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Для выяснения механизма действия ферментов широко использу
ются различные ингибиторы. Ингибирование неорганическими анионами 
малых размеров, .хотя, часто и является неспецифическим, однако, бла
годаря небольшому размеру, эти ингибиторы достигают участков фер
мента, труднодоступных для больших ингибирующих молекул. Лзид и 
цианид хорошо известны в качестве ингибиторов гемсодержащих фер
ментов. В последнее время получены данные, указывающие на то, что 
эти анионы являются также сильными ингибиторами лакказы и церуло- 
плазмина медьсодержащих оксидаз (’•2). Однако, механизм взаимо
действия указанных ингибиторов с медьсодержащими оксидазами под
робно не исследовался. Настоящая работа посвящена сравнительному 
исследованию ингибирования азидом, цианидом и галоидными анн
онами лакказы (ФК 1. 10. 3. 2 п-дифенол: Оз оксидоредуктаза) Б из 
Coriolus versicolor (Fr.) Qm4.

Лакказу Б из грибов Corlolus versicolor получали по методу Фа 
ареза и Рейнаммара (3) с некоторыми модификациями: применяемая 
среда содержала вдвое больше меди (в видеСи2+) и в пять раз меньше 
железа (Ге1*) Во всех опытах количество фермента было одинако
вым 2.10 М, концентрация субстрата составляла IO՜1 М. В качестве 
субстрата использовали очищенный возгонкой пирокатехин. Исследова
ния проводили в 0,IM фосфатном буфере pH 6,0, при 20°С. За ходом 
реакции наблюдали спектрофотометрически по накоплению продукта 
('т... 41(>лм1л), I алоиды использовали в виде калиевых солей.

Полученные нами результаты подтверждают высокую ингибирую- 
Шую способность цианида и азида. На рис. I, а и 1,6 показаны кинети
ческие кривые накопления продукта в присутствии различных концен
траций этих ингибиторов. По мере возрастания концентраций ингиби
тора, как видно из рисунка, происходит увеличение индукционного пе
риода реакции, однако, конечная (предельная) глубина реакции при 
этом не изменяется.

Ингибирование галогенидами представляет более сложную карти
ну. Па рис. 2,а-г приведены кинетические кривые накопления продукта 
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галоидных ионов. Обращает на себя внимание тот факт, что прак
тически полное ингибирование фторидом, наблюдаемое при относитель
но высоких его концентрациях (4.10 ’ М)не сопровождалось сколь-либо
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Рис. 1. Ингибирование лакказы следующими концентрациями KCN 
(а): 1-0; П-6-10՜7 М; 111-10՜® М; 1У-6.|0-6М; V—3-10”®М и 

№М3. (б): 1-0; П-10-7 М; 111-21О՜7 М; 1У-З Ю՜7 М;
V—5-Ю՜7 М

Рис, 2. Ингибирование лакказы ионами фтора (а), хлора (б), брома (в); 
иода (г). Ингибиторы добавлялись в следующих количествах:

<։; 1-0; П—Ю՜® М; III—2-10՜® М; IV—4-10՜® М; V—4«Ю“։М; VI—4-Ю՜1 М. 
1-0; ||— 2-10՜3 М; 111-2-Ю՜3 М; IV— 4-10՜3 М; У-8-10՜3 М.

«: 1—0; II—4-10՜® М; III—8-Ю՜3 М; 1У-2-10~’М.
г. 1-0; II—2-10'3М; III—4-Ю՜3 М; IV-6-10՜3 М; V—8«10՜3 М; У1-4-10~ 'М

։Н8чительным изменением предельной глубины реакции, приводя, по 
сУЩс.ству, лишь к уменьшению скорости реакции .(' другой стороны, ин
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гибирование йодидом сопровождалось резким изменением глубины пре» 
вращения, тогда как различия в скорости реакции в начальный момент 
для приведенных концентраций ионов иода весьма невелики. Ионы хло
ра и брома занимают промежуточное положение: по мере увеличения 
концентрации (в указанном диапазоне) происходило изменение как ко
нечной глубины, так и скорости реакции.

Ингибирующая способность различных анионов
Таблица I

Ингнбиру ющая 
способность СМ՜ р~ С1“ Вг՜ |-

Н1/1Е] 1 10 10» 10* 10’ 10‘

Сравнительное действие исследованных ингибиторов приведено в 
табл. 1, где рассчитано отнесенное к одной молекуле фермента число 
молекул ингибитора, приводящее к~90% ингибированию. Из таблицы 
видно, чю наиболее эффективным ингибитором является азид, одной 
молекулы которого достаточно для практически полного ингибирования 
одной молекулы фермента. Аналогичный результат получен для медьсо
держащей оксидазы из плазмы—церулоплазмина (4 атома Си21 и 4 ато
ма Си1 )

Для лакказы, имеющей два атома одновалентной и два атома двух
валентной меди, методом ЭПР было показано, что атомы Си2+ нахо
дятся в различных окружениях и имеют различные свойства 
Один из атомов двухвалентной меди обуславливает интенсивную синюю 
окраску бе....а, обладает меньшей оксидазной активностью и имеет кон
станту сверхтонкого расщепления (СТР), равную~90 эрстед, тогда как 
другой атом двухвалентной меди фермента, характеризующийся вели
чиной константы СТР-֊ 170 эрстед, не обусловливает синюю окраску и 
имеет более высокую оксидазную активность. Из спектров ЭПР инги
бированной лакказы непосредственно следует, что цианид, азид и фто
рид присоединяются ко второму атому меди ('•2) Присоединение 
СГ , Вг и 1՜происходит, очевидно, по тому же атому меди, и корреля
ция ингибирующей способности в ряду Г՜, СГ, Вг՜, 1՜ (см. табл. 1) 
ионными радиусами представляется возможной.

Институт биохимии
Академии наук Армянской ССР

Վ. 8. 2Ա5ԿԱԱՅԱՆ, Ռ. Մ. ՆԱԼՐԱՆԴ8ԱՆ

1 .ակագսւյ|ւ արգելակումը անօրգանական անիոններով

Ֆերմենտների մեխանիզմը ուսումնասիրելու համար հաճախ օգտագործվում են գանագ՚-11 

/9 1ակիէներւ ^Րանցիր փոքր չափսեր ունեցողները հետաքրքիր են այն րանովէ որ նրւոեք
■ամար հասանեյի են ֆերմենտի դժվարամատչելի տեղամասերը,

>վյա/ աշխատանք ում քերվում են աղիգի, ցիանիգի և հալոիգների անիոններով (ակ<սգաւՒ 
է ֆկ 1 111.3 2 պ. գիֆենոլ, Օշ օ քս իգո ո ե գ ու կ տա գա) արգելակման համեմատական ուԱԱւմնսւսիր*1'
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սւրգյունբներրւ Ցույց Լ տրված, որ ազիզով ու յյիանիգով արգելակում ի րնթանում Լ րնա- 
^1'1' ^րզնքտկիյի կոնցենտրացիայի աճի հետ մ եծանում Լ ինգուկցիոն պա ր ր ե ր ու թ յո ւն ր ւ 

պւփգների տնիոններով արգելակում ր կրում Լ բարդ բնույթ, եթե ցիունիգի ե ագի գի գեպքում 
1ս1,(1Ոէ№ 1ո*նր մնում ( գրեթե անփոփոխ և մարսիմալ, հալոիգների գեպբում ք" ՜ ,Շ1՜~ , 

ը I ^արբում արգելակիչի կոնցենտրացիայի աճի Հետ գգա/իորեն նկատվում Լ ոեակցիա լի 
911(Ոսք1յան մարսիմոէմի նվագոէմ ւ

Աէ ^ելակիչների համեմատական ազդեցությունը արտահայտված Լ հաշվարկված հարարե֊ 
էմ/կան Նշանակություններով։ Ֆերմենտի մեկ մոլեկոլյր մոտավորապես 90^/դ-ով արգե/ակելու 
Հ*մար Հարկավոր / տգիգի մեկ մոյեկոպ, րիանիգի՝ 101 ֆտորիգի1 10^, ր/որոգի 10^ մոյեկոպ, 
I րրոմիգի ե յոգիգի համար գա հավասար Լ /05 ձ 10^ մոլեկուշի համէսպատասխանորենւ
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