
как so всех других случаях К иоступае; но градиент} электрического 
поля [3]. Нами было показано, что добавление в среду N,N' дпцик.чо- 
гскснлкарбодвнмилз ингибитора Нх-АТРазы, не изменяя величины 
Дф, подавляет функции только мулы лферментного комплекса у ана
эробов, где Н’-АТРаза важна для поглощения К [1J. Это подтверж
дается и тем, что добавление арсената, блокирующего образование ЛТР. 
также сказывается только на поглощении ионов 1\4 у анаэробов, выра
щенных без нитрата в присутствии лактата в качестве экзогенного нс 
точннка энергии (не показано).

Лактат, деградируя до ацетата, способствует образованию одной 
молекулы ЛТР. В то же время в параллельном пути образуется фор
миат Этим и объясняется го. что мультиферментный комплекс пол уча 
ет как энергию (через И -ЛТРазу), так и восстановительные эквива
ленты от формнат-водород лиазы.
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ВЛИЯНИЕ ИОНОВ МЕТАЛЛОВ НА УРИКАЗУ ИЗ 
ВАСН.1. иЗ ГАЗПЫОЗиЗ

С. Ш. ТЛТЯКЯН. Л. .7 СИМОНЯН

Ереванский физический институт ГКАЭ СССР

Показано, что ионы меди н концентрации 1(Н»М приводя; к увеличению 
активности уриказы из В. 1азН(Нохик и среднем на 10%. в концентрации 
5.10՜3 М— к ингибированию на 57%. ЭДТА не влияет на активность фер
мента. Иммобилизованная уриказа до концентрации 5.10 2М не чув
ствительна к ионам меди. Иммобилизация фермента в присутствии высо
ких и низких концентрации ионов меди приводит соответственно к умень
шению или увеличению активности препарата. Сделан вывод о том, что 
СиН не входит в состав активного центра, а играет регуляторную роль.

է տրվում, որ 10 6 //" խտության ղեպրում պղնձի իոնները հանգեցնում են 
3. յ ՃՏէ ւձւօտստ-ից ո։րիկ։սղայի ակտիվության միջին հաշվով 1 աճին, իսկ 
5.10~3 Մ խտության դեպրում' 57 Հ հնչմանը։ EDTA-^< չի ազգում ֆերմենտի 
ակտիվության վրա։ Ւմմո յւիյիզա րված ո։րիկադան մինչև 5,10~2 0՜ խտութ յունր 
զգայուն չ/ պղնձի իոնների նկատմտմր։ Ֆերմենտի իմ մ ո րիյիղա ցումր պղնձի 
իոնների րարձր և ցաձր խւոո։ Սյուննևրի ա։ւկւ։։յ<սթյան ղեպրոլմ համապատաս
խանաբար բերում Լ պատրաստուկի ։սկ.ոիվո։թ յան նվաղման կամ ահին։ Ենթա- 
գրվում կ, որ ՇԱ2'* ,'ի մանում ակտիվ կենտրոնի կազմի մեջ, բայէյ խաղում Լ 
կարզավորիյ ղեր,
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Il has been shown that ions of copper 10՜ *’M concentration bring to the 
increase o? the activity of uricase from Вас. factidlosus юг 10 per ceni 
on average, in 5-10 -’-.M concentration— to the inhibition for 57 per cent. 
EDTA does not influence the activity of enzyme. Up to 5.10 2M concen
tration the immobilized uncase is not sensitive to copper ions. In the pre
sence of high and low concentrations oi copper ions immohtlizaton of ihe 
enzyme brings to corresponding decrease or increase of tin- activity of the 
preparation, it conclude.! that CiU - does not enter the composition nl 
the active centre, but plays a regulatory role.

Уриказа P, faslicliosus—иркы металлов—иммобилизация.

Большинство оксидаз, использующих в качестве акцептора электронов 
кислород, содержит в своем составе один из окислительно-восстанови
тельных коферментов—FAD, FMN и др. В отличие от них. в составе՜ 
уриказы не обнаружен ни один из известных кофакторов. Некоторые 
авторы считают, что уриказа является медьсодержащим ферментом 
| 7. 8]. однако рол։» ионов мели в уриказном катализе окончательно не 
установлена.

Настоящая работа посвящена изучению влияния ряда ионов ме
таллов. в частности меди, на нативную и иммобилизованную уриказу.

Материал и методика. Уриказу выделяли из Вас. (astidiosus, выращенных и жид
кой синтетической среде, содержащей в качестве единственного источника углерода н 
азота мочевую кислоту [3]. Чистоту препарата проверяли электрофорезом в ПААГ 
в присутствии лодецилсульфата натрия. Иммобилизацию проводили из силикагеле, 
предварительно аминированном %:*амин<п:роп(ытр|1этокси(:няаном и активированном 
глутаровым альдегидом по методике Робинсона 191.

.Активность определяли амперометрически, регистрируя скорость потребления кис
лорода н ходе ферментативной реакции помощью ентродз Кларка на полярогра- 
фо РА-2 (ЧССР). Для этою ячейку объемом 5 мл заполняли 5 мМ раствором моче
ной кислоты в 59 мМ Трис-НС! буфере (pH 8.8), содержимое ячейки перемешивали 
мешалкой и после установления тока электрода реакцию запускали введением 50 мкл 
раствора фермента. За единицу активности принимали количество фермента, потреб
ляющего I мкмоль кислорода в мин.

При исследовании влияния ионов металлов на активность уриказы и ячейку пе
ред запуском реакции добавляли 10—100 мкл раствора соответствующих солен для 
получения необходимых концентраций ионов в ячейке.

В работе использовали Трис, глутаровый альдегид и набор реактивов для электро
фореза (vfaanub. Венгрия,!, додецнлеульфат натрия и кумасси голубой ("-Mark». ФРГ) 
и реактивы отечественного производства.

Результаты и обсуждение. Одним из наиболее простых тестов 
для определения роли ионов металлов в ферментативном катализе яв
ляется исследование влияния этих ионов на активность фермента. Если 
нон. входящий в состав фермента, частично или полностью утрачивает
ся при очистке, добавление металла приводит к резкому увеличению 
активности.

Мы исследовали влияние ряда двухвалентных ионов па уриказу в 
довольно широком диапазоне концентраций. В этих и последующих экс
периментах использована электрофорс.тически гомогенная уриказа. По 
приведенным в табл, данным видно, что Mg2՜ и Со2* практически не 
действуют из активность уриказы. Особенно интересным является дей
ствие конов меди па фермент. Низкие концентрации их приводят к по
вышению активности уриказы (рис. 1). Влияние ионов металлов на 
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уриказу исследовалось и в работе Бонгертса и др. [4]. в которой авто
ры использовали уриказу из другого штамма В. Однако
они рассматривали область относительно высоких концентраций (10՜5 
Ю М), где, как и в наших экспериментах, наличие как ионов меди, 
так и других металлов в реакционной среде приводит к падению актив 
кости фермента в большей или меньшей степени.

•- М.'Л.л

ГКЛШ МОМШ ВЬО&А Ф1И-ОТА

Рис. 1. Влияние щ>и<»н меди на начальную скорость уриказной реакции. 
5мМ мочевая кислота н 50 мМ Трис-НС1 буфере. pH 8,8, 25°, насыщение 
кислородом воздуха. Концентрация уриказы—5.10-» М I контроль, 

2—10-6 м.

Изучение влияния ионов меди на коне।ан ।у Михаслиса показало, 
что К.ш как для кислорода, так и для мочевой кислоты при этом не ме
ня 1ся. При высоких концентрациях Сип происходит скорее всего бес
конкурентное |Н1гпбирОиание (рис. 2). Ранее мы сообщали, что взан 

Рис. 2. Зависимость скорости уриказной реакции от концентрации кис
лорода при разных концентрациях ионов .меди Условия те же, что и на рис I 

1—контроль, 2 10-6 М Си8О4. 3—5-10-3 до Си$О։.
Рис. 3. Зависимость скорости уриказной реакции от концентрации ч-нсло- 
рода в присутствии ЭДТА Условия тс же. что и на рис. I Концентрация 

ЭДТЛ 2 мМ. о-о-о—контроль, ф © © —4-ЭДТЛ.
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модействие уриказы с кислородом носит кооперативный характер [3]. 
Наличие ионон меди, как видео из рис. 2. приводит к усилению этого 
эффекта. Наблюдаемое более резкое снижение активности фермента 
при уменьшении концентрации кислорода нельзя объяснить инактиваци
ей уриказы при длительной инкубации фермента с ионами меди. Экспег 
рименты показывают, что инкубация уриказы с. Си3+ в течение 20— 
30 мни. которые затрачиваются для записи кинетической кривой, не 
приводят к дополнительной инактивации фермента.

Как уже отмечалось, некоторые исследователи считают, по урика
за является медьсодержащим ферментом. Конлей и Прайс? [5] в 
своей работе приводят факт ингибирования уриказы цианидом и гид
роксила мииом, причем степень инактивации фермента завнеи! от вре
мени его инкубации с ингибитором в присутствии мочевой кислоты. Ив- 
•нбированис уриказы цианидом обнаружили также Кинселла и др. для 
фермента из печени рыб [б]. Авторы объясняют это тем, что цианид 
убирает из активного центра фермента одновалентные ноны меди, что 
приводит к его инактивации. Однако, если в составе активного центра
Влияние ионон металлом на активное>ь уриказы, %

й։ессн. Концентрация соли. М
ный ка-------------------------- ----------------------------------------------------------------

тио"‘*' Контроль 10~й 5-10՜*' ТО՜5 ТО՜4 ТО՜3 5-Ю՜3

Х12+ 100+0.9 95.6+1.7 - 89.3+2.3 60,2+1.8 33.9+1.6 15.5+1.4
Со 2 4- 100+1-2 ТОО.0+1.1 98.3±2.1 88.8+1 > 83.1.+ 1.4 83.3+1.7
М£2 100+2.1 103.0+1.6 97.8+1.2 95.5+0.7 95.4+1.3 <Л.3+4.5

Си 2— 100+1.6 100,9+2,9’ 104,5+1.8** 102.3+1.9 95.1 + 1.3 78.7+1.5 42.8+1.0
р<0.001. " р < 0.01; Все катионы вводили в реакционную среду пан

де сульфатов.

уриказы присутствуют ионы меди, они не могут постоянно оставаться 
в одновалентном состоянии. Следует учесть, что уриказный катализ 
осуществляется путем шухэлектронного переноса В литера гуре из
вестны различные механизмы двухэлектронного переноса с участием 
ионов меди Во всех этих моделях хотя бы на каком-нибудь одном эта
пе фигурирует двухвалентный ион меди [1]. Наличие такого перехода 
предполагается также в схеме уриказного катализа, приведенного в 
работе Питса и Прайста [8]. В этом случае присутствие ЭДТА, кото
рый образует хелатные соединения с двухвалентными катионами, дол
жно привести к ингибированию фермента. Но присутствие ЭДТА не 
влияет на активность уриказы. Наши эксперименты показали, ։'го ни 
предварительная инкубация фермента с ЭДТА. ни присутствие его в 
реакционной среде нс приводят к инактивации фермента На рис 3 при
ведена зависимость скорости уриказной реакции от концентрации кис
лорода в присутствии ЭДТА. Как видно из рисунка, во всем исследо
ванном диапазоне концентраций кислорода ход обеих реакций—без 
ЭДТА и с ЭДТА достаточно хорошо совпадает. Это говорит о том,- 
что характер зависимости активности фермента от концентрации кисло
рода не меняется при добавлении в реакционную среду ЭДТА. Кроме 
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того, результаты эксперимента получены при непрерывной регистрации 
хода реакции, тем самым исключается ингибирование фермента во вре
мени, как цианидом в экспериментах Конлея и Прайста [5].

Бонгертс и др. [4]. ՛ исследуя уриказу из /?. [а$Н։Но$и$ методом ЭПР 
спектроскопии, не обнаружили медь и составе фермента. Однако это 
не обязательно указывает на отсутствие ее, поскольку известно, что в 
некоторых случаях в белках содержится ЭПР-недетектнруемая медь. 
Это могут быть одновалентные ионы Си или диамагнитные димеры 
двухвалентных ионов Си2՜— Си2' [2]. Те же авторы, применив атом-

Рис. 4. Рис. 5.
Рис Влияние конов мели на активность иммобилизованной урнка- 
зи. Условия те же. что и на рис I. За 100'У принята активность фермента 
и условиях отсутствия яокон меди. о-о-О нлтивнм՝ уриказа, Эв® -км 

мобилизованная уриказа.
Рис. 5. Влияние наличия ионов меди при иммобилизации на активность 
иммобилизованного препарата. I—контроль, 2- концентрация Си$О4 при 
> емобилизации 2. 10—•> М, 3—5.10-^М. Активность препарата измеряли 

в условиях, указанных на рис. 1. Р<0.001.

но-здеорбционную спектроскопию, которая лап возможность обнару 
жнвзз; и такие ионы меди, выявляли незначительное количество ее. в со
отношении с уриказой, равном 1:7, что явно недостаточно для функ
ционирования в качестве кофактора. Кроме того, они сообщают, что 
ингибирование уриказы цианидом носит обратимый характер при уда
лении цианида диализом активность фермента полностью восстанавли
вается. Этого бы не произошло, если бы инактивация фермента циани
дом была связана с удалением меди из активного центра цианидом.

Влияние ионов меда на активность уриказы может быть объясне
но взаимодействием этих ионов с регуля горными центрами, приводя
щими к конформационным изменениям. Последнее отражается на ак
тивности фермента. По-вндимому, не следует отождествлять эти участ
ки фермента с геми центрами, которые ответственны за регуляцию ак
тивности фермента в норме, и тем самым приписывать некую биохими- 
ческь обусловленную роль ионам меди в уриказном катализе.

Конечно, можно сделать и гругос предположение, согласно кото
рому ноны меди входят в состав активного центра, и наблюдаемое нами 
повышение активности связано с внедрением в активный центр уриказы 
недостающих ионов меди, которые частично или полностью теряются 
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при очистке. Однако это кажется маловероятным по следующим сооб
ражениям. Во-первых, трудно объяснить работоспособность фермента 
при практически полном отсутствии ионов меди пли гаком низком со
отношении, какое приводится в работе Бонгертса. Следует также обра- 
тнчь внимание на то обстоятельство, что суммарная активность фер
ментного препарата при очистке не уменьшается. Во-вторых, предпо
ложение о регуляторной роли ионов меди подтверждается также экспе
риментами с иммобилизованным ферментом. Как известно, при иммо
билизация. особенно при ковалентном связывании с матрицей, фикси
руется определенное конформационное состояние фермента. На рис. 4 
показано влияние ионов меди на активность иммобилизованной урика
зы, Как видно, фермент после иммобилизации становится нечувстви
тельным к нонам меди до концентрации 10 ։ М. Исчезает также зктн- 
вирующес действие низких концентраций Си-'1. Это подтверждает пред
положение о том, что ионы меди влияют па конформацию уриказы, а 
нс входят в активный центр. Действительно, если медь входит а эк- 
/явный центр, трудно объяснить исчезновение активирующего эффек
та. Ведь для внедрения меди в активный центр иммобилизованного 
фермента ист как стерических ограничении, поскольку гораздо более 
крупная молекула мочевой кислоты свобо ню проникает в него, так и 
электрических, поскольку используемая нами матрица нс заряжена. 
На это указывает то. что pH оптимум гействвя фермента при иммоби
лизации нс меняется. Кроме того, трудно иначе объяснить исчезнове
ние ингибирующего действия высоких концентраций Си՛’ Другим 
подтверждением предположения о регуляторном действии ионов меди 
слсжит гот факт, что при иммобилизации уриказы н присутствии ионов 
меди различных концентраций активность иммобилизованного препа
рата получается различной (рис 5). При низких концентрациях (2- 
10 6 М) активность фермента, измеренная в стандартных условиях, вы
ше активности контрольного препарата, Иммобилизация урика<ы в 
присутствии 5-10-:}М сульфа га меди приводит к значительному ниже-; 
нию активности по сравнению с контролем. Можно предположить, что- 
наличие ионов меди в иммобилизанионной среде приводи: в звисн- 
мости от концентрации Си2 к переходу уриказы в более ил г менее лк- 
1ивнук> конформацию по сравнению с нативным ферментом Изменен֊ 
.чая конформация фиксируется при иммобилизации, оставаяс: в та
ком состоянии и после того, как из среды убирается активирующий 
или ингибирующий фактор.

Гаким образом, из вышейсложенного следует, что ирису тс ։ни. ко
нов меди нс является необходимым условием для осуществления ури
казного катализа; взаимодействуя с уриказой, они прнво :,ят к измене
нию конформации фермента, что отражается на его активности,
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УЛ ЬТРДСТРУКТРН ЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ ГРАМОТРИНАТЕЛЬНЫХ 
II ГРАМПОЛОЖИТЕЛЬНЫХ БАКТЕРИИ НОД ВОЗДЕЙСТВИЕМ

ЧЕТВЕРТИЧНОГО АММОНИЕВОГО СОЕДИНЕНИЯ А-660

И. X ТОРДЖЯН, Ж Р. БАБАЯН. К. О ОВНАНЯН. Г. С. АКОПЯН
Армянский ОТКЗ НИИ эпидемиологии. вирусологии и медицинской 

паразитологии км А. Б. Алексаняна. Ереван

В клетках кишечной палочки соединение А-660 вызывает расщепление на
ружной мембраны клеточной стенки на два электроннооптнчески плотных 
слоя и нарушение целостности цитоплазматической мембраны. В клетках 
золотистого стафилококка незначительно разрыхляется клеточная стенка 
и разрушается цитоплазматическая мембрана.

Соединение А-660 ։>т известных ПАВ отличается механизмом ноздей- 
сгния на мембраны, приводящим к растеплению двух ее электронноопти 
чески плотных слоев с образованием вздутий.

Աղիքային ցուպիկի րյիջն1.րո<մ \-G60 միւս rjntfl յո։Ն ր ա ոա յա ./Նամ i ր ւս տի 
արտաքին թաղանթի ճեղքում ? կյեկտրոնաօպտիկ տեսակետից խիտ շերտերի, 
ինչպես նաև' րակտերիայի ցիտոպյազմ ատիկ թաղսւնթի ամբողջականության 
խախտում• հսկեղոլյն ստաֆիյսկոկի բջիշնեյււոմ րջչաթաղանթր ղաոնո\մ Լ աննշան 
փխրուն և քայքայվում Լ ցիտոպյուղմատիկ թտղանթր։ Ա-Տ60 միացոէթյունր տար- 
քերվում Լ հայտնի մ ակերեսս/ ւին ակտիվ նյութերից նրանով, որ նրա Աւղղեցու- 
թյան մեխանիղմր պայմանավորված Լ /'՝’♦/' թաղանթի 2 1,յեկսւրրէնաօպտիկ խիտ 
շերտերի քայքայումով, ոյ< ւսոաշացնում կ ւսրտավ։րոսէներ>

In Escherichia coli il։e combination A-660 evokes splitting of the exter- 
• nal membrane of the cell wall into two electroneopticallv firm lay

ers and breach ol continuity of cytoplasmic membrane. In Staphylococcus 
aureus the cell wall՜; is slightly^ loosened and the cytoplasmic membra
ne is destructed. The combination A-660 differs iron։ known SAS by the 
mechanism of influence on the membranes, bringing Io the splitting of 
its two electroneoptical’y firm layers by the formation of swellings.

ПАВ—умтраструктура бактерий—биоцрдм.

В 1юслед!1.ие годы ведется интенсивный поиск новых дезинфицирующих 
средств среди ։руппы жатионных ПАВ, >в частности. ЧАС

(яжращения. ПАВ ловерхностпо-актпвное вещество; ЧАС—четвертичные аммо 
нневыс соединения.
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