñòâèè

ìåòèëåíîâîé ñèíè

Äîñòîâåðíîñòü

îòëè÷èé, Ð

- 1266±30,4 1265±10,8 <0,05

10 1207±16,1 1210±22,9 <0,05

30 998±20,3 1008±16,4 <0,05

60 970±20,4 9á5±9,2 <0,05

Òàáëèöà 1 Âëèÿíèå ôîòîîêèñëåíèÿ ãèñòèäèíà è òðèïòîôàíà â ïðèñóòñòâèè ìåòèëåíîâîé ñèíè íà êàòàëèòè÷åñêóþ àê-
òèâíîñòü ãëþêîàìèëàçû

Ðèñ. 1. Ïðîñòðàíñòâåííàÿ ñòðóêòóðà ãëþêîàìèëàçû Ðèñ. 2. Ñõåìàòè÷åñêîå èçîáðàæåíèå óêëàäêè ïîëèïåïòèä-
íîé öåïè ãëþêîàìèëàçû
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ùèé èç øåñòè ïîäöåíòðîâ ñâÿçûâàíèÿ ìîíîìåðíûõ
ãëþêîçíûõ çâåíüåâ è âêëþ÷àþùèé â ñåáÿ òðè êàòàëè-
òè÷åñêèå êàðáîêñèëüíûå ãðóïïû. Äëÿ ìàëüòîîëèãîñà-
õàðèäîâ ïîâûøåíèå ñðîäñòâà ïî ìåðå âîçðàñòàíèÿ ñòå-
ïåíè èõ ïîëèìåðèçàöèè îáúÿñíÿåòñÿ óâåëè÷åíèåì âîç-
ìîæíûõ ìåñò âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ôåðìåíòîì.

Óñêîðåíèå ãèäðîëèçà, ïî ìîäåëè Õèðîìè, îáúÿñíÿ-
åòñÿ óâåëè÷åíèåì äîëè ïðîäóêòèâíûõ ôåðìåíò-ñóá-
ñòðàòíûõ êîìïëåêñîâ, â êîòîðûõ íåðåäóöèðóþùåå çâå-
íî ìîëåêóëû ñóáñòðàòà çàíèìàåò ïåðâûé ïîäöåíòð, à
ðàñùåïëÿåìàÿ ãëèêîçèäíàÿ ñâÿçü ðàñïîëàãàåòñÿ â íå-
ïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè îò êàòàëèòè÷åñêèõ ãðóïï
ôåðìåíòà. Ãëþêîàìèëàçû, ïðîäóöèðóåìûå ïëåñíåâû-
ìè ãðèáàìè, îáû÷íî ïðåäñòàâëåíû íåñêîëüêèìè ôîð-
ìàìè, ðàçëè÷àþùèìèñÿ ïî ñïîñîáíîñòè ñâÿçûâàòü è
ãèäðîëèçîâàòü ïîëèìåðíûå âûñîêîìîëåêóëÿðíûå ñóá-
ñòðàòû. Ê.È. Íåóñòðîåâ, Ë.Ì. Ôèðñîâ (1990) óñòàíî-
âèëè, ÷òî ôåðìåíò ñèíòåçèðóåòñÿ â âèäå îäíîé ôîðìû
- îñíîâíîé ãëþêîàìèëàçû. Â ðåçóëüòàòå îãðàíè÷åííî-
ãî ïðîòåîëèçà îñíîâíîé ôîðìû, ïðîèñõîäÿùåãî â êóëü-
òóðàëüíîé æèäêîñòè, îáðàçóþòñÿ ãîìîãåííûå ìèíîð-
íûå ôîðìû çà ñ÷åò îòùåïëåíèÿ ïåïòèäà, ñîäåðæàùåãî
äîïîëíèòåëüíûé ñóáñòðàòñâÿçûâàþùèé öåíòð (9).

Stoffer Â. et.al. (1993) âûäåëèëè êàòàëèòè÷åñêèé äî-
ìåí ãëþêîàìèëàçû Aspergillus niger ïóòåì ëèìèòèðîâàí-
íîãî ïðîòåîëèçà ïåïòèäíîé ñâÿçè Val-470 è Ala-471.
Êðàõìàëñâÿçûâàþùèé äîìåí ñîñòàâëÿåò îáëàñòü Ala-471
- Arg-616. Àâòîðû ñ÷èòàþò, ÷òî in vivo ñóùåñòâóåò àê-
òèâíàÿ è ñòàáèëüíàÿ ôîðìà ôåðìåíòà ñ Ñ-êîíöîì Thr-
482. Ïðè ëîêàëèçàöèè òåðìèíàëüíîãî ó÷àñòêà â îáëàñòè
Ser-460 ôåðìåíò íåóñòîé÷èâ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì,
÷òî ñòðóêòóðà àêòèâíîãî öåíòðà â äîìåíå ðàçðóøàåòñÿ
ìåæäó Ser-443 è Ser-444, ïðè÷åì ó÷àñòîê Ser-444 - Val-
470 èìååò äèñóëüôèäíûé ìîñòèê è âçàèìîäåéñòâóåò ñ
êëàñòåðîì ìîëåêóë âîäû (7 ìîëåêóë) â êàòàëèòè÷åñêîì
äîìåíå. Êðàõìàëñâÿçûâàþùèé äîìåí (Thr-513 - Arg-616)
íå îáðàçóåò òåñíîãî êîíòàêòà ñ êàòàëèòè÷åñêèì äîìåíîì,
ïîýòîìó îáëàäàåò çíà÷èòåëüíîé ïîäâèæíîñòüþ (10).

Hayashida S. et.al. (1989) ïîêàçàëè, ÷òî Î-ãëèêîçèëè-
ðîâàííàÿ îáëàñòü ó÷àñòâóåò â ðàçðûâå âîäîðîäíûõ ñâÿ-
çåé ìåæäó ñîñåäíèìè öåïÿìè â ãðàíóëÿðíîì êðàõìàëå.
Êðàõìàëñâÿçûâàþùèé äîìåí îïðåäåëÿåò ñâÿçûâàíèå
ðàñòâîðèìûõ ëèãàíä (β-öèêëîäåêòðèíîâ) (7). Êàòàëèòè-
÷åñêèé è êðàõìàëñâÿçûâàþùèé äîìåíû ãëþêîàìèëàçû
Williamson G. (1992) ðàññìàòðèâàåò êàê ãëîáóëÿðíûå áåë-
êè, èìåþùèå äèàìåòð 6 íì è 2,5 íì, ïðè÷åì â íàòèâíîì
ôåðìåíòå îíè ðàçäåëåíû ðàññòîÿíèåì 10 íì. O-ãëèêîçè-
ëèðîâàííûé ó÷àñòîê îáóñëîâëèâàåò âçàèìîäåéñòâèå ãëî-
áóë è çíà÷èòåëüíóþ ìîáèëüíîñòü òðåòè÷íîé ñòðóêòóðû,
à òàêæå ñïîñîáñòâóåò âêëþ÷åíèþ ôåðìåíòà â ìåìáðàíû
(11).

Ãëèêîçèëèðîâàíèå ïðåäîòâðàùàåò ñêîïëåíèå ìîëåêóë
ñóáñòðàòà â ñâÿçûâàþùèõ öåíòðàõ è îáåñïå÷èâàåò ñòå-
õèîìåòðè÷åñêîå ñâÿçûâàíèå.

Ïî ìíåíèþ ðÿäà àâòîðîâ (11,7), â ñâÿçûâàíèè ìî-
ëåêóë ñóáñòðàòà ó÷àñòâóåò ïðåæäå âñåãî Òãð-120, âõî-
äÿùèé â ñîñòàâ ïåðâîãî ïîäöåíòðà. Ïðè ìîäèôèêàöèè
ýòîãî àìèíîêèñëîòíîãî îñòàòêà ñ ïîìîùüþ ãåííî-èí-
æåíåðíûõ ïîäõîäîâ ìîëåêóëà ôåðìåíòà óòðà÷èâàëà
êàòàëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü. Âçàèìîäåéñòâèå ñ Òãð-
120, ó÷àñòâóþùèì â ôîðìèðîâàíèè ùåëè àêòèâíîãî
öåíòðà, ïðèâîäèò ê âòÿãèâàíèþ ìîëåêóëû ñóáñòðàòà â
ùåëü àêòèâíîãî öåíòðà è ñîïðîâîæäàåòñÿ èñêðèâëå-
íèåì ãëèêîçèäíîé ñâÿçè. Ðîëü ôóíêöèîíàëüíûõ êàòà-
ëèòè÷åñêèõ ãðóïï èãðàþò Glu-179, Glu-400 è Asp-55.
Ùåëü àêòèâíîãî öåíòðà èìååò íåñêîìïåíñèðîâàííûé
îòðèöàòåëüíûé çàðÿä, ýòè ãðóïïû çàíèìàþò îïðåäåëåí-
íîå ïîëîæåíèå è ñîëüâàòèðîâàíû. Ìîëåêóëà ñóáñòðà-
òà, âíåäðÿÿñü â ïîëîñòü àêòèâíîãî öåíòðà, ïåðåìåùà-
åò êëàñòåð ìîëåêóë âîäû èç àêòèâíîãî öåíòðà â ìåíåå
ïîëÿðíóþ ñðåäó, ÷òî áëàãîïðèÿòñòâóåò èîíèçàöèè Glu-
179. Âûâåäåíèå ìîëåêóë âîäû, ðàñïîëàãàþùèõñÿ â àê-
òèâíîì öåíòðå, îñâîáîæäàåò ïîëîñòü àêòèâíîãî öåíò-
ðà äëÿ ìîëåêóë ñóáñòðàòà.

Ðèñ. 3. Çàâèñèìîñòü lg V
max

 îò âåëè÷èíû ðÍ äëÿ ãëþêîàìè-
ëàçû

Ðèñ. 4. Âëèÿíèå n - ìåðêóðèáåíçîàòà íà êàòàëèòè÷åñêóþ
àêòèâíîñòü ãëþêîàìèëàçû
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ÂÅÑÒÍÈÊ ÂÃÓ. Ñåðèÿ õèìèÿ, áèîëîãèÿ. 2000

Ðåçóëüòàòû íàøèõ ýêñïåðèìåíòîâ òàêæå ïîêàçûâà-
þò, ÷òî òàêèå èíãèáèòîðû, êàê íèòðàò, ñàëèöèëàò è ïåð-
õëîðàò äèãèäðîõèíîëèíà ýôôåêòèâíû ïîòîìó, ÷òî, â
îòëè÷èå îò ñóáñòðàòà, óìåíüøàþò îòðèöàòåëüíûé çà-
ðÿä àêòèâíîãî öåíòðà.

Alechin A.E. et.al. (1994) ìåòîäîì ðåíòãåíîñòðóê-
òóðíîãî àíàëèçà îïðåäåëèëè, ÷òî 7 ìîëåêóë âîäû ñâÿ-
çàíû ñ ïîäöåíòðàìè 1 è 6, èç íèõ ïåðåìåùàþòñÿ âìåñ-
òå ñ ìîëåêóëîé ñóáñòðàòà, ïîêèäàÿ àêòèâíûé öåíòð
÷åðåç óçêèé êàíàë (1).

Òãð-120 èãðàåò êëþ÷åâóþ ðîëü â ñòàáèëèçàöèè öåí-
òðîâ ñâÿçûâàíèÿ. Ïðè ôîòîîêèñëåíèè ãëþêîàìèëàçû
â ïðèñóòñòâèè ìåòèëåíîâîãî ñèíåãî, êðîìå ãèñòèäèíà
ïîäâåðãàåòñÿ âîçäåéñòâèþ èíäîëüíîå êîëüöî òðèïòî-
ôàíà è òèðîçèíà. Ïî íàøèì äàííûì (òàáë.1), ýòè âîç-
äåéñòâèÿ íå ïðèâîäÿò ê ïîòåðå êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâ-
íîñòè íàòèâíîãî ôåðìåíòà. Ïî-âèäèìîìó, O-ãëèêîçè-
ëèðîâàííûå ó÷àñòêè êðàõìàëñâÿçûâàþùåãî äîìåíà
ïðåæäå âñåãî âçàèìîäåéñòâóþò ñ ìîëåêóëîé ñóáñòðàòà
è ýôôåêò ôîòîîêèñëåíèÿ ïðàêòè÷åñêè íå ïðîÿâëÿåòñÿ.
Ïðè äåãëèêîçèëèðîâàíèè ãëþêîàìèëàçû è ìîäèôèêà-
öèè Òãð-120 êàòàëèòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü èñ÷åçàåò ïîë-
íîñòüþ. Ïðè èññëåäîâàíèè ñòðóêòóðû êîìïëåêñà àêàð-
áîçû ñ ãëþêîàìèëàçîé, âêëþ÷àþùåé 1-471 àìèíîêèñ-
ëîòíûå îñòàòêè è 535 öåíòðîâ ñâÿçûâàíèÿ ìîëåêóë
âîäû, óñòàíîâëåíî, ÷òî Òãð-120 âçàèìîäåéñòâóåò ñ ïîä-
öåíòðàìè 1 è 2 è ñ Glu-179 ïðè ïîìîùè âîäîðîäíûõ
ñâÿçåé. Ïðè÷åì ñâÿçûâàíèå ãëþêîçíîãî îñòàòêà ñ ïîä-
öåíòðîì 1 íå ñîïðîâîæäàåòñÿ èçìåíåíèåì ∆G, à âçàè-
ìîäåéñòâèå ñ ïîäöåíòðîì 2 ïðèâîäèò ê îòðèöàòåëüíî-
ìó çíà÷åíèþ ∆G, ÷òî è îáóñëîâëèâàåò íåçàâèñèìîå
ñâÿçûâàíèå ãëþêîçíûõ åäèíèö ñóáñòðàòà ñ êàæäûì èç
ïîäöåíòðîâ àêòèâíîãî öåíòðà. Êîìïëåêñîîáðàçîâàíèå
ñóáñòðàòà ñ «àôôèííûì» ñàéòîì ãëþêîàìèëàçû ïðåä-
ñòàâëÿåò ñîáîé íåëèìèòèðóþùèå ñòàäèè â êàòàëèòè-
÷åñêîì öèêëå.

Âçàèìîäåéñòâèå ñ ïîäöåíòðàìè 1 è 2 ñïîñîáñòâóåò
èçìåíåíèþ êîíôîðìàöèè ôåðìåíòà. Åñëè ïðè íàïðàâ-
ëåííîì ìóòàãåíåçå Asp-55 ïðåâðàùàåòñÿ â Asn, òî ãëþ-
êîàìèëàçà òåðÿåò êàòàëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü. Ìû
ïðåäïîëàãàåì ñëåäóþùèé ìåõàíèçì ðàçðûâà α-1,4-ãëè-
êîçèäíîé ñâÿçè â ìîëåêóëå êðàõìàëà ïîä äåéñòâèåì
ãëþêîàìèëàçû. Ïðè îáðàçîâàíèè ôåðìåíò-ñóáñòðàòíî-
ãî êîìïëåêñà ñ ó÷àñòèåì Òãð-120 è O-ãëèêîçèëèðîâàí-
íûõ ó÷àñòêîâ êðàõìàëñâÿçûâàþùåãî äîìåíà ïðîèñõî-

äèò èîíèçàöèÿ Asp-55 è Glu-179, ïðè÷åì àêöåïòîðîì
ïðîòîíîâ ÿâëÿåòñÿ ÎÍ-ãðóïïà íåðåäóöèðóþùåãî êîí-
öà ìîëåêóëû êðàõìàëà. Âîçìîæíî, ÷òî Glu-179 ïðîòî-
íèðîâàí óæå â íà÷àëå ðåàêöèè.

Ôèçèêî-õèìè÷åñêèå ïàðàìåòðû ìèêðîîêðóæåíèÿ
àêòèâíîãî öåíòðà ñïîñîáñòâóþò óìåíüøåíèþ pK

a
 ýòî-

ãî àìèíîêèñëîòíîãî îñòàòêà, ïðè ýòîì ìîëåêóëà ôåð-
ìåíòà íå ïîäâåðãàåòñÿ ñòðóêòóðíûì èçìåíåíèÿì. Ïðî-
òîíèðîâàíèå îêàçûâàåò âîçìóùàþùåå âîçäåéñòâèå íà
ýëåêòðîííóþ êîíôèãóðàöèþ α-1,4-ãëèêîçèäíîé ñâÿçè,
ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ òåðìîäèíàìè÷åñêè áîëåå
âûãîäíîé êîíôîðìàöèè «ïîëóêðåñëî».

Ôåðìåíò-ñóáñòðàòíûå êîìïëåêñû ìîãóò áûòü ïðî-
äóêòèâíûìè è íåïðîäóêòèâíûìè, ïðè÷åì â ïðîäóêòèâ-
íîì êîìïëåêñå ìîëåêóëà ñóáñòðàòà çàíèìàåò 1-ûé ïîä-
öåíòð, à ðàñùåïëÿåìàÿ α-1,4-ãëèêîçèäíàÿ ñâÿçü ðàñïî-
ëàãàåòñÿ ìåæäó êàòàëèòè÷åñêèìè ãðóïïàìè àêòèâíî-
ãî öåíòðà. Ãèäðîôîáíûå àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè,
âûñòèëàþùèå ïîëîñòü öåíòðà, ñïîñîáñòâóþò áîëåå
æåñòêîé ôèêñàöèè ñóáñòðàòà.
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