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Ðåàêöèþ îêèñëåíèÿ ôîðìèàò-èîíà äî óãëåêèñëîãî ãàçà
êàòàëèçèðóåò NAD-çàâèñèìàÿ ôîðìèàòäåãèäðîãåíàçà ïðè
ñîïðÿæåííîì âîññòàíîâëåíèè NAD+ â NADH [1]. Ôåð-
ìåíò ñîñòîèò èç äâóõ èäåíòè÷íûõ ñóáúåäèíèö, èìååò äâà
íåçàâèñèìûõ àêòèâíûõ öåíòðà, ìîëåêóëÿðíàÿ ìàññà ôåð-
ìåíòîâ èç ðàçëè÷íûõ èñòî÷íèêîâ êîëåáëåòñÿ îò 36 äî
48 êÄà [2]. Â âîäíûõ ðàñòâîðàõ ôåðìåíò ôóíêöèîíèðóåò â
âèäå äèìåðà.

Ìèöåëëû � óäîáíûé èíñòðóìåíò  äëÿ èçó÷åíèÿ îëèãî-
ìåðíîãî ñîñòàâà ôåðìåíòîâ [3]. Ìîíîìåðíûå ôåðìåíòû
èìåþò, êàê ïðàâèëî, êîëîêîëîîáðàçíóþ çàâèñèìîñòü êàòà-
ëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè îò ñòåïåíè ãèäðàòàöèè ÏÀÂ [4–7].
Ñóùåñòâîâàíèå îïòèìóìà îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî â ýòèõ
óñëîâèÿõ ðåàëèçóåòñÿ ñîâïàäåíèå äèàìåòðà âíóòðåííåé
ïîëîñòè ìèöåëëû  ñ ìîëåêóëÿðíûìè ðàçìåðàìè âêëþ÷åí-
íîãî â íåå ôåðìåíòà (ïðèíöèï ãåîìåòðè÷åñêîãî ñîîòâåò-
ñòâèÿ) [3–7]. Îëèãîìåðíûå ôåðìåíòû èìåþò ïèëîîáðàç-
íûé ïðîôèëü, ãäå êàæäîé ñòðóêòóðíîé ôîðìå  ôåðìåíòà
îòâå÷àåò ñâîé ìàêñèìóì êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè [4].

Â ñèñòåìå îáðàùåííûõ ìèöåëë ôîðìèàòäåãèäðîãåíàçà
(ÔÄÃ) äèññîöèèðóåò è ôóíêöèîíèðóåò â ôîðìàõ ìîíîìå-
ðà, äèìåðà è îêòàìåðà [8, 9].

Ïîëàãàÿ, ÷òî â îëèãîìåðèçàöèè ôåðìåíòîâ âàæíóþ
ðîëü èãðàþò áåëîê-áåëêîâûå âçàèìîäåéñòâèÿ ñóáúåäèíèö,
ìû ïðåäïðèíÿëè ãèäðîôèëèçàöèþ ôåðìåíòà ïóòåì åãî
ìîäèôèêàöèè óãëåâîäàìè (ãëþêîçîé) äëÿ ïîñëåäóþùåãî
èçó÷åíèÿ êèíåòè÷åñêîãî ïîâåäåíèÿ  ôåðìåíòà â ñèñòåìå
îáðàùåííûõ ìèöåëë.

Ðåàãåíòû

ÔÄÃ èç ìåòèëîòðîôíûõ áàêòåðèé Pseudomonas sp 101,
ïîëó÷åííàÿ ïî ìåòîäèêå [1]. Íèêîòèíàìèäàäåíèíäèíóêëå-
îòèä (NAD+) («Sigma», ÑØÀ, áåç äîïîëíèòåëüíîé î÷èñò-
êè, ÷èñòîòà ≥ 98%). ×èñòîòó îïðåäåëÿëè ïî ðåàêöèè ñ
ôîðìèàòäåãèäðîãåíàçîé. Íàòðèåâàÿ ñîëü ìóðàâüèíîé êèñ-
ëîòû (ôîðìèàò íàòðèÿ) («Ðåàõèì», Ðîññèÿ, «îñ.÷.»). Íà-
òðèåâàÿ ñîëü äè-(2-ýòèë)ãåêñèëîâîãî ýôèðà ñóëüôîÿíòàð-
íîé êèñëîòû (Àýðîçîëü ÎÒ, ÀÎÒ) («Merck», Ãåðìàíèÿ).
í-Îêòàí («÷.ä.à.»), àáñîëþòèðîâàííûé íàä íàòðèåì è î÷è-
ùåííûé ïåðåãîíêîé. D-(+) ãëþêîçà («Sigma», ÑØÀ). Áîð-
ãèäðèä íàòðèÿ («Sigma», ÑØÀ).

Òèïè÷íûé êèíåòè÷åñêèé ýêñïåðèìåíò

Ê 2 ìë 0,1 Ì ðàñòâîðà ÀÎÒ â îêòàíå äîáàâëÿëè  ôîñ-
ôàòíûé áóôåð (20 ìÌ ðÍ 8,0), 10 ìêë 0,3 Ì âîäíîãî ðà-
ñòâîðà NAD+, 10 ìêë ðàñòâîðà ôåðìåíòà (èñõîäíûå êîí-
öåíòðàöèè ïðåïàðàòîâ ôåðìåíòà âàðüèðîâàëè â ïðåäåëàõ
îò 21,5 äî 56,8 ìêÌ) è âñòðÿõèâàëè äî ïîëó÷åíèÿ ãîìî-
ãåííîãî îïòè÷åñêè ïðîçðà÷íîãî ðàñòâîðà. Ðåàêöèþ èíè-
öèèðîâàëè ââåäåíèåì 5�100 ìêë 0,3 Ì ðàñòâîðà ôîðìèà-
òà íàòðèÿ. Çà ðåàêöèåé ñëåäèëè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè,
ðåãèñòðèðóÿ êèíåòèêó íàêîïëåíèÿ îáðàçóþùåãîñÿ NADH
(ε = 6220 Ì–1ñì–1) ïðè 340 íì, 25°. Â ðàáîòå èñïîëüçîâà-
ëè ñïåêòðîôîòîìåòð «Shimadzu UV 265FW».

Ïîëó÷åíèå ìîäèôèöèðîâàííîãî ïðåïàðàòà ÔÄÃ

Ê 1 ìë 2,5 ìêÌ ðàñòâîðà ÔÄÃ â ôîñôàòíîì áóôåðå
(ðÍ 8,0) äîáàâëÿëè  30 ìêë 0,25 M ðàñòâîðà ãëþêîçû. Ðå-
àêöèþ ïðîâîäèëè ïðè ïîñòîÿííîì ïåðåìåøèâàíèè (Ò =
25°). ×åðåç 24 ÷ äîáàâëÿëè 10 ìêë 5 ìã/ìë ðàñòâîðà
NaBH4 äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ îñíîâàíèÿ Øèôôà. Ïîñëå çà-
âåðøåíèÿ ðåàêöèè ìîäèôèöèðîâàííóþ ÔÄÃ îòäåëÿëè îò
íèçêîìîëåêóëÿðíûõ ðåàãåíòîâ ìåòîäîì ãåëü-ôèëüòðàöèè.
Ðàáîòû ïî î÷èñòêå ïðåïàðàòîâ áåëêà ïðîâîäèëè íà õðî-
ìàòîãðàôè÷åñêîé ñèñòåìå íèçêîãî äàâëåíèÿ ôèðìû («Bio-
Rad», ÑØÀ) íà êîëîíêå ñ Sephadex G-25 (fine), óðàâíîâå-
øåííîé ôîñôàòíûì áóôåðîì (20ìÌ, ðÍ 8,0) ñ ÝÄÒÀ
(20 ìÌ). Ñîäåðæàíèå áåëêà êîíòðîëèðîâàëè ïî ïîãëîùå-
íèþ ïðè 280 íì.

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå

Çàâèñèìîñòü êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ÔÄÃ  îò ñòå-
ïåíè ãèäðàòàöèè ÏÀÂ â ñèñòåìå îáðàùåííûõ ìèöåëë
Àýðîçîëÿ ÎÒ â îêòàíå ïðèâåäåíà íà ðèñ. 1, ãäå ïîêàçàíî,
÷òî çàâèñèìîñòü ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé êðèâóþ ñ äâóìÿ ÷åò-
êî âûðàæåííûìè ìàêñèìóìàìè. Äâà îïòèìóìà íàáëþäà-
þòñÿ ïðè ñòåïåíÿõ ãèäðàòàöèè 16 è 31. Ýòè çíà÷åíèÿ ñîîò-
âåòñòâóþò ôóíêöèîíèðîâàíèþ ìîíîìåðíîé è äèìåðíîé
ôîðì ÔÄÃ.

Ñòåïåíü ãèäðàòàöèè ÀÎÒ â îêòàíå îäíîçíà÷íî îïðåäå-
ëÿåò ðàçìåð âíóòðåííåé ïîëîñòè ìèöåëë [10, 11]. Èñïîëü-
çóÿ ðàíåå ïîëó÷åííóþ êîððåëÿöèþ, ìîæíî îïðåäåëèòü,
÷òî ïðèâåäåííûì âûøå ñòåïåíÿì ãèäðàòàöèè ñîîòâåòñòâó-
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Ïðîâåäåíî ñðàâíèòåëüíîå èçó÷åíèå íàòèâíîé è ìîäèôèöèðîâàííîé ãëþêîçîé ôîðìèàòäåãèä-
ðîãåíàçû èç ìåòèëîòðîôíûõ áàêòåðèé Pseudomonas sp. 101 â ñèñòåìå îáðàùåííûõ ìèöåëë
Àýðîçîëÿ ÎÒ â îêòàíå. Íà êðèâîé çàâèñèìîñòè êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè íàòèâíîãî ôåð-
ìåíòà îò ñòåïåíè ãèäðàòàöèè ÏÀÂ (ðàçìåðîâ âíóòðåííåé ïîëîñòè ìèöåëë) îáíàðóæåíû äâà
ìàêñèìóìà, îòâå÷àþùèå ôóíêöèîíèðîâàíèþ ôåðìåíòà â ôîðìå ìîíîìåðà è äèìåðà. Â ðå-
çóëüòàòå õèìè÷åñêîé ìîäèôèêàöèè ôåðìåíòà ãëþêîçîé îáíàðóæåíî, ÷òî ìàêñèìóì, ñîîòâåò-
ñòâóþùèé äèìåðíîé ôîðìå ôåðìåíòà èñ÷åçàåò è ôåðìåíò ôóíêöèîíèðóåò òîëüêî â ôîðìå
ìîíîìåðà ñ îïòèìóìîì ïðè W0 = 22.

*Àäðåñàò äëÿ ïåðåïèñêè.
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þò çíà÷åíèÿ äèàìåòðà âíóòðåííåé ïîëîñòè ìèöåëë, ðàâíûå
56 è 101 Å ñîîòâåòñòâåííî.  Ñîïîñòàâëÿÿ ðàçìåðû ìèöåë-
ëÿðíîé ìàòðèöû ñ ëèíåéíûìè ðàçìåðàìè äèìåðíîé ìîëå-
êóëû ÔÄÃ (100×66×60 Å) [1], ìîæíî âèäåòü, ÷òî â óñëîâèÿõ
âòîðîãî îïòèìóìà íàáëþäàåòñÿ ñîâïàäåíèå äèàìåòðà ìè-
öåëëû è áîëüøîé îñè  ìîëåêóëû ôåðìåíòà. Ñîãëàñíî êîí-
öåïöèè ãåîìåòðè÷åñêîãî ñîîòâåòñòâèÿ, ïðåäëîæåííîé ðàíåå
[3, 7], èìåííî ïðè òàêèõ óñëîâèÿõ  è íàáëþäàåòñÿ ìàêñè-
ìóì íà çàâèñèìîñòè êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ôåðìåíòîâ
îò ñòåïåíè ãèäðàòàöèè ÏÀÂ.  ×òî êàñàåòñÿ ïåðâîãî ìàêñè-
ìóìà, òî äèàìåòð âíóòðåííåé ïîëîñòè ìèöåëëû ïðè ñòåïå-
íè ãèäðàòàöèè 16, ðàâíûé 50 Å íàõîäèòñÿ â õîðîøåì ñîîò-
âåòñòâèè ñ ðàçìåðàìè ñôåðè÷åñêîé ìîëåêóëû áåëêà ñ ìî-
ëåêóëÿðíîé ìàññîé 44 êÄà. Èìåííî òàêàÿ ìîëåêóëÿðíàÿ
ìàññà îäíîé ñóáúåäèíèöû ìîëåêóëû ÔÄÃ. Òàêèì îáðàçîì,
â ñèñòåìå îáðàùåííûõ ìèöåëë Àýðîçîëÿ ÎÒ â îêòàíå ÔÄÃ
ñïîñîáíà äèññîöèèðîâàòü íà ñóáúåäèíèöû [8].

Ïîñëå ãëèêîçèëèðîâàíèÿ ôîðìèàòäåãèäðîãåíàçû ïðî-
ôèëü çàâèñèìîñòè êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè îò ñòåïåíè
ãèäðàòàöèè ÏÀÂ ïðèíöèïèàëüíî ìåíÿåòñÿ.

Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíà çàâèñèìîñòü êàòàëèòè÷åñêîé àê-
òèâíîñòè îò ñòåïåíè ãèäðàòàöèè, êîòîðàÿ èìååò êîëîêîëî-
îáðàçíûé âèä ñ îäíèì ìàêñèìóìîì ïðè W0 = 22. Ýòà âå-
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ëè÷èíà ñîîòâåòñòâóåò ôóíêöèîíèðîâàíèþ ìîíîìåðíîé
ôîðìû ìîäèôèöèðîâàííîé ÔÄÃ.

Äèàìåòð ìîíîìåðà ìîäèôèöèðîâàííîé ÔÄÃ ñîñòàâëÿ-
åò 70 Å è ñêëàäûâàåòñÿ èç ðàçìåðà áåëêîâîé ãëîáóëû è
äëèíû ãëþêîçíîãî îñòàòêà, òàêîé æå ðàçìåð èìååò âíóò-
ðåííÿÿ ïîëîñòü ìèöåëë ïðè ñòåïåíè ãèäðàòàöèè 21.

Òàêèì îáðàçîì, â ðàáîòå îáíàðóæåíî, ÷òî ÔÄÃ ñïî-
ñîáíà â ìÿãêèõ óñëîâèÿõ â ñèñòåìå îáðàùåííûõ ìèöåëë
äèññîöèèðîâàòü íà êàòàëèòè÷åñêè àêòèâíûå ñóáúåäèíèöû.
Ôóíêöèîíèðîâàíèþ êàæäîé îëèãîìåðíîé ôîðìû ôåð-
ìåíòà ñîîòâåòñòâóåò õàðàêòåðíûé ìàêñèìóì íà çàâèñèìî-
ñòè êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè îò ñòåïåíè ãèäðàòàöèè
ÏÀÂ. Èñ÷åçíîâåíèå ìàêñèìóìà, õàðàêòåðíîãî äëÿ äèìåðà
ÔÄÃ, ãîâîðèò î òîì, ÷òî ìîäèôèêàöèÿ ÔÄÃ ãèäðîôèëèçà-
öèåé ïîâåðõíîñòè áåëêà ñòàáèëèçèðóåò ìîíîìåðíóþ ôîð-
ìó ôåðìåíòà è ïðåïÿòñòâóåò àãðåãàöèè ñóáúåäèíèö â ñèñ-
òåìå îáðàùåííûõ ìèöåëë.
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 Ðàáîòà áûëà ÷àñòè÷íî ôèíàíñèðîâàíà  ãðàíòîì èçðàèëüñêîãî ïðàâèòåëüñòâà.

Ðèñ. 2. Çàâèñèìîñòü êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ÔÄÃ, ìîäèôèöè-
ðîâàííîé ãëþêîçîé â ñèñòåìå îáðàùåííûõ ìèöåëë ÀÎÒ â îêòàíå,

îò ñòåïåíè ãèäðàòàöèè ÏÀÂ

Ðèñ. 1. Çàâèñèìîñòü êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ÔÄÃ â ñèñòåìå
îáðàùåííûõ ìèöåëë ÀÎÒ â îêòàíå îò ñòåïåíè ãèäðàòàöèè ÏÀÂ.
Óñëîâèÿ ýêñïåðèìåíòà: 0,1Ì ÀÎÒ â îêòàíå, â êà÷åñòâå ïîëÿðíîé
ôàçû âíóòðåííåé ïîëîñòè ìèöåëëû èñïîëüçîâàí ôîñôàòíûé áó-
ôåð (20 ìÌ, ðÍ 8,0); [NAD+] = 1,5 ìÌ, [FORM] = 0,75 � 6,0ìÌ,

[ÔÄÃ] = 25,8 íÌ; Ò = 25°


