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Èçó÷åíû ïðîöåññû ñâîðà÷èâàíèÿ—ðàçâîðà÷èâàíèÿ äèñóëüôèäèçîìåðàçû C (DsbC) èç Escherichia co-
li ïîä äåéñòâèåì GdnHCl. Àíàëèç ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ, ïîëó÷åííûõ ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ñîáñòâåí-
íîé ôëóîðåñöåíöèè, ïðîâîäèëè ñîâìåñòíî ñ àíàëèçîì èíôîðìàöèè î ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðå áåëêà,
ñîäåðæàùåéñÿ â Áàíêå áåëêîâûõ ñòðóêòóð (PDB). Ïîêàçàíî, ÷òî àòîìû ñåðû äèñóëüôèäíîé ñâÿçè
Cys 141—Cys 163 ðàñïîëîæåíû äàëåêî îò èíäîëüíîãî êîëüöà Trp 140 è íå ìîãóò âûñòóïàòü â ðîëè òóøè-
òåëåé òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè. Â êà÷åñòâå ïîòåíöèàëüíûõ òóøèòåëåé ôëóîðåñöåíöèè ìîãóò ðàñ-
ñìàòðèâàòüñÿ îñòàòêè Met 136 è His 170. Ïîêàçàíî, ÷òî òîëüêî òðè òèðîçèíîâûõ îñòàòêà (Tyr 171, Tyr 38
è Tyr 52) èç âîñüìè â êàæäîé ñóáúåäèíèöå DsbC âíîñÿò âêëàä â ñóììàðíóþ ôëóîðåñöåíöèþ áåëêà. Õà-
ðàêòåð èçìåíåíèé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ïîä äåéñòâèåì GdnHCl (ðàâíîâåñíûå è êèíåòè÷åñêèå
çàâèñèìîñòè), õàðàêòåð ïàðàìåòðè÷åñêîé çàâèñèìîñòè ìåæäó èíòåíñèâíîñòÿìè ôëóîðåñöåíöèè, èçìå-
ðåííûìè ïðè äëèíàõ âîëí 320 è 365 íì, òàê æå êàê è ñóùåñòâîâàíèå èçîáåñòè÷åñêîé òî÷êè ó ñïåêòðîâ
ôëóîðåñöåíöèè, èçìåðåííûõ ïðè ðàçíûõ êîíöåíòðàöèÿõ GdnHCl, ñâèäåòåëüñòâóþò îá îäíîñòàäèéíîì
õàðàêòåðå äåíàòóðàöèè DsbC ïîä äåéñòâèåì GdnHCl. Ïîêàçàíà îáðàòèìîñòü ýòîãî ïðîöåññà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: äèñóëüôèäèçîìåðàçà C, ñîáñòâåííàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ, ñâîðà÷èâàíèå—ðàçâîðà-
÷èâàíèå áåëêîâ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: DsbC — äèñóëüôèäèçîìåðàçà C, GdnHCl — ãóàíèäèíãèäðîõëîðèä.

Âîïðîñ â òîì, êàê ïîëèïåïòèäíàÿ öåïü ñâîðà÷èâàåò-
ñÿ â êîìïàêòíóþ, âûñîêîîðãàíèçîâàííóþ è ôóíêöèîíà-
ëüíî àêòèâíóþ áåëêîâóþ ãëîáóëó, ÿâëÿåòñÿ àêòóàëüíîé è
âñå åùå äàëåêîé îò ðàçðåøåíèÿ ïðîáëåìîé ìîëåêóëÿð-
íîé è êëåòî÷íîé áèîëîãèè. Àêòóàëüíîñòü ïðîáëåìû îáó-
ñëîâëåíà òàêæå åå ïðàêòè÷åñêîé çíà÷èìîñòüþ äëÿ ìåäè-
öèíû è áèîòåõíîëîãèè. Ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî ìíîãèå òÿ-
æåëûå çàáîëåâàíèÿ, òàêèå êàê áîëåçíè Àëüöãåéìåðà,
Ïàðêèíñîíà, ßêîáà—Êðåéöôåëüòà, ïðèîííûå áîëåçíè è
ìí. äð., ñâÿçàíû ñ íåïðàâèëüíûì ôîëäèíãîì áåëêîâ,
ïðèâîäÿùèì ê îáðàçîâàíèþ àìèëîèäíûõ ôèáðèëë (Har-
per, Lansbury, 1997; Carrell, Gooptu, 1998; Fink, 1998;
Uversky et al., 1999). Äëÿ áèîòåõíîëîãèè ðàçðàáîòêà ýòîé
ïðîáëåìû ñóùåñòâåííà â ñâÿçè ñ òåì, ÷òî ïðîèçâîäñòâó
ðÿäà öåííûõ áåëêîâûõ ïðåïàðàòîâ ÷àñòî ïðåïÿòñòâóþò
âîçíèêíîâåíèå íåïðàâèëüíî ñâåðíóòûõ àãðåãèðîâàííûõ
ôîðì ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ è èõ àêêóìóëÿöèÿ â òåëàõ
âêëþ÷åíèÿ (Wetzel, 1994; Speed et al., 1996; Fink, 1998).
Îñíîâíûì ïîäõîäîì ïðè èññëåäîâàíèè ôîëäèíãà áåëêîâ
ÿâëÿåòñÿ èçó÷åíèå ïðîöåññîâ èõ ñâîðà÷èâàíèÿ—ðàçâîðà-
÷èâàíèÿ è ñâîéñòâ, âîçíèêàþùèõ ïðè ýòîì ïðîìåæóòî÷-
íûõ è íåïðàâèëüíî ñâåðíóòûõ ñîñòîÿíèé. Áîëüøèíñòâî
ðàáîò ïî èçó÷åíèþ ñâîðà÷èâàíèÿ—ðàçâîðà÷èâàíèÿ áåë-
êîâ âûïîëíåíî íà íåáîëüøèõ îäíîäîìåííûõ áåëêàõ. Çíà-
÷èòåëüíûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò èçó÷åíèå ôîëäèíãà ìóëü-
òèäîìåííûõ áåëêîâ, ê ÷èñëó êîòîðûõ ïðèíàäëåæèò äè-
ñóëüôèäèçîìåðàçà C (DcbC).

DcbC èç Escherichia coli ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ðàñòâî-
ðèìûé áåëîê áàêòåðèàëüíîé ïåðèïëàçìû, êîòîðûé îòâå-
÷àåò çà îáðàçîâàíèå «ïðàâèëüíûõ» äèñóëüôèäíûõ ñâÿçåé
âî âíîâü ñèíòåçèðîâàííûõ áåëêàõ. Â ñâÿçè ñ ýòèì DcbC
ñ÷èòàåòñÿ áàêòåðèàëüíûì àíàëîãîì áåëêà èçîìåðàçû äè-
ñóëüôèäíûõ ñâÿçåé (PDI) ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêó-
ëóìà ýóêàðèîò (Zapun et al., 1995; Hiniker, Bardwell,
2003). Ïîäîáíî PDI áåëîê DsbC îáëàäàåò øàïåðîííîé
àêòèâíîñòüþ, äàæå áîëåå âûðàæåííîé, ÷åì ó PDI (Chen
et al., 1999). Ìàêðîìîëåêóëà DsbC èìååò V-îáðàçíóþ
ôîðìó, â êîòîðîé êàæäàÿ âåòâü ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé îäíó
ñóáúåäèíèöó ãîìîäèìåðà. Êàæäàÿ ñóáúåäèíèöà ñîñòîèò
èç N-êîíöåâîãî äîìåíà, îòâåòñòâåííîãî çà àññîöèàöèþ
ñóáúåäèíèö, è C-êîíöåâîãî òèîðåäîêñèí-ïîäîáíîãî (Trx)
äîìåíà, ñâÿçàííûõ ïîäâèæíîé ñïèðàëüþ (McCarthy et
al., 2000). Äëÿ èçîìåðàçíîé àêòèâíîñòè áåëêà íåîáõîäè-
ìû îáà àêòèâíûõ ñàéòà (ìîòèâ Cys 98—Gly—
Tyr—Cys 101), ðàñïîëîæåííûõ â äâóõ Trx-äîìåíàõ äè-
ìåðíîé ìîëåêóëû DsbC. Äëÿ îêñèäîðåäóêòàçíîé àêòèâ-
íîñòè òðåáóåòñÿ òîëüêî îäèí èç àêòèâíûõ ñàéòîâ (Sun,
Wang, 2000). Ñ ïîìîùüþ çàìåùåíèÿ Cys íà Ser áûëî ïî-
êàçàíî, ÷òî äèñóëüôèäíàÿ ñâÿçü â àêòèâíîì ñàéòå íåîá-
õîäèìà äëÿ ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè áåëêà, íî íå
òðåáóåòñÿ äëÿ åãî øàïåðîííîé àêòèâíîñòè, òîãäà êàê äè-
ñóëüôèäíàÿ ñâÿçü Cys 141—Cys 163 èãðàåò âàæíóþ ðîëü
â ôîëäèíãå, ñòàáèëüíîñòè è ýêñïîðòå áåëêà, à òàêæå ñó-
ùåñòâåííà äëÿ åãî øàïåðîííîé àêòèâíîñòè (Liu, Wang,
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2001). Êàæäàÿ ñóáúåäèíèöà ìàêðîìîëåêóëû DsbC ñî-
äåðæèò òîëüêî îäèí òðèïòîôàíîâûé îñòàòîê (Trp 140), ðàñ-
ïîëîæåííûé ðÿäîì ñ Cys 141, âõîäÿùèì â äèñóëüôèäíóþ
ñâÿçü Cys 141—Cys 163, è âîñåìü òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ.

Ñîáñòâåííàÿ ÓÔ-ôëóîðåñöåíöèÿ áåëêîâ øèðîêî èñ-
ïîëüçóåòñÿ äëÿ èññëåäîâàíèÿ ïðîöåññîâ èõ ñâîðà÷èâà-
íèÿ—ðàçâîðà÷èâàíèÿ è ñâîéñòâ âîçíèêàþùèõ ïðè ýòîì
ïðîìåæóòî÷íûõ ñîñòîÿíèé. Èíôîðìàòèâíîñòü ìåòîäà
îáóñëîâëåíà âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ðàçëè÷íûõ
ôëóîðåñöåíòíûõ õàðàêòåðèñòèê (ïîëîæåíèÿ ñïåêòðîâ
ôëóîðåñöåíöèè, êâàíòîâîãî âûõîäà, àíèçîòðîïèè
ôëóîðåñöåíöèè è äð.) ê ñâîéñòâàì ìèêðîîêðóæåíèÿ è
îñîáåííîñòÿì ëîêàëèçàöèè â ìàêðîìîëåêóëå áåëêà òðèï-
òîôàíîâûõ è òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ (Eftink, 1994; Turo-
verov et al., 2002; Turoverov, Kuznetsova, 2003).

Â ðàáîòå èçìåðåíû ñòàöèîíàðíûå è êèíåòè÷åñêèå çà-
âèñèìîñòè ðàçëè÷íûõ õàðàêòåðèñòèê ñîáñòâåííîé ôëóî-
ðåñöåíöèè DsbC â ïðîöåññå ñâîðà÷èâàíèÿ—ðàçâîðà÷èâà-
íèÿ ïîä äåéñòâèåì GdnHCl. Ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò
î òîì, ÷òî äåíàòóðàöèÿ DsbC ÿâëÿåòñÿ îáðàòèìûì îäíî-
ñòàäèéíûì ïðîöåññîì.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ïëàçìèäà pDsbC, ñîäåðæàùàÿ ïîëíîðàçìåðíóþ êî-
äèðóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü DsbC, áûëà ïðåäîñòàâ-
ëåíà ä-ðîì Ð. Ãëîêøóáåðîì (Dr. R. Glockshuber, Eidge-
nossische Technische Hochschule, Honggerberg, Øâåéöà-
ðèÿ). Ïðè ïîëó÷åíèè DsbC áûëè èñïîëüçîâàíû ñòàí-
äàðòíûå ìåòîäèêè (Missiakas et al., 1994; Liu, Wang,
2001). Òðàíñôîðìèðîâàííûé JM83 (REP4) øòàìì E. coli,
ñîäåðæàùèé ïëàçìèäó pQE-30 (DsbC) (Liu et al., 1999),
âûðàùèâàëè íà ñðåäå LB, ñîäåðæàùåé 100 ìêã/ìë àìïè-
öèëèíà è 25 ìêã/ìë êàíàìèöèíà. Íî÷íóþ êóëüòóðó ðàç-
áàâëÿëè â 100 ðàç è èíêóáèðîâàëè ïðè 37 °C â òå÷åíèå
3 ÷ ñ ïîñëåäóþùåé èíäóêöèåé â ïðèñóòñòâèè 0.1 ìÌ
èçîïðîïèë-â-òèîãàëàêòîïèðàíîçèäà. Ïðè ïîëó÷åíèè ðàñ-
òâîðèìûõ ïåðèïëàçìàòè÷åñêèõ áåëêîâ äëÿ ðàçðóøåíèÿ
êëåòîê èñïîëüçîâàëè îñìîòè÷åñêèé øîê. Ïîëó÷åííûé
ðàñòâîð ïîäâåðãàëè äèàëèçó ïðîòèâ áóôåðà À (50 ìÌ
Tris-HCl, pH 8.0), ïîñëå ÷åãî ïðîáû íàíîñèëè íà êîëîíêó
Q-Ñåôàðîçû (Amersham Pharmacia Biotech, ÑØÀ). Áåëîê
ýëþèðîâàëè áóôåðîì À ñ ãðàäèåíòîì NaCl (0.0—0.4 Ì).
Îòáèðàëè ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå DsbC. Ãîìîãåííîñòü
ôðàêöèé DsbC êîíòðîëèðîâàëè ñ ïîìîùüþ SDS-ýëåêòðî-
ôîðåçà â 15 %-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì áóôåðå. Îòîáðàí-
íûå ôðàêöèè äèàëèçîâàëè ïðîòèâ 50 ìÌ NH4HCO3 è ëèî-
ôèëèçèðîâàëè. Êîíöåíòðàöèþ DsbC îïðåäåëÿëè ïî ïî-
ãëîùåíèþ, ïðè ýòîì áûëî ïðèíÿòî, ÷òî îïòè÷åñêàÿ ïëîò-
íîñòü 0.1 %-íîãî ðàñòâîðà DsbC ïðè äëèíå âîëíû 280 íì
ñîñòàâëÿåò 0.7 (Hiniker, Bardwell, 2003).

Î÷èùåííûé DsbC èìåë îäíó ïîëîñó íà ýëåêòðîôî-
ðåãðàììå, åãî òèîë-ðåäóêòàçíàÿ àêòèâíîñòü, îïðåäåëåí-
íàÿ íà îñíîâàíèè èçìåðåíèÿ âðåìåíí �îé çàâèñèìîñòè
ìóòíîñòè ðàñòâîðîâ ïðè âîññòàíîâëåíèè èíñóëèíà (Hol-
mgren, 1979; Martíinez-Galisteo et al., 1993), ñîñòàâëÿëà
2.67 � 10–2 ÄA650 íì � ìèí–2. Ðàâíîâåñíûå çàâèñèìîñòè
ðàçëè÷íûõ ôëóîðåñöåíòíûõ õàðàêòåðèñòèê DsbC îò êîí-
öåíòðàöèè GdnHCl èçìåðÿëè ïîñëå èíêóáàöèè áåëêà
(0.5 ìã/ìë) â ðàñòâîðàõ GdnHCl ñîîòâåòñòâóþùåé êîí-
öåíòðàöèè ïðè 4 °C â òå÷åíèå 24 ÷. Âî âñåõ ýêñïåðèìåí-
òàõ èñïîëüçîâàëè 0.1 Ì áóôåð Tris-HCl, pH 7.5.

Ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í û å è ç ì å ð å í è ÿ ïðîâîäèëè ïðè
23 °C ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïåêòðîôëóîðèìåòðà ñîáñòâåí-

íîãî èçãîòîâëåíèÿ (Òóðîâåðîâ è äð., 1998). Åñëè íå óêà-
çàíî äîïîëíèòåëüíî, èçìåðåíèå ñïåêòðîâ ôëóîðåñöåíöèè
âûïîëíÿëè ïðè âîçáóæäåíèè ñâåòîì ñ äëèíîé âîëíû
297 íì, ñ òåì ÷òîáû ìèíèìèçèðîâàòü âêëàä òèðîçèíîâûõ
îñòàòêîâ â ðåãèñòðèðóåìóþ ôëóîðåñöåíöèþ áåëêà. Äëÿ
õàðàêòåðèñòèêè ñïåêòðîâ ôëóîðåñöåíöèè èñïîëüçîâàëè
ïàðàìåòð A = (I320 / I365)297 (I320 è I365 — èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè, èçìåðåííûå ïðè äëèíàõ âîëí 320 è
365 íì ñîîòâåòñòâåííî; Òóðîâåðîâ è äð., 1998). Ñïåêòðû
ôëóîðåñöåíöèè è ïàðàìåòð A èñïðàâëåíû íà
ñïåêòðàëüíóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü óñòàíîâêè.

Âñå èçìåðåíèÿ êèíåòè÷åñêèõ çàâèñèìîñòåé èíòåí-
ñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè âûïîëíåíû ñ èñïîëüçîâàíèåì
ìèêðîêþâåò (101.016-QS 5 � 5 ìì; Hellma, Ãåðìàíèÿ).
Äåíàòóðàöèþ DsbC îñóùåñòâëÿëè äîáàâëåíèåì 350 ìêë
ðàñòâîðà GdnHCl íåîáõîäèìîé êîíöåíòðàöèè â êþâåòó,
ñîäåðæàùóþ 50 ìêë ðàñòâîðà íàòèâíîãî áåëêà. Ðåíàòó-
ðàöèþ DsbC èíèöèèðîâàëè äîáàâëåíèåì 350 ìêë 0.75 Ì
GdnHCl â êþâåòó, ñîäåðæàùóþ 50 ìêë DsbC, ïðåäâàðè-
òåëüíî äåíàòóðèðîâàííîãî 3.12 Ì GdnHCl â òå÷åíèå 24 ÷
ïðè 4 °C. Êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ GdnHCl â ýòèõ ýêñïå-
ðèìåíòàõ ñîñòàâëÿëà 1.05 Ì. Âî âñåõ ýêñïåðèìåíòàõ êî-
íå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ áåëêà ñîñòàâëÿëà 0.5 ìã/ìë. Èíòåí-
ñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ïðè äëèíàõ âîëí 320 è 365 íì
èçìåðÿëè â òå÷åíèå 10 ìèí ïîñëå äîáàâëåíèÿ äåíàòóðàí-
òà. Ìåðòâîå âðåìÿ â ýòèõ ýêñïåðèìåíòàõ ñîñòàâëÿëî íå
áîëåå 4 ñ (Kuznetsova et al., 2002a). Ðàâíîâåñíóþ çàâèñè-
ìîñòü èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè èçìåðÿëè ÷åðåç
12 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ äåíàòóðàíòà.

À í à ë è ç ï ð î ñ ò ð à í ñ ò â å í í î é ñ ò ð ó ê ò ó ð û á å ë -
ê à. Ðàñïîëîæåíèå òðèïòîôàíîâûõ è òèðîçèíîâûõ îñòàò-
êîâ â DsbC àíàëèçèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì äàííûõ î
êîîðäèíàòàõ àòîìîâ ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðû ìàê-
ðîìîëåêóëû áåëêà (ôàéë 1EEJ.ent â PDB; Bernstein et al.,
1977; McCarthy et al., 2000). Ìèêðîîêðóæåíèå òðèïòîôà-
íîâûõ èëè òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ îïðåäåëÿëè êàê ñîâî-
êóïíîñòü àòîìîâ, ðàñïîëîæåííûõ íà ðàññòîÿíèè ìåíåå r0

îò ãåîìåòðè÷åñêîãî öåíòðà èíäîëüíîãî èëè ôåíîëüíîãî
êîëüöà; r0 ðàâíî 7 Å (Turoverov et al., 1985; Êóçíåöîâà, Òó-
ðîâåðîâ, 1998). Îïðåäåëÿëè àòîìû ìèêðîîêðóæåíèÿ, áëè-
æàéøèå ê êàæäîìó àòîìó èíäîëüíîãî èëè ôåíîëüíîãî êî-
ëüöà, è ðàññòîÿíèå ìåæäó íèìè. Êðîìå òîãî, îïðåäåëÿëè
àòîìû, áëèæàéøèå ê OH-ãðóïïàì òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ.
Ïëîòíîñòü óïàêîâêè àòîìîâ â ìèêðîîêðóæåíèè îïðåäå-
ëÿëè êàê ÷èñëî àòîìîâ, âõîäÿùèõ â ìèêðîîêðóæåíèå,
èëè êàê îòíîøåíèå îáúåìà, çàíèìàåìîãî àòîìàìè ìèêðî-
îêðóæåíèÿ, ê îáùåìó îáúåìó ñôåðû ñ ðàäèóñîì 7 Å (d =
ÓVi /Vo). Îáúåì, çàíèìàåìûé êàæäûì àòîìîì (Vi), îïðå-
äåëÿëè íà îñíîâàíèè èçâåñòíûõ Âàí-äåð-Âààëüñîâûõ ðà-
äèóñîâ, ïðè÷åì ó÷èòûâàëè ëèøü ÷àñòü îáúåìà, âõîäÿ-
ùóþ â ìèêðîîêðóæåíèå. Ðåàëüíûé îáúåì, çàíèìàåìûé
àòîìàìè, íåìíîãî ìåíüøå, òàê êàê àòîìû ó÷àñòâóþò â
îáðàçîâàíèè õèìè÷åñêèõ ñâÿçåé. Òåì íå ìåíåå äëÿ öåëåé
äàííîãî àíàëèçà ýòî íå èìååò ñóùåñòâåííîãî çíà÷åíèÿ.

Ýôôåêòèâíîñòü áåçûçëó÷àòåëüíîãî ïåðåíîñà ýíåð-
ãèè îïðåäåëÿëè èç ñîîòíîøåíèÿ (Forster, 1960).
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ãäå R0 — ðàññòîÿíèå ìåæäó äîíîðîì è àêöåïòîðîì, ïðè
êîòîðîì äëÿ ñèñòåìû ìîëåêóë äîíîðà è àêöåïòîðà, ó÷à-
ñòâóþùèõ â õàîòè÷åñêîì áðîóíîâñêîì äâèæåíèè, âåðî-
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ÿòíîñòü ïåðåíîñà W = 0.5; R — ðàññòîÿíèå ìåæäó ãåîìåò-
ðè÷åñêèìè öåíòðàìè èíäîëüíûõ (èëè ôåíîëüíûõ) êîëåö
äîíîðà è àêöåïòîðà, k2 — ôàêòîð, ó÷èòûâàþùèé âçàèì-
íóþ îðèåíòàöèþ äîíîðà è àêöåïòîðà:

k2 = (cosè – 3cosèAcosèD)2, (2)

ãäå è — óãîë ìåæäó íàïðàâëåíèÿìè îñöèëëÿòîðîâ èçëó÷å-
íèÿ è ïîãëîùåíèÿ ìîëåêóë äîíîðà è àêöåïòîðà ñîîòâåòñò-
âåííî, èA è èD — óãëû ìåæäó íàïðàâëåíèÿìè óêàçàííûõ
îñöèëëÿòîðîâ è âåêòîðîì, ñîåäèíÿþùèì ýòè ìîëåêóëû
(Dale, Eisinger, 1974). Âåëè÷èíû Ro äëÿ ïàð Trp—Trp,
Tyr—Trp, Tyr—Tyr è Trp—Tyr áûëè âçÿòû èç ëèòåðàòóðû
(Eisinger et al., 1969; Steinberg, 1971). Îñòàëüíûå âåëè÷è-
íû îïðåäåëÿëè íà îñíîâàíèè êîîðäèíàò àòîìîâ (Turove-
rov et al., 1985; Êóçíåöîâà, Òóðîâåðîâ, 1998; Turoverov,
Kuznetsova, 2003). Ðàñ÷åò ïðîâîäèëè â ðàìêàõ ìîäåëåé
íåïîäâèæíûõ ñòðîãî îðèåíòèðîâàííûõ îñöèëëÿòîðîâ.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ì è ê ð î î ê ð ó æ å í è å ò ð è ï ò î ô à í î â î ã î î ñ ò à ò -
êà. Êàæäàÿ ñóáúåäèíèöà ìîëåêóëû DsbC ñîäåðæèò åäèí-
ñòâåííûé òðèïòîôàíîâûé îñòàòîê Trp 140, ëîêàëèçîâàí-
íûé â á-ñïèðàëè (Ser 130—Cys 141) C-êîíöåâîãî Trx-ïî-
äîáíîãî äîìåíà ðÿäîì ñ Cys 141, îáðàçóþùèì äèñóëü-
ôèäíóþ ñâÿçü ñ Cys 163 (ðèñ. 1, à). Äâà òðèïòîôàíîâûõ
îñòàòêà áåëêà ðàçäåëåíû ðàññòîÿíèåì â 55 Å, è ìåæäó
íèìè íåò ïåðåíîñà ýíåðãèè.

Êàæäûé ìîíîìåð DsbC ñîäåðæèò äâå äèñóëüôèäíûå
ñâÿçè: Cys 98—Cys 101 è Cys 141—Cys 163. Èçâåñòíî,
÷òî àòîìû ñåðû, âõîäÿùèå â ñîñòàâ äèñóëüôèäíîé ñâÿçè,
ÿâëÿþòñÿ ýôôåêòèâíûìè òóøèòåëÿìè ôëóîðåñöåíöèè
(Êóçíåöîâà, Òóðîâåðîâ, 1998). Àòîìû ñåðû Cys 98 è
Cys 101 óäàëåíû îò öåíòðà èíäîëüíîãî êîëüöà íà 13.9 è
12.2 Å ñîîòâåòñòâåííî è íå ìîãóò âëèÿòü íà òðèïòîôàíî-
âóþ ôëóîðåñöåíöèþ. Cys 141 ÿâëÿåòñÿ ñîñåäíåé àìèíî-
êèñëîòîé äëÿ Trp 140. Òàê êàê áîêîâûå öåïè äâóõ ñîñåä-
íèõ îñòàòêîâ îðèåíòèðîâàíû â ïðîòèâîïîëîæíûõ íà-
ïðàâëåíèÿõ îò îñíîâíîé öåïè áåëêà, ðàññòîÿíèÿ ìåæäó
àòîìàìè ñåðû äèñóëüôèäíîé ñâÿçè Cys 141—Cys 163 è
èíäîëüíûì êîëüöîì Trp 140 ñîñòàâëÿþò 8.6 è 8.9 Å ñîîò-
âåòñòâåííî (ðèñ. 1, á). Ñëåäîâàòåëüíî, íè îäèí èç àòîìîâ
ñåðû äèñóëüôèäíûõ ñâÿçåé íå ìîæåò òóøèòü òðèïòîôà-
íîâóþ ôëóîðåñöåíöèþ DsbC.

Âîçìîæíûìè òóøèòåëÿìè òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñ-
öåíöèè ÿâëÿþòñÿ Met 136 è His 170 (ðèñ. 1, á; òàáë. 1).
Ðàññòîÿíèå ìåæäó CZ3-àòîìîì Trp 140 è SD-àòîìîì
Met 136 ñîñòàâëÿåò 4.10 Å, à ðàññòîÿíèÿ ìåæäó NE1-àòî-
ìîì Trp 140 è àòîìàìè ND1 è NE2 îñòàòêà His 170 ñî-
ñòàâëÿþò 4.19 è 4.70 Å ñîîòâåòñòâåííî. Âîçìîæíîå âëèÿ-
íèå íà òðèïòîôàíîâóþ ôëóîðåñöåíöèþ âîñüìè àòîìîâ O
è âîñüìè àòîìîâ N ïåïòèäíûõ ñâÿçåé â åãî ìèêðîîêðóæå-
íèè åùå íå ñîâñåì ÿñíî. Âáëèçè Trp 140 íåò ìîëåêóë ñâÿ-
çàííîé âîäû, íî åñòü ìíîãî áîêîâûõ öåïåé íåïîëÿðíûõ
îñòàòêîâ (Ile 79, Thr 94, Leu 121, Ala 122, Ile 139, Val 165 è
Ile 167) è äâà àðîìàòè÷åñêèõ êîëüöà (Tyr 120 è Phe 149)
(òàáë. 1). Âñåãî ìèêðîîêðóæåíèå Trp 140 íàñ÷èòûâàåò
82 àòîìà (d = 0.80). Òàêèì îáðàçîì, ìèêðîîêðóæåíèå
Trp 140 ìîæíî ñ÷èòàòü äîñòàòî÷íî ãèäðîôîáíûì è ïëîòíî
óïàêîâàííûì, ÷òî âïîëíå ñîãëàñóåòñÿ ñ êîðîòêîâîëíîâûì
ìàêñèìóìîì ôëóîðåñöåíöèè — 312 íì (ðèñ. 2).

Ì è ê ð î î ê ð ó æ å í è å ò è ð î ç è í î â û õ î ñ ò à ò ê î â.
Êàæäûé ìîíîìåð DsbC ñîäåðæèò âîñåìü òèðîçèíîâûõ

îñòàòêîâ è îäèí òðèïòîôàíîâûé. Ïðè âîçáóæäåíèè ñâå-
òîì ñ äëèíîé âîëíû 280 íì ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè DsbC
èìååò ìàêñèìóì èçëó÷åíèÿ ïðè 302 íì (ðèñ. 2). Ñðàâíå-
íèå ñïåêòðîâ ôëóîðåñöåíöèè, èçìåðåííûõ ïðè âîçáóæ-
äåíèè ñâåòîì ñ äëèíàìè âîëí 280 è 297 íì, ïîêàçàëî, ÷òî
â äëèííîâîëíîâîé îáëàñòè ñïåêòðû ñîâïàäàþò, íî ñóùå-
ñòâåííî ðàçëè÷àþòñÿ â êîðîòêîâîëíîâîé îáëàñòè. Ðàçíî-
ñòíûé ñïåêòð õàðàêòåðèçóåò âêëàä òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ
âî ôëóîðåñöåíöèþ DsbC ïðè âîçáóæäåíèè èçëó÷åíèåì ñ
äëèíîé âîëíû 280 íì.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ âêëàäà îòäåëüíûõ òèðîçèíîâûõ
îñòàòêîâ â ñóììàðíóþ ôëóîðåñöåíöèþ áåëêà ìû èññëå-
äîâàëè ìèêðîîêðóæåíèå êàæäîãî èç íèõ, à òàêæå ïåðå-
íîñ ýíåðãèè ìåæäó òèðîçèíîâûìè îñòàòêàìè è îò òèðî-
çèíîâûõ îñòàòêîâ ê Trp 140. Ñâîéñòâà ìèêðîîêðóæåíèÿ
îòäåëüíûõ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â DsbC ñóùåñòâåííî
ðàçëè÷àþòñÿ (òàáë. 2). Â ìèêðîîêðóæåíèè Tyr 100 èìå-
åòñÿ òîëüêî 40 àòîìîâ è ìíîãî ìîëåêóë ñâÿçàííîé âîäû;
ñëåäîâàòåëüíî, ýòîò òèðîçèíîâûé îñòàòîê ìîæíî ñ÷èòàòü
âíåøíèì è äîñòóïíûì äëÿ ðàñòâîðèòåëÿ. Ìèêðîîêðóæå-
íèå Tyr 38, Tyr 81, Tyr 111 è Tyr 120 âêëþ÷àåò â ñåáÿ 77,
72, 79 è 79 àòîìîâ ñîîòâåòñòâåííî, ò. å. ïëîòíîñòü ìèê-
ðîîêðóæåíèÿ ýòèõ îñòàòêîâ çàìåòíî âûøå. Òîò ôàêò, ÷òî
äëÿ âñåõ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ ÷èñëî àòîìîâ â ìèêðîîê-
ðóæåíèè àòîìà êèñëîðîäà ãèäðîêñèëüíûõ ãðóïï (òàáë. 2)
ìåíüøå, ÷åì â ñôåðå ñ öåíòðîì â ãåîìåòðè÷åñêîì öåíòðå
ôåíîëüíîãî êîëüöà, ïîêàçûâàåò, ÷òî ãèäðîêñèëüíûå
ãðóïïû âñåõ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ íàïðàâëåíû ê ïåðè-
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Ò à á ë è ö à 1

Õàðàêòåðèñòèêà ìèêðîîêðóæåíèÿ
òðèïòîôàíîâîãî îñòàòêà Trp 140
äèñóëüôèäèçîìåðàçû C (DsbC)

Îñòàòêè
ìèêðîîêðóæåíèÿ

Àòîìû, áëèæàéøèå
ê èíäîëüíîìó êîëüöó

R, Å

Ï î ë ÿ ð í û å ã ð ó ï ï û

Met 136 SD (CZ3) 4.10

His 170 ND1 (NE1) 4.19

NE2 (NE1) 4.70

Í å ï î ë ÿ ð í û å ã ð ó ï ï û è à ð î ì à ò è ÷ å ñ ê è å ê î ë ü ö à

Ile 79 CB, CG1, CG2, CD1 3.60

Thr 94 CG2 4.45

Tyr 120 CB, CG, CD2 4.02

Leu 121 CB, CD2 5.13

Ala 122 CB 3.71

Ile 139 CB, CG1, CG2, CD1 3.99

Phe 149 CB, CG, CD2, CE2 4.06

Val 165 CB, CG1 4.22

Ile 167 CG1, CD1 4.40

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Â ñëó÷àå ïîëÿðíûõ ãðóïï R — ðàññòîÿíèå ìåæäó S
è Na àòîìàìè Met è His è áëèæàéøèì àòîìîì èíäîëüíîãî êîëüöà (óêàçàí
â ñêîáêàõ). Â ñëó÷àå íåïîëÿðíûõ ãðóïï è àðîìàòè÷åñêèõ êîëåö
ïðåäñòàâëåíû âñå àòîìû áîêîâîé öåïè, âõîäÿùèå â ìèêðîîêðóæåíèå
Trp 140, ïîëóæèðíûì øðèôòîì âûäåëåíû àòîìû, áëèæàéøèå ê
èíäîëüíîìó êîëüöó, R — óäàëåííîñòü ýòèõ àòîìîâ îò èíäîëüíîãî êîëüöà.
Äàííûå òàáë. 1 è 2 ïîëó÷åíû íà îñíîâå àíàëèçà èíôîðìàöèè,
ñîäåðæàùåéñÿ â Áàíêå áåëêîâûõ ñòðóêòóð (Bernstein et al., 1977),
ôàéë 1EEJ.ent (McCarthy et al., 2000).



ôåðèè ìîëåêóëû. Ýòî ñïðàâåäëèâî ïðåæäå âñåãî äëÿ
Tyr 52, Tyr 100 è Tyr 171, êîòîðûå ðàñïîëîæåíû áëèçêî
îò ïîâåðõíîñòè áåëêà è èìåþò íèçêóþ ïëîòíîñòü ìèêðî-
îêðóæåíèÿ. Çà èñêëþ÷åíèåì Tyr 100 è Tyr 171, â ìèêðî-
îêðóæåíèè øåñòè äðóãèõ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ åñòü
ìíîãî ïîòåíöèàëüíûõ òóøàùèõ ãðóïï, òàêèõ êàê SD-àòî-
ìû Met 27, Met 51 è Met 66 è àòîì êèñëîðîäà OD1
Asn 61 â ìèêðîîêðóæåíèè Tyr 38, è àòîìû êèñëîðîäà è
àçîòà Gln 48 è Asn 61 â ìèêðîîêðóæåíèè Tyr 52. Òåì íå
ìåíåå âêëàä Tyr 38 è Tyr 52 â ñóììàðíóþ ôëóîðåñöåí-
öèþ áåëêà íåëüçÿ ïîëíîñòüþ èñêëþ÷àòü.

Íà ðèñ. 3 ïîêàçàíî, ÷òî ñóùåñòâóåò ýôôåêòèâíûé ïå-
ðåíîñ ýíåðãèè îò Tyr 81, Tyr 100, Tyr 111 è Tyr 120, ëîêà-
ëèçîâàííûõ â C-êîíöåâîì äîìåíå, ê Trp 140. Âåðîÿò-
íîñòü ïåðåíîñà ýíåðãèè âîçáóæäåíèÿ îò òèðîçèíîâûõ

îñòàòêîâ, ëîêàëèçîâàííûõ â N-êîíöåâîì äîìåíå, ê
Trp 140 íåâåëèêà. Êðîìå òîãî, íåò ïåðåíîñà ýíåðãèè
ìåæäó òèðîçèíîâûìè îñòàòêàìè, ðàñïîëîæåííûìè â ðàç-
íûõ äîìåíàõ. Ñêîðåå âñåãî, Tyr 196 íå âíîñèò çíà÷èòåëü-
íîãî âêëàäà âî ôëóîðåñöåíöèþ. Âî-ïåðâûõ, â åãî ìèêðî-
îêðóæåíèè ìíîãî òóøàùèõ ãðóïï, òàêèõ êàê Lys 102,
Glu 201 è Gln 107, NE2-àòîì êîòîðîãî íåïîñðåäñòâåííî
êîíòàêòèðóåò ñ OH-ãðóïïîé Tyr 196. Âî-âòîðûõ, ýíåðãèÿ
îò Tyr 196 ìîæåò ïåðåäàâàòüñÿ ñ âûñîêîé ýôôåêòèâíî-
ñòüþ (W = 0.99 è 0.91) ê Tyr 100 è Tyr 111 ñîîòâåòñòâåí-
íî è çàòåì ê Trp 140. Â ðåçóëüòàòå òîëüêî Tyr 171 ìîæåò
âíîñèòü ñóùåñòâåííûé âêëàä â òèðîçèíîâóþ ôëóîðåñ-
öåíöèþ DsbC.

Ä å í à ò ó ð à ö è ÿ D s b C ï î ä ä å é ñ ò â è å ì G d n H C l.
Ñ ò à ö è î í à ð í û å ç à â è ñ è ì î ñ ò è. Ñïåêòðû ôëóîðåñ-
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Ðèñ. 1. Ïðîñòðàíñòâåííàÿ ñòðóêòóðà äèñóëüôèäèçîìåðàçû C (DsbC).

à — ëîêàëèçàöèÿ òðèïòîôàíîâûõ (êðàñíûå) è òèðîçèíîâûõ (ñèíèå) îñòàòêîâ â ñòðóêòóðå DsbC; àòîìû ñåðû äèñóëüôèäíûõ ñâÿçåé (æåëòûå) ïîêàçàíû
â âèäå ñôåð Âàí-äå-Âààëüñîâà ðàäèóñà. á — ëîêàëèçàöèÿ îñòàòêîâ Cys, Met è His — ïîòåíöèàëüíûõ òóøèòåëåé Trp-ôëóîðåñöåíöèè âáëèçè Trp 140. Äëÿ
ïîñòðîåíèÿ èçîáðàæåíèé èñïîëüçîâàëè ãðàôè÷åñêèå ïðîãðàììû VMD (Humphrey et al., 1996) è Raster 3D (Merritt, Bacon, 1977). Ðèñ. 1 è 3 ñîçäàíû íà

îñíîâàíèè äàííûõ áàíêà áåëêîâûõ ñòðóêòóð (Bernstein et al., 1997), ôàéë 1EEJ.ent (McCarthy et al., 2000).



öåíöèè DsbC íå èçìåíÿþòñÿ â îáëàñòè êîíöåíòðàöèé
GdnHCl îò 0 äî 1.75 Ì, íî ïîñòåïåííî ñäâèãàþòñÿ â
äëèííîâîëíîâóþ îáëàñòü ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè
GdnHCl îò 1.75 äî 3.00 Ì, ïîñëå ÷åãî îñòàþòñÿ íåèçìåí-
íûìè ïðè äàëüíåéøåì óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè
GdnHCl äî 6.0 Ì (ðèñ. 4, à). Â ñâÿçè ñ ýòèì ìîæíî ïðåä-
ïîëîæèòü, ÷òî DsbC ñîõðàíÿåò íàòèâíóþ êîíôîðìàöèþ
ïðè êîíöåíòðàöèè GdnHCl íèæå 1.75 Ì. Êîíôîðìàöèÿ
DsbC èçìåíÿåòñÿ ïðè äàëüíåéøåì óâåëè÷åíèè êîíöåíò-
ðàöèè GdnHCl, è áåëîê ñòàíîâèòñÿ ïîëíîñòüþ ðàçâåðíó-
òûì ïðè êîíöåíòðàöèè GdnHCl âûøå 3.0 Ì. Íàëè÷èå
èçîáåñòè÷åñêîé òî÷êè ïðè 340 íì äëÿ ñïåêòðîâ ôëóîðåñ-
öåíöèè, ïðåäñòàâëåííûõ â ñðàâíèìûõ åäèíèöàõ (ðèñ. 4,
á), ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ðàçâîðà÷èâàíèå DsbC ÿâ-
ëÿåòñÿ îäíîñòàäèéíûì êîíôîðìàöèîííûì ïåðåõîäîì.

Êàê ïîêàçàíî íà ðèñ. 5, à, èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåí-
öèè DsbC ïðè 320 íì â îáëàñòè êîíöåíòðàöèé GdnHCl îò
0 äî 1.75 Ì íå ìåíÿåòñÿ, íî ðåçêî ñíèæàåòñÿ äî 28 %,
êîãäà êîíöåíòðàöèÿ GdnHCl óâåëè÷èâàåòñÿ äî 3.0 Ì.
Äàëüíåéøåå óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè GdnHCl íå âëèÿ-
åò íà èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè (ðèñ. 5, à, êðèâàÿ 1).
Íàïðîòèâ, èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ïðè 365 íì
îñòàåòñÿ íåèçìåííîé ïðè êîíöåíòðàöèè GdnHCl è îò 0
äî 1.75 Ì è ñêà÷êîîáðàçíî óâåëè÷èâàåòñÿ â 3 ðàçà ïðè
óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè GdnHCl äî 3.0 Ì. Äàëüíåé-

øåå óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè GdnHCl íå âëèÿåò íà
èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè (ðèñ. 5, à, êðèâàÿ 2). Ïà-
ðàìåòð A (ðèñ. 5, á) è àíèçîòðîïèÿ ôëóîðåñöåíöèè
(ðèñ. 5, â) èçìåíÿþòñÿ ñ óâåëè÷åíèåì êîíöåíòðàöèè
GdnHCl ïîäîáíî èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ïðè
320 íì.

Ä å í à ò ó ð à ö è ÿ D s b C ï î ä ä å é ñ ò â è å ì G d n H C l.
Ê è í å ò è ÷ å ñ ê è å ç à â è ñ è ì î ñ ò è. Âðåìåíí �ûå çàâèñè-
ìîñòè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè DsbC ïðè 320 íì
ïðè äåíàòóðàöèè GdnHCl ðàçíîé êîíöåíòðàöèè ïðåä-
ñòàâëåíû íà ðèñ. 6, à. Êèíåòè÷åñêèå êðèâûå â ïðèñóòñò-
âèè 0—1.75 Ì GdnHCl ñîâïàäàþò ñ êðèâîé äëÿ íàòèâíî-
ãî áåëêà. Â îáëàñòè êîíöåíòðàöèé GdnHCl îò 3.0 äî
6.0 Ì èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè î÷åíü áûñòðî óìå-
íüøàåòñÿ äî 28 % îò ôëóîðåñöåíöèè íàòèâíîãî áåëêà. Â
îáëàñòè îò 1.75 äî 3.00 Ì GdnHCl èíòåíñèâíîñòü ôëóî-
ðåñöåíöèè óìåíüøàåòñÿ, ïðèáëèæàÿñü ê âåëè÷èíå, õà-
ðàêòåðíîé äëÿ ðàâíîâåñèÿ ìåæäó íàòèâíûì è ðàçâåðíó-
òûì ñîñòîÿíèÿìè ïðè äàííîé êîíöåíòðàöèè GdnHCl.

Àíàëèç êèíåòè÷åñêèõ êðèâûõ äåíàòóðàöèè DsbC áûë
âûïîëíåí â ðàìêàõ îäíîñòàäèéíîãî ïåðåõîäà

N U
k

k

1

2

⎯ →⎯← ⎯⎯ , (3)

ãäå N — íàòèâíîå ñîñòîÿíèå, U — ðàçâåðíóòîå ñîñòîÿ-
íèå, k1 è k2 — êîíñòàíòû ñêîðîñòåé ïðÿìîé è îáðàòíîé
ðåàêöèé ñîîòâåòñòâåííî. Îòíîñèòåëüíàÿ èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè I(t) îïðåäåëÿåòñÿ ñëåäóþùèì ñîîòíîøå-
íèåì:

[ ]I k t I
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I

k

k k
k k ti( , ) – – ( – exp –( )=
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⎠
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⎫
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⎬
⎭

, (4)

ãäå IN è IU — èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè íàòèâíîãî è
ðàçâåðíóòîãî ñîñòîÿíèé ñîîòâåòñòâåííî, IU/IN = 0.28
(ñì. âûøå), I0 — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ïðè t� 0.
Âåëè÷èíû êîíñòàíò ñêîðîñòåé ki áûëè îïðåäåëåíû ìåòî-
äîì íàèìåíüøèõ êâàäðàòîâ ïóòåì ìèíèìèçàöèè ôóíê-
öèè

[ ]Φ = ∑ I t k ti
t

exp ( )– ( , ) .
2

(5)

Çäåñü Iexp(t) è I(ki,t) — ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ è ðàñ÷åòíàÿ
âåëè÷èíû îòíîñèòåëüíîé èíòåíñèâíîñòè ñîîòâåòñòâåí-
íî. Äëÿ ïðèìåðà íà ðèñ. 6, á ïîêàçàíû ýêñïåðèìåí-
òàëüíàÿ êèíåòè÷åñêàÿ êðèâàÿ, îòðàæàþùàÿ âðåìåíí �ûå
èçìåíåíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè, è ðàñ÷åòíàÿ
êðèâàÿ, íàèëó÷øèì îáðàçîì îòâå÷àþùàÿ ýêñïåðèìåí-
òàëüíûì äàííûì ïðè k1 = 0.949 è k2 = 0.054 c–1. Îòêëîíå-
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Ðèñ. 2. Ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè íàòèâíîãî DsbC ïðè âîçáóæ-
äåíèè ñâåòîì ñ äëèíîé âîëíû 280 (êðèâàÿ 1) è 297 (êðè-

âàÿ 2) íì.

Êðèâàÿ 3 — âêëàä òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ âî ôëóîðåñöåíöèþ áåëêà.

Ðèñ. 3. Ñõåìà, õàðàêòåðèçóþùàÿ ýôôåêòèâíîñòü áåçûçëó÷àòåëüíîãî ïåðåíîñà ýíåðãèè îò òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ ê îñòàòêó Trp 140
è ìåæäó òèðîçèíîâûìè îñòàòêàìè â DsbC.
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Ò à á ë è ö à 2

Õàðàêòåðèñòèêà ìèêðîîêðóæåíèÿ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ DsbC

Tyr N
Ïîòåíöèàëüíûå

òóøèòåëè
Tyr-ôëóîðåñöåíöèè

RC , Å RÎÍ, Å
Àòîìû êèñëîðîäà ñâÿçàííîé âîäû

NÍÎÍ RÑ, Å RÎÍ, Å

38 77 (73) SD MET 27 5.74 209 4.40 2.90

SD MET 51 4.56 4.51

OD1 ASN 61 6.04

SD MET 66 6.77

52 61 (41) OE1 GLN 48 5.46 4.28 1 6.33 5.71

NE2 GLN 48 4.18 90 6.74 5.61

OD1 ASN 61 5.22 5.65 119 4.32 4.77

ND2 ASN 61 4.09 126 6.10 5.59

81 72 (73) ND1 HIS 105 4.66 4.54 12 6.49

NE2 HIS 105 4.71 3.77 63 6.25

OD1 ASN 112 6.44 93 6.16 6.17

OH TYR 120 6.31 102 5.80 6.82

OD1 ASN 146 5.41 5.31

ND2 ASN 146 3.49 4.11

OD1 ASP 150 4.47 2.99

OD2 ASP 150 5.38 4.02

100 40 (22) NZ LYS 103 6.36 6.63 97 5.20 6.94

138 4.12 2.67

158 5.18 6.43

169 5.39 4.67

196 6.12 6.08

201 5.12

111 79 (71) OE1 GLN 107 6.31 5.61

NE2 GLN 107 5.70 4.43

OH TYR 196 4.61

120 79 (72) OH TYR 81 6.31 6 3.86 2.77

ND1 HIS 105 4.35 2.86

NE2 HIS 105 6.05 4.93

SD MET 108 5.95 5.01

SD MET 153 6.88

171 62 (47) 36 4.66 4.22

107 6.43 5.10

124 5.96 4.52

131 4.16 2.64

196 68 (60) NZ LYZ 103 6.87 99 4.39 3.03

OE1 GLN 107 6.28 4.09 138 6.25

NE2 GLN 107 4.58 2.78 167 5.08 4.89

OH TYR 111 4.56 169 6.02 5.97

OE2 GLU 201 6.75 201 6.48 5.30

Ï ð è ì å ÷ à í è å. N — ÷èñëî àòîìîâ â ìèêðîîêðóæåíèè òèðîçèíîâîãî îñòàòêà, â ñêîáêàõ óêàçàíî ÷èñëî
àòîìîâ â ìèêðîîêðóæåíèè ãèäðîêñèëüíîé ãðóïïû; NÍÎÍ — íîìåð ìîëåêóëû ñâÿçàííîé âîäû; RC è RÎÍ —

ðàññòîÿíèå îò S-, N- èëè O-àòîìîâ ïîòåíöèàëüíûõ òóøèòåëåé ôëóîðåñöåíöèè èëè àòîìà êèñëîðîäà ñâÿçàííîé âîäû äî

ãåîìåòðè÷åñêîãî öåíòðà ôåíîëüíîãî êîëüöà è àòîìà êèñëîðîäà ãèäðîêñèëüíîé ãðóïïû òèðîçèíîâîãî îñòàòêà

ñîîòâåòñòâåííî.



íèå ýêñïåðèìåíòàëüíîé êðèâîé îò ðàñ÷åòíîé íîñèò ñëó-
÷àéíûé õàðàêòåð (ðèñ. 6, â). Áëèçîñòü âåëè÷èíû ÷2(÷2 =
= Ö/ (n – p), ãäå n — ÷èñëî ýêñïåðèìåíòàëüíûõ òî÷åê,
p — ÷èñëî èññëåäóåìûõ ïàðàìåòðîâ, ê åäèíèöå (÷2 = 1.12)
è ñòàòèñòè÷åñêèé õàðàêòåð îòêëîíåíèé äîêàçûâàþò îáî-
ñíîâàííîñòü âûáðàííîé êèíåòè÷åñêîé ìîäåëè.

Ýôôåêòèâíûì ïîäõîäîì äëÿ èçó÷åíèÿ ïðîöåññîâ
ñâîðà÷èâàíèÿ—ðàçâîðà÷èâàíèÿ áåëêîâ ÿâëÿåòñÿ ïîñòðî-
åíèå ïàðàìåòðè÷åñêèõ çàâèñèìîñòåé ìåæäó äâóìÿ íåçà-
âèñèìûìè ýêñòåíñèâíûìè õàðàêòåðèñòèêàìè ñèñòåìû
(Bushmarina et al., 2001; Kuznetsova et al., 2002 a, 2002 b,
2004; Turoverov, Kuznetsova, 2003). Ýòîò ïîäõîä ÿâëÿåò-
ñÿ óäîáíûì ñïîñîáîì äëÿ ðåøåíèÿ âîïðîñà î òîì, îñó-
ùåñòâëÿåòñÿ ïðîöåññ ñâîðà÷èâàíèÿ—ðàçâîðà÷èâàíèÿ
áåëêà ïî ïðèíöèïó «âñå èëè íè÷åãî» èëè îí ñâÿçàí ñ îá-
ðàçîâàíèåì ïðîìåæóòî÷íûõ ñîñòîÿíèé. Ðåãèñòðèðóåìàÿ
ýêñïåðèìåíòàëüíî ïàðàìåòðè÷åñêàÿ çàâèñèìîñòü ìåæäó
ëþáûìè äâóìÿ ýêñòåíñèâíûìè õàðàêòåðèñòèêàìè ñèñòå-
ìû äîëæíà áûòü ëèíåéíîé, åñëè ïðè èçìåíåíèè ïàðàìåò-
ðà è ïåðåõîä ìåæäó ñîñòîÿíèÿìè 1 è 2 ïðîèñõîäèò ïî
ïðèíöèïó «âñå èëè íè÷åãî» áåç îáðàçîâàíèÿ ïðîìåæó-
òî÷íûõ ñîñòîÿíèé. Åñëè ýêñïåðèìåíòàëüíî çàðåãèñòðè-
ðîâàííàÿ ïàðàìåòðè÷åñêàÿ çàâèñèìîñòü äâóõ ýêñòåíñèâ-
íûõ õàðàêòåðèñòèê ñèñòåìû íå ÿâëÿåòñÿ ëèíåéíîé, òî ýòî
îäíîçíà÷íî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ïåðåõîä èññëåäó-
åìîãî îáúåêòà èç íà÷àëüíîãî â êîíå÷íîå ñîñòîÿíèå íå ÿâ-
ëÿåòñÿ îäíîñòàäèéíûì è ïðîèñõîäèò ñ îáðàçîâàíèåì îä-
íîãî èëè íåñêîëüêèõ ïðîìåæóòî÷íûõ ñîñòîÿíèé.

Áûëè ïîñòðîåíû ïàðàìåòðè÷åñêèå çàâèñèìîñòè ìåæ-
äó èíòåíñèâíîñòÿìè ôëóîðåñöåíöèè, èçìåðåííûìè íà
ðàçíûõ ó÷àñòêàõ ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè (I320 è I365). Â
êà÷åñòâå ïàðàìåòðîâ âûñòóïàëè êîíöåíòðàöèÿ GdnHCl è
âðåìÿ îò íà÷àëà äåíàòóðàöèè áåëêà ïîä äåéñòâèåì 2.4 Ì
GdnHCl. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îáå ïàðàìåòðè÷åñêèå êðè-
âûå õîðîøî àïïðîêñèìèðóþòñÿ ïðÿìîé ëèíèåé è ñîâïà-
äàþò äðóã ñ äðóãîì (ðèñ. 7).

Ð å í à ò ó ð à ö è ÿ D s b C: ê è í å ò è ÷ å ñ ê è å ç à â è ñ è -
ì î ñ ò è. Ïðè óìåíüøåíèè êîíöåíòðàöèè GdnHCl îò 3.12

äî 1.05 Ì èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè DsbC áûñòðî
óâåëè÷èâàåòñÿ è äîñòèãàåò óðîâíÿ íàòèâíîãî áåëêà ÷å-
ðåç 2—3 ìèí (ðèñ. 8). Ïðè ýòîì ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè
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Ðèñ. 5. Äåíàòóðàöèÿ DsbC ïîä äåéñòâèåì GdnHCl.

à — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè, èçìåðåíèÿ ïðè 320 (êðèâàÿ 1) è 365 (êðèâàÿ 2) íì; á — ïàðàìåòð A = I320 / I365; â — àíèçîòðîïèÿ ôëóîðåñöåíöèè r.
ëâîçá. = 297 íì.

Ðèñ. 4. Ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè DsbC â ðàñòâîðàõ GdnHCl ðàç-
ëè÷íîé êîíöåíòðàöèè.

Ñïåêòðû íîðìèðîâàíû â ìàêñèìóìå (à) è ïðåäñòàâëåíû â ñðàâíèìûõ
åäèíèöàõ (á). Êðèâàÿ 1 — óñðåäíåííûé ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè DsbC â
0.0, 0.25, 0.50, 0.75, 1.00, 1.25, 1.50 è 1.75 Ì GdnHCl; êðèâûå 2—6 —
ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè â ðàñòâîðàõ 2.0, 2.2, 2.4, 2.6 è 2.8 Ì GdnHCl ñî-
îòâåòñòâåííî; êðèâàÿ 7 — óñðåäíåííûé ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè DsbC â

3.0, 4.0, 5.0 è 6.0 GdnHCl. ëâîçá. = 297 íì.



íàòèâíîãî áåëêà, ïåðåâåäåííîãî â 1.0 Ì GdnHCl, è
ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè áåëêà, ïåðåâåäåííîãî èç 3.0 â
1.0 Ì GdnHCl, ñîâïàäàþò. Ýòè ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñò-
âóþò îá îáðàòèìîì õàðàêòåðå ïðîöåññà äåíàòóðàöèè
DsbC.

Òàêèì îáðàçîì, äåíàòóðàöèÿ DsbC — äâóõäîìåííîãî
äèìåðíîãî áåëêà — ÿâëÿåòñÿ îáðàòèìîé è îñóùåñòâëÿåò-
ñÿ ïî ïðèíöèïó «âñå èëè íè÷åãî».

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò

1014 È. Ì. Êóçíåöîâà, Îëüãà Â. Ñòåïàíåíêî è äð.

Ðèñ. 6. Âðåìåíí �ûå çàâèñèìîñòè äåíàòóðàöèè DsbC ïîä äåéñòâèåì GdnHCl.

à — èçìåíåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè DsbC ïðè äëèíå âîëíû ðåãèñòðàöèè 320 íì. Öèôðû ó êðèâûõ — êîíöåíòðàöèè GdnHCl. Êîíöåíòðàöèÿ
áåëêà 0.5 ìã/ìë, ëâîçá. = 297 íì. á — àíàëèç êèíåòè÷åñêîé êðèâîé ðàçâîðà÷èâàíèÿ DsbC ïîä äåéñòâèåì 2.6 Ì GdnHCl; êðèâûå 1, 2 — ýêñïåðèìåíòàëü-
íàÿ è ðàñ÷åòíàÿ êðèâûå, îòâå÷àþùèå çíà÷åíèÿì êîíñòàíò ñêîðîñòåé k1 = 0.949 è k2 = 0.054 c–1 ñîîòâåòñòâåííî. Âñòàâêà — çàâèñèìîñòü êîíñòàíò ñêî-
ðîñòåé ki ïðîöåññà äåíàòóðàöèè DsbC îò êîíöåíòðàöèè GdnHCl. â — îòêëîíåíèå ýêñïåðèìåíòàëüíîé êðèâîé îò ðàñ÷åòíîé. Êîíöåíòðàöèÿ áåëêà

0.5 ìã/ìë.

Ðèñ. 7. Ïàðàìåòðè÷åñêàÿ çàâèñèìîñòü ìåæäó I320 è I365, õàðàêòåðèçóþùàÿ ïðîöåññ ðàçâîðà÷èâàíèÿ DsbC ïîä äåéñòâèåì GdnHCl.

Äàííûå âçÿòû èç ñòàöèîíàðíûõ èçìåðåíèé (ñâåòëûå êðóæêè, ïàðàìåòð — êîíöåíòðàöèÿ GdnHCl) è êèíåòè÷åñêèõ èçìåðåíèé ïðè äåíàòóðàöèè DsbC
2.4 Ì GdnHCl (÷åðíûå òî÷êè, ïàðàìåòð — âðåìÿ îò íà÷àëà ïðîöåññà ðàçâîðà÷èâàíèÿ). ëâîçá. = 297 íì.



02-04-39009), Ìèíèñòåðñòâà íàóêè è òåõíîëîãèè Êèòàÿ
(ãðàíò G1999075608), INTAS (ãðàíò 2001-2347) è ïðî-
ãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ
áèîëîãèÿ».
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Ðèñ. 8. Êèíåòè÷åñêèå êðèâûå äåíàòóðàöèè è ðåíàòóðàöèè DsbC.
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CONFORMATIONAL CHANGES OF DISULFIDE ISOMERASE C INDUCED

BY GUANIDINE HYDROCHLORIDE

I. M. Kuznetsova,1 Olga V. Stepanenko,1 K. K. Turoverov,1 C. Huang,2 C.-C. Wang2
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Unfolding—refolding of Escherichia coli disulfide isomerase C (DsbC) induced by GdnHCl was studied by
intrinsic fluorescence. Interpretation of experimental fluorescence data was done together with the analysis of
protein 3D structure. It is shown that although Cys 141 is the next neighbour of a single tryptophan residue
Trp 140, sulfur atoms of the disulfide bond Cys 141—Cys 163 are far apart from the indole ring and cannot qu-
ench its fluorescence, while the potential quenchers are Met 136 and His 170. It has been revealed that, though
each subunit of DsbC contains eight tyrosine residues, only three tyrosine residues (Tyr 171, Tyr 38 and Tyr 52)
contribute to the bulk fluorescence of the molecule. The character of intrinsic fluorescence intensity changes in-
duced by GdnHCl (equilibrium and kinetic data), the character of parametric dependencies between fluorescen-
ce intensity recorded at 320 and 365 nm, and the existence of an isosbestic point of protein fluorescence spectra
in solutions with different GdnHCl concentrations, allowed suggesting a one-step character of DsbC denaturati-
on. The reversibility of this process is also shown.

K e y w o r d s: disulfide isomerase C, intrinsic fluorescence, folding—unfolding of proteins.
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