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Â ðàáîòå èññëåäîâàíû êîíôîðìàöèîííûå èçìåíåíèÿ ãëóòàìèíñâÿçûâàþùåãî áåëêà èç Escherichia
coli (GlnBP) ïîä äåéñòâèåì ãóàíèäèíãèäðîõëîðèäà (GdnHCl) è âëèÿíèå êîìïëåêñîîáðàçîâàíèÿ GlnBP ñ
ãëóòàìèíîì (Gln) íà ýòè ïðîöåññû. Èññëåäîâàíèÿ âûïîëíåíû ìåòîäàìè ñîáñòâåííîé ÓÔ-ôëóîðåñöåí-
öèè áåëêîâ, ôëóîðåñöåíöèè ÀÍÑ, êðóãîâîãî äèõðîèçìà (ÊÄ) â äàëüíåé è áëèæíåé ÓÔ-îáëàñòÿõ ñïåêòðà.
Èíòåðïðåòàöèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ ïðîâåäåíà ñ ó÷åòîì ðåçóëüòàòîâ àíàëèçà ìèêðîîêðóæåíèÿ
òðèïòîôàíîâûõ è òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ. Ýòî ïîçâîëèëî îáúÿñíèòü íåçíà÷èòåëüíûé âêëàä òèðîçèíîâûõ
îñòàòêîâ â ñóììàðíóþ ôëóîðåñöåíöèþ íàòèâíîãî áåëêà, ñõîäñòâî ôëóîðåñöåíòíûõ õàðàêòåðèñòèê
GlnBP è GlnBP/Gln è íåîáû÷íûé ýôôåêò ïðåâûøåíèÿ èíòåíñèâíîñòè òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè
(äëèíà âîëíû ðåãèñòðàöèè 365 íì) ïðè âîçáóæäåíèè ñâåòîì ñ äëèíîé âîëíû 297 íì ïî ñðàâíåíèþ ñ ôëó-
îðåñöåíöèåé ïðè âîçáóæäåíèè ñâåòîì ñ äëèíîé âîëíû 280 íì. Ýòîò ýôôåêò îáúÿñíåí ñïåêòðàëüíîé çàâè-
ñèìîñòüþ îòíîñèòåëüíîãî âêëàäà Òrp 32 è Trp 220 â ïîãëîùåíèå áåëêà. Ïîêàçàíî, ÷òî çàâèñèìîñòü òðèï-
òîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè áåëêà îò äëèíû âîëíû âîçáóæäåíèÿ äîëæíà ïðèíèìàòüñÿ â ðàñ÷åò ïðè îöåíêå
âêëàäà òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â ñóììàðíóþ ôëóîðåñöåíöèþ áåëêà è â ïðèíöèïå ìîæåò áûòü èñïîëüçîâà-
íà ïðè ðàçðàáîòêå ïîäõîäà äëÿ ðàçëîæåíèÿ ìíîãîêîìïîíåíòíîãî ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè áåëêîâ íà ñî-
ñòàâëÿþùèå — ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè îòäåëüíûõ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ. Èñïîëüçîâàíèå ïàðàìåòðè-
÷åñêîãî ïðåäñòàâëåíèÿ ôëóîðåñöåíòíûõ äàííûõ ïîêàçàëî, ÷òî ðàçâîðà÷èâàíèå êàê GlnBP, òàê è
GlnBP/Gln ÿâëÿåòñÿ òðåõñòàäèéíûì ïðîöåññîì (N � I1 � I2 � U), õîòÿ â ñëó÷àå êîìïëåêñà GlnBP/Gln
ýòè òðè ñòàäèè ñóùåñòâåííî ïåðåêðûâàþòñÿ. Ïðîöåññ N � I1 ïðîèñõîäèò ïðè á �îëüøèõ êîíöåíòðàöèÿõ
GdnHCl äëÿ êîìïëåêñà GlnBP/Gln ïî ñðàâíåíèþ ñ GlnBP. Íåñìîòðÿ íà ñëîæíûé õàðàêòåð ïðîöåññà ðàç-
âîðà÷èâàíèÿ GlnBP, îíî ïîëíîñòüþ îáðàòèìî.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ãëóòàìèíñâÿçûâàþùèé áåëîê, ôîëäèíã áåëêîâ, ñòàáèëüíîñòü áåëêîâ, ñîáñò-
âåííàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ áåëêîâ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: GlnBP — ãëóòàìèíñâÿçûâàþùèé áåëîê, GlnBP/Gln — êîìïëåêñ GlnBP
ñ ãëóòàìèíîì, GdnHCl — ãóàíèäèíãèäðîõëîðèä, ÀÍÑ — 1-àíèëèíîíàôòàëèí-8-ñóëüôîíàò, ÊÄ — êðóãî-
âîé äèõðîèçì.

Âîïðîñ î òîì, êàê áåëêè ñâîðà÷èâàþòñÿ â óíèêàëüíîå
êîìïàêòíîå, âûñîêîîðãàíèçîâàííîå è ôóíêöèîíàëüíî
àêòèâíîå ñîñòîÿíèå, ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç íàèáîëåå âîëíó-
þùèõ è ñëîæíûõ âîïðîñîâ ñòðóêòóðíîé è êëåòî÷íîé
áèîëîãèè (Kim, Baldwin, 1990; Ptitsyn, 1995; Arai, Kuwa-
jima, 2000; Bilsel, Matthews, 2000; Dinner et al., 2000; Jae-
nicke, Lilie, 2000; Radfod, 2000; Grantcharova et al., 2001;
Plotkin, Onuchic, 2002; Dobson, 2003). Â ñâÿçè ñ âîçðîñ-
øèì èíòåðåñîì ê áîëåçíÿì, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ ðåçóëüòà-
òîì íåïðàâèëüíîãî ñâîðà÷èâàíèÿ è àãðåãàöèè áåëêîâ, â
îáëàñòè èçó÷åíèÿ ôîëäèíãà áåëêîâ çà ïîñëåäíèå íåñêîëü-
êî ëåò ñäåëàíû çíà÷èòåëüíûå óñïåõè (Wetzel, 1994; Spe-
ed et al., 1996; Harper, Lansbury, 1997; Carrel, Gooptu,
1998; Fink, 1998). Áîëüøèíñòâî èññëåäîâàíèé âûïîëíåíî
íà íåáîëüøèõ îäíîäîìåííûõ áåëêàõ. Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà
ïîñâÿùåíà èçó÷åíèþ ïðîöåññîâ ñâîðà÷èâàíèÿ è ðàçâîðà-
÷èâàíèÿ GlnBP èç Escherichia coli, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ ìî-
íîìåðíûì áåëêîì (25 êÄà), ñîñòîÿùèì èç äâóõ ãëîáó-

ëÿðíûõ äîìåíîâ (íàçûâàåìûõ áîëüøèì è ìàëûì) ñî
ñõîäíîé âòîðè÷íîé ñòðóêòóðîé (Hsiao et al., 1996). Ìà-
ëûé äîìåí ñîñòîèò èç òðåõ á -ñïèðàëåé è ÷åòûðåõ ïàðàë-
ëåëüíûõ è àíòèïàðàëëåëüíûõ â-ëèñòîâ, ñâÿçàííûõ áîëü-
øîé ïåòëåé, òîãäà êàê áîëüøîé äîìåí ñîäåðæèò äâå äî-
ïîëíèòåëüíûå á-ñïèðàëè è òðè â-ëèñòà. Äîìåíû ñâÿçàíû
äâóìÿ àíòèïàðàëëåëüíûìè â-ëèñòàìè. Ñàéò ñâÿçûâàíèÿ
ëèãàíäà ðàñïîëîæåí â ãëóáîêîé ùåëè ìåæäó äîìåíàìè
(ðèñ. 1). GlnBP èç Escherichia coli îòâå÷àåò çà ïåðâûé
ýòàï ïðîöåññà àêòèâíîãî òðàíñïîðòà L-ãëóòàìèíà ÷åðåç
öèòîïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó. Ðàçëè÷èÿ â ñòðóêòóðå
ñâîáîäíîãî áåëêà è áåëêà â êîìïëåêñå ñ ëèãàíäîì äåëà-
þò GlnBP õîðîøèì êàíäèäàòîì íà ðîëü Gln-÷óâñòâèòå-
ëüíîãî ýëåìåíòà ïðè ðàçðàáîòêå áèîñåíñîðîâ (Dattelba-
um, Lakowicz, 2001; D’Auria, Lakowicz, 2001). Èçó÷åíèå
÷àñòè÷íî ñâåðíóòûõ ïðîìåæóòî÷íûõ ñîñòîÿíèé áåëêîâ
ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ â ñâÿçè ñ ïðåäïîëîæåíèåì îá èõ
ôóíêöèîíàëüíîé ðîëè â æèâûõ êëåòêàõ (Bychkova, Ptit-
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syn, 1993). Â ÷àñòíîñòè, äëÿ GlnBP ïåðåõîä áåëêà â ÷àñ-
òè÷íî ñâåðíóòîå äåíàòóðèðîâàííîå ñîñòîÿíèå ëåæèò â
îñíîâå ìåõàíèçìà îñâîáîæäåíèÿ ëèãàíäà.

Â ðàáîòå áûëè èçó÷åíû ïðîöåññû ðàçâîðà÷èâàíèÿ è
ñâîðà÷èâàíèÿ GlnBP èç E. coli â ïðèñóòñòâèè è â îòñóòñò-
âèå ëèãàíäà ïîä äåéñòâèåì GdnHCl íåñêîëüêèìè ôèçè-
êî-õèìè÷åñêèìè ìåòîäàìè è, â ÷àñòíîñòè, ìåòîäîì ñîá-
ñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè áåëêîâ. Ýòîò ìåòîä ÿâëÿåòñÿ
ìîùíûì èíñòðóìåíòîì äëÿ èññëåäîâàíèÿ ñòðóêòóðû, äè-

íàìèêè è ïðîöåññîâ ñâîðà÷èâàíèÿ—ðàçâîðà÷èâàíèÿ áåë-
êîâ (Eftink, 1994; Ýôòèíê, 1998; Lakowicz, 1999;
Bushmarina et al., 2001; Kuznetsova et al., 2002b; Stepanen-
ko et al., 2004) ââèäó âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè ðàçëè÷-
íûõ ïàðàìåòðîâ ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíîâûõ îñòàò-
êîâ (ïîëîæåíèÿ ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè, êâàíòîâîãî âû-
õîäà, àíèçîòðîïèè ôëóîðåñöåíöèè è äð.) ê ñâîéñòâàì èõ
ìèêðîîêðóæåíèÿ è îñîáåííîñòÿì ëîêàëèçàöèè â ìàêðî-
ìîëåêóëå áåëêà. Íàðÿäó ñ òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåí-

Ñòðóêòóðà è ñòàáèëüíîñòü ãëóòàìèíñâÿçûâàþùåãî áåëêà èç Escherichia coli 989

Ðèñ. 1. Ïðîñòðàíñòâåííàÿ ñòðóêòóðà GlnBP (à, â) è åãî êîìïëåêñà ñ Gln (á, ã).

à — ïîêàçàíû òðèïòîôàíîâûå îñòàòêè (êðàñíûì), òèðîçèíîâûå îñòàòêè (çåëåíûì); Lys 166 (ñèíèì), ïðèíàäëåæàùèé ìèêðîîêðóæåíèþ Trp 220, è Gln
(ñôåðû). â, ã — ïîâåðõíîñòè áåëêà; Trp 32, Trp 220 è Gln ïîêàçàíû çåëåíûì, êðàñíûì è ñèíèì ñîîòâåòñòâåííî. Îáðàçîâàíèå êîìïëåêñà GlnBP/Gln ïðè-
âîäèò ê ñõëîïûâàíèþ ìàêðîìîëåêóëû áåëêà âîêðóã Gln è ê çàêðûòèþ ùåëè. Ðèñóíîê ïîñòðîåí íà îñíîâå äàííûõ Protein Data Bank (Bernstein et al.,
1997), ôàéëû 1GGG.ent (Hsiao et al., 1996) è 1WDN.ent (Sun et al., 1998). Ïðè ïîäãîòîâêå ðèñóíêà èñïîëüçîâàíû ãðàôè÷åñêèå ïðîãðàììû VMD (Humph-

rey et al., 1996) è Raster 3D (Merritt, Bacon, 1977).



öèåé ðåãèñòðèðîâàëè òàêæå èçìåíåíèÿ òèðîçèíîâîé ôëó-
îðåñöåíöèè â ïðîöåññàõ ñâîðà÷èâàíèÿ è ðàçâîðà÷èâàíèÿ
áåëêà. Èñïîëüçîâàíèå ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíîâûõ
îñòàòêîâ äëÿ ýòèõ öåëåé ïðèâëåêàòåëüíî òåì, ÷òî òèðîçè-
íîâûõ îñòàòêîâ ìíîãî è îíè ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëåíû â
ìîëåêóëå áåëêà. Èíòåðïðåòàöèÿ ðåçóëüòàòîâ ôëóîðåñ-
öåíòíûõ èçìåðåíèé âûïîëíåíà ñ ó÷åòîì àíàëèçà ñâîéñòâ
ìèêðîîêðóæåíèÿ òèðîçèíîâûõ è òðèïòîôàíîâûõ îñòàò-
êîâ â ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðå GlnBP.

Íàøè äàííûå ïîêàçàëè, ÷òî, õîòÿ åñòü äâà ïðîìåæóòî÷-
íûõ ÷àñòè÷íî ñâåðíóòûõ ñîñòîÿíèÿ íà ïóòè ðàçâîðà÷èâàíèÿ
GlnBP, ýòîò ïðîöåññ îáðàòèì è ðåíàòóðàöèÿ èäåò ñ îáðàçî-
âàíèåì òåõ æå ïðîìåæóòî÷íûõ ñîñòîÿíèé. Êðîìå òîãî, ïî-
êàçàíî, ÷òî îáðàçîâàíèå êîìïëåêñà GlnBP ñ Gln ïðèâîäèò ê
ñóùåñòâåííîìó óâåëè÷åíèþ óñòîé÷èâîñòè GlnBP ê äåíàòó-
ðèðóþùåìó âîçäåéñòâèþ GdnHCl. Äåéñòâèòåëüíî, ïåðåõîä
èç íàòèâíîãî â ÷àñòè÷íî ñâåðíóòîå ñîñòîÿíèå I1 äëÿ
GlnBP/Gln ïðîèñõîäèò ïðè çíà÷èòåëüíî á�îëüøèõ êîíöåíò-
ðàöèÿõ GdnHCl, ÷åì äëÿ ñâîáîäíîãî GlnBP.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Î ÷ è ñ ò ê à á å ë ê à. GlnBP èç E. coli áûë ïîëó÷åí è
î÷èùåí ñîãëàñíî èçâåñòíîé ìåòîäèêå (Dattelbaum, Lako-
wicz, 2001). Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè L-ãëóòàìèí ôèðìû Sig-
ma (ÑØÀ). Êîíöåíòðàöèþ áåëêà îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ
äâóõëó÷åâîãî ñïåêòðîôîòîìåòðà Cary 1E ôèðìû Varian
(ÑØÀ), â êà÷åñòâå ñòàíäàðòà èñïîëüçîâàëè áû÷èé ñûâîðî-
òî÷íûé àëüáóìèí (Bradford, 1976). GdnHCl (Nacalai Tesque,
ßïîíèÿ) èñïîëüçîâàëè áåç äîïîëíèòåëüíîé î÷èñòêè. Êîí-
öåíòðàöèþ GdnHCl îïðåäåëÿëè ïî êîýôôèöèåíòó ïðåëîì-
ëåíèÿ ñ ïîìîùüþ ðåôðàêòîìåòðà Abbe (ËÎÌÎ, Ðîññèÿ).

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
îñòàòêîâ â GlnBP è êîìïëåêñå GlnBP c Gln àíàëèçèðîâà-
ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì äàííûõ î êîîðäèíàòàõ àòîìîâ ïðî-
ñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðû GlnBP (ôàéë 1GGG.ent; Hsiao
et al., 1996) è åãî êîìïëåêñà ñ Gln (ôàéë 1WDN.ent; Sun
et al., 1998). Ìèêðîîêðóæåíèå òðèïòîôàíîâûõ è òèðîçè-
íîâûõ îñòàòêîâ îïðåäåëÿëè êàê ñîâîêóïíîñòü àòîìîâ,
ðàñïîëîæåííûõ íà ðàññòîÿíèè ìåíåå r0 îò ãåîìåòðè÷å-
ñêîãî öåíòðà èíäîëüíîãî èëè ôåíîëüíîãî êîëüöà; çíà÷å-
íèå r0 áûëî ïðèíÿòî ðàâíûì 7 Å (Turoverov et al., 1985;
Êóçíåöîâà, Òóðîâåðîâ, 1998). Îïðåäåëÿëè àòîìû ìèêðî-
îêðóæåíèÿ, áëèæàéøèå ê êàæäîìó àòîìó èíäîëüíîãî
èëè ôåíîëüíîãî êîëüöà, è ðàññòîÿíèå ìåæäó íèìè. Êðî-
ìå òîãî, îïðåäåëÿëè àòîìû, áëèæàéøèå ê ÎÍ-ãðóïïàì
òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ. Ïëîòíîñòü óïàêîâêè àòîìîâ â
ìèêðîîêðóæåíèè Trp è Tyr îïðåäåëÿëè êàê ÷èñëî àòî-
ìîâ, âõîäÿùèõ â èõ ìèêðîîêðóæåíèå, èëè êàê îòíîøåíèå
îáúåìà, çàíèìàåìîãî àòîìàìè ìèêðîîêðóæåíèÿ, ê îáùå-
ìó îáúåìó ñôåðû ñ ðàäèóñîì 7 Å ( ).d V Vi= ∑ 0

Îáúåì,
çàíèìàåìûé àòîìàìè, îïðåäåëÿëè íà îñíîâàíèè èçâåñò-
íûõ Âàí-äåð-Âààëüñîâûõ ðàäèóñîâ àòîìîâ, ïðè÷åì ó÷è-
òûâàëè ëèøü òó ÷àñòü îáúåìà, êîòîðàÿ âõîäèò â ñôåðó ðà-
äèóñà 7 Å, ò. å. âõîäèò â ñîñòàâ ìèêðîîêðóæåíèÿ. Ðåàëü-
íûé îáúåì, çàíèìàåìûé àòîìàìè, íåñêîëüêî ìåíüøå, òàê
êàê àòîìû ó÷àñòâóþò â îáðàçîâàíèè õèìè÷åñêèõ ñâÿçåé.
Òåì íå ìåíåå äëÿ öåëåé äàííîãî àíàëèçà ýòî íå èìååò ñó-
ùåñòâåííîãî çíà÷åíèÿ.

Äëÿ îöåíêè äîñòóïíîñòè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ
äëÿ ðàñòâîðèòåëÿ ðàññìàòðèâàëè çàâèñèìîñòü ïëîòíîñòè
óïàêîâêè àòîìîâ êàê ôóíêöèþ óäàëåííîñòè îò ãåîìåòðè-
÷åñêîãî öåíòðà òðèïòîôàíîâîãî îñòàòêà:

d r
V r r r

V r r r

i
( )

( , )

( , )
,=

+
+

∑ ∆
∆

0

(1)

ãäå V0(r, r + Är) — îáúåì ñôåðè÷åñêîãî ñëîÿ, êîòîðûé
óäàëåí íà ðàññòîÿíèå r îò ãåîìåòðè÷åñêîãî öåíòðà èí-
äîëüíîãî êîëüöà, Är — øèðèíà ñëîÿ, à Vi — ÷àñòü îáúåìà
i-òîãî àòîìà, êîòîðûé íàõîäèòñÿ âíóòðè ñôåðè÷åñêîãî
ñëîÿ.

Ýôôåêòèâíîñòü áåçûçëó÷àòåëüíîãî ïåðåíîñà ýíåð-
ãèè ðàññ÷èòûâàëè ñ ïîìîùüþ èçâåñòíîãî 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-
ÿòíîñòü ïåðåíîñà W = 0.5, k2 — ôàêòîð, ó÷èòûâàþùèé
âçàèìíóþ îðèåíòàöèþ äîíîðà è àêöåïòîðà:

k2 = (cos è – 3cos èA cos èD)2. (3)

Çäåñü è — óãîë ìåæäó íàïðàâëåíèÿìè îñöèëëÿòîðîâ èç-
ëó÷åíèÿ è ïîãëîùåíèÿ ìîëåêóë äîíîðà è àêöåïòîðà ñîîò-
âåòñòâåííî, èÀ è èD — óãëû ìåæäó íàïðàâëåíèÿìè ñîîò-
âåòñòâóþùèõ îñöèëëÿòîðîâ è âåêòîðîì, ñîåäèíÿþùèì
ýòè ìîëåêóëû (Dale, Eisinger, 1974). Âåëè÷èíà R0 äëÿ ïàð
Trp—Trp, Tyr—Trp è Tyr—Tyr áûëà âçÿòà 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 ìîäåëè
íåïîäâèæíûõ, ñòðîãî îðèåíòèðîâàííûõ îñöèëëÿòîðîâ.

Ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í û å è ç ì å ð å í è ÿ. Âñå ôëóîðåñ-
öåíòíûå èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ñïåêòðîôëóî-
ðèìåòðà ñî ñòàöèîíàðíûì âîçáóæäåíèåì è èìïóëüñíîãî
ñïåêòðîôëóîðèìåòðà, ïðåäíàçíà÷åííîãî äëÿ èçìåðåíèÿ
êðèâûõ çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè (Òóðîâåðîâ è äð.,
1998). Ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè èçìåðÿëè ïðè âîçáóæäå-
íèè ñâåòîì ñ äëèíàìè âîëí 280 è 297 íì. Äëÿ õàðàêòåðè-
ñòèêè ïîëîæåíèÿ ñïåêòðîâ ôëóîðåñöåíöèè èñïîëüçîâàëè
ïàðàìåòð À = I320/I365 (I320 è I365 — èíòåíñèâíîñòè ôëóî-
ðåñöåíöèè, èçìåðåííûå ïðè äàííûõ âîëí 320 è 365 íì
ñîîòâåòñòâåííî; ñì.: Turoverov, Kuznetsova, 2003). Cïåê-
òðû ôëóîðåñöåíöèè è ïàðàìåòð À êîððåêòèðîâàëè íà
ñïåêòðàëüíóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü óñòàíîâêè. Âêëàä òèðî-
çèíîâûõ îñòàòêîâ â ñóììàðíóþ ôëóîðåñöåíöèþ áåëêà
ðàññ÷èòûâàëè ñ ïîìîùüþ âûðàæåíèÿ
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(4)

À í à ë è ç ç à ò ó õ à í è ÿ ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è è. Êðèâûå
çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè àíàëèçèðîâàëè â ìóëüòèýêñïî-
íåíöèàëüíîì ïðèáëèæåíèè

I t ti
i

i( ) exp(– ),= ∑α τ (5)

ãäå ái è ôi — àìïëèòóäà è âðåìÿ æèçíè i-òîé êîìïîíåíòû,

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



α i∑ = 1. Âåëè÷èíû ái è ôi îïðåäåëÿëè èç óðàâíåíèÿ ñâåð-
òêè I(t) c êðèâîé çàòóõàíèÿ èìïóëüñà ëàìïû èëè îáðàç-
öà. Ðàñ÷åò ïðîâîäèëè ïî ìåòîäó íàèìåíüøèõ êâàäðàòîâ ñ
èñïîëüçîâàíèåì àëãîðèòìà ìèíèìèçàöèè Ìàðêóàðäòà
(Marquardt, 1963). Â êà÷åñòâå ýòàëîíà èñïîëüçîâàëè ðàñ-
òâîðû ð-òåðôåíèëà â ýòèëîâîì ñïèðòå èëè âîäíûé ðàñ-
òâîð N -àöåòèëòðèïòîôàíàìèäà (Zuker et al., 1985).
Âêëàä i-òîé êîìïîíåíòû â ñóììàðíîå èçëó÷åíèå îïðåäå-
ëÿëè êàê
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Ñðåäíåêâàäðàòè÷íóþ âåëè÷èíó âðåìåíè æèçíè ôëó-
îðåñöåíöèè �ô� äëÿ áèîýêñïîíåíöèàëüíîãî çàòóõàíèÿ
îïðåäåëÿëè èç ñîîòíîøåíèÿ
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α τ α τ
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= ∑1 1
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S i i . (7)

Ðåçóëüòàòû

Â ðàáîòå áûëè èçó÷åíû õàðàêòåðèñòèêè GlnBP è
êîìïëåêñà GlnBP/Gln â íàòèâíîì è ðàçâåðíóòîì ñîñòîÿ-
íèÿõ, èçìåðåíû ðàâíîâåñíûå çàâèñèìîñòè ðàçëè÷íûõ ïà-
ðàìåòðîâ ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè, èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè ÀÍÑ è ñïåêòðîâ ÊÄ â äàëüíåé è áëèæíåé
ÓÔ-îáëàñòÿõ ñïåêòðà îò êîíöåíòðàöèè GdnHCl.

Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíû ñïåêòðû òðèïòîôàíîâîé
ôëóîðåñöåíöèè GlnBP è GlnBP/Gln â íàòèâíîì è ðàçâåð-
íóòîì (3.0 Ì GdnHCl) cîñòîÿíèÿõ ïðè äëèíå âîëíû âîç-
áóæäåíèÿ 297 íì. Ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè GlnBP â íàòèâ-
íîì ñîñòîÿíèè èìååò ìàêñèìóì ïðèáëèçèòåëüíî ïðè
332 íì. Ïðè ñâÿçûâàíèè Gln ìàêñèìóì ôëóîðåñöåíöèè
GlnBP ñëåãêà ñäâèãàåòñÿ â êîðîòêîâîëíîâóþ îáëàñòü (íà
1—2 íì). Êàê è îæèäàëîñü, ðàçâîðà÷èâàíèå áåëêà ïîä
äåéñòâèåì 3.0 Ì GdnHCl cîïðîâîæäàåòñÿ ñóùåñòâåí-
íûì äëèííîâîëíîâûì ñäâèãîì ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè.
Ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè GlnBP è GlnBP/Gln â
3.0 Ì GdnHCl cîâïàäàþò (èõ ìàêñèìóì — 353 íì). Èí-
òåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ðàçâåðíóòîãî áåëêà ñóùåñò-
âåííî ìåíüøå, ÷åì íàòèâíîãî.

Íà ðèñ. 3 ïîêàçàíû êðèâûå çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåí-
öèè íàòèâíîãî è ðàçâåðíóòîãî GlnBP. Îáíàðóæåíî, ÷òî
äëÿ GlnBP/Gln ýòè êðèâûå ïðàêòè÷åñêè òàêèå æå, êàê è
äëÿ GlnBP (äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû). Â òàáë. 1 ïîêàçàíû
ñðåäíèå âðåìåíà æèçíè âîçáóæäåííûõ ñîñòîÿíèé GlnBP
è GlnBP/Gln ïðè ðàçíûõ êîíöåíòðàöèÿõ GdnHCl.

Íà ðèñ. 4, à ïîêàçàí âêëàä òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â
ñóììàðíóþ ôëóîðåñöåíöèþ íàòèâíîãî è ðàçâåðíóòîãî
GlnBP. Ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè íàòèâíîãî áåëêà, ïîëó-
÷åííûé ïðè äëèíå âîëíû âîçáóæäåíèÿ 280 íì, òîëüêî
ñëåãêà îòëè÷àåòñÿ îò ñïåêòðà, ïîëó÷åííîãî ïðè äëèíå
âîëíû âîçáóæäåíèÿ 297 íì. Ýòîò ðåçóëüòàò óêàçûâàåò íà
íåçíà÷èòåëüíûé âêëàä òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â ñóììàð-
íóþ ôëóîðåñöåíöèþ íàòèâíîãî áåëêà. Ñ äðóãîé ñòîðî-
íû, î÷åâèäíî, ÷òî ñóùåñòâóåò çíà÷èòåëüíûé âêëàä òèðî-
çèíîâûõ îñòàòêîâ â ñóììàðíóþ ôëóîðåñöåíöèþ ðàçâåð-
íóòîãî áåëêà. Íà ðèñ. 4, á ïîêàçàíî èçìåíåíèå âêëàäà

Ñòðóêòóðà è ñòàáèëüíîñòü ãëóòàìèíñâÿçûâàþùåãî áåëêà èç Escherichia coli 991

Ðèñ. 2. Ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè GlnBP (êðèâûå 1, 3) è åãî êîì-
ïëåêñà ñ Gln (êðèâûå 2, 4) â íàòèâíîì (êðèâûå 1, 2) è ðàçâåðíó-

òîì (êðèâûå 3, 4) ñîñòîÿíèÿõ.

Áåëîê áûë äåíàòóðèðîâàí 3.0 Ì GdnHCl. ëâîçá. = 297 íì. Âñå âåëè÷èíû
ïðèâåäåíû ê èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè íàòèâíîãî GlnBP ïðè

365 íì.

Ðèñ. 3. Êðèâûå çàòóõàíèÿ òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè íà-
òèâíîãî (à) è ðàçâåðíóòîãî (á) GlnBP.

Êðèâàÿ 1 — âðåìåííîé ïðîôèëü èìïóëüñà âîçáóæäàþùåãî ñâåòà; êðè-
âàÿ 2 — ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ êðèâàÿ çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè; êðè-
âûå 3, 4 — ðàñ÷åòíàÿ êðèâàÿ çàòóõàíèÿ, íàèëó÷øèì îáðàçîì îòâå÷àþ-
ùàÿ ýêñïåðèìåíòàëüíûì äàííûì, è âçâåøåííûå îòêëîíåíèÿ. Äëèíà âîë-
íû âîçáóæäåíèÿ 297 íì, äëèíà âîëíû ðåãèñòðàöèè 340 íì. Ïîêàçàíû âå-

ëè÷èíû ôi, Si, ÷2 è ñðåäíåãî âðåìåíè æèçíè �ô�.



òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â ñóììàðíóþ ôëóîðåñöåíöèþ
GlnBP è GlnBP/Gln ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè
GdnHCl. Óâåëè÷åíèå âêëàäà òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â
ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè íà÷èíàåòñÿ ïðè 0.2 Ì GdnHCl
äëÿ GlnBP; äëÿ GlnBP/Gln âêëàä òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ
îñòàåòñÿ ïîñòîÿííûì äî 0.8 Ì GdnHCl. Ïðè 1.4 Ì
GdnHCl íà÷èíàåòñÿ âòîðàÿ ñòàäèÿ óâåëè÷åíèÿ âêëàäà òè-
ðîçèíîâûõ îñòàòêîâ.

Èçìåíåíèÿ íåñêîëüêèõ ïàðàìåòðîâ òðèïòîôàíîâîé
ôëóîðåñöåíöèè GlnBP è GlnBP/Gln â çàâèñèìîñòè îò
êîíöåíòðàöèè GdnHCl ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 5. Çàâèñè-
ìîñòü èíòåíñèâíîñòè òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè
GlnBP, èçìåðåííîé ïðè 320 íì (ðèñ. 5, à), ïîçâîëÿåò
ïðåäïîëàãàòü ñóùåñòâîâàíèå ïî êðàéíåé ìåðå äâóõ ïåðå-
õîäîâ. Ïåðâûé ïåðåõîä ëåæèò â îáëàñòè êîíöåíòðàöèé
0.2—0.7 Ì GdnHCl, à âòîðîé — â îáëàñòè 1.4—2.1 Ì
GdnHCl. Ýòè æå äâà ïåðåõîäà áûëè îáíàðóæåíû íà ïóòè
ñâîðà÷èâàíèÿ áåëêà. Âåëè÷èíû èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñ-
öåíöèè, èçìåðåííûå íà ïóòè ðàçâîðà÷èâàíèÿ è ñâîðà÷è-
âàíèÿ, ñîâïàäàþò. Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü GlnBP êðèâàÿ
èçìåíåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè GlnBP/Gln ïîä äåéñòâèåì
GdnHCl ñîîòâåòñòâóåò ìîäåëè ïåðåõîäà «âñå èëè íè÷å-
ãî», êîòîðûé íà÷èíàåòñÿ ïðè 1.3 Ì GdnHCl è çàêàí÷èâà-
åòñÿ ïðè 2.1 Ì GdnHCl.

Íà ðèñ.5, á ïðåäñòàâëåíà çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè
òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè GlnBP îò êîíöåíòðàöèè
GdnHCl, èçìåðåííàÿ ïðè äëèíå âîëíû ðåãèñòðàöèè
365 íì. Â îòëè÷èå îò àíàëîãè÷íîé çàâèñèìîñòè, èçìå-
ðåííîé ïðè äëèíå âîëíû ðåãèñòðàöèè 320 íì, íàáëþäà-
åòñÿ âûðàæåííîå óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñ-
öåíöèè â îáëàñòè êîíöåíòðàöèé GdnHCl 0.7—1.4 Ì, ÷òî
ñâèäåòåëüñòâóåò î ñëîæíîì õàðàêòåðå ïðîöåññà ðàçâîðà-
÷èâàíèÿ.

Íà ðèñ. 5, â ïîêàçàíà çàâèñèìîñòü ïàðàìåòðà À

(I320/I365), õàðàêòåðèçóþùåãî ïîëîæåíèå ñïåêòðà ôëóîðåñ-
öåíöèè GlnBP è GlnBP/Gln, îò êîíöåíòðàöèè GdnHCl.
Ðàçâîðà÷èâàíèå áåëêà ñîïðîâîæäàåòñÿ ñóùåñòâåííûì
äëèííîâîëíîâûì ñäâèãîì ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè, ò. å.
óìåíüøåíèåì ïàðàìåòðà À. Êàê è â ñëó÷àå çàâèñèìîñòè
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ïðè 320 íì, õàðàêòåð çà-
âèñèìîñòè ïàðàìåòðà À îò êîíöåíòðàöèè GdnHCl äëÿ
GlnBP ñâèäåòåëüñòâóåò î ñóùåñòâîâàíèè ïî êðàéíåé
ìåðå äâóõ ïåðåõîäîâ. Ïåðâûé ïåðåõîä ëåæèò â îáëàñòè
êîíöåíòðàöèé GdnHCl 0.2—0.7 Ì, à âòîðîé — â îáëàñòè
êîíöåíòðàöèé GdnHCl 1.4—2.1 Ì. Êðèâûå ðåíàòóðàöèè
áåëêà ñîâïàäàþò ñ êðèâûìè ðàçâîðà÷èâàíèÿ áåëêà. Äëÿ
GlnBP/Gln êðèâàÿ èçìåíåíèÿ ïàðàìåòðà À ïîä äåéñòâèåì
GdnHCl ñîîòâåòñòâóåò ìîäåëè ïåðåõîäà «âñå èëè íè÷å-
ãî». Ïåðåõîä íà÷èíàåòñÿ ïðè 1.3 Ì GdnHCl è çàêàí÷èâà-
åòñÿ ïðè 2.1 Ì GdnHCl.

Çàâèñèìîñòü êðóãîâîãî äèõðîèçìà (ÊÄ) â äàëüíåé
ÓÔ-îáëàñòè ñïåêòðà äëÿ GlnBP, òàê æå êàê è çàâèñèìîñòè
âåëè÷èíû I320 è ïàðàìåòðà À îò êîíöåíòðàöèè GdnHCl,
ñâèäåòåëüñòâóåò î ñóùåñòâîâàíèè ïî êðàéíåé ìåðå äâóõ
ïåðåõîäîâ â îáëàñòè êîíöåíòðàöèé GdnHCl 0.2—0.7 è
1.4—2.1 Ì (ðèñ. 5, ã). Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü GlnBP êðè-
âàÿ èçìåíåíèÿ ÊÄ â äàëüíåé ÓÔ-îáëàñòè äëÿ GlnBP/Gln
ïîä äåéñòâèåì GdnHCl ñîîòâåòñòâóåò ìîäåëè ïåðåõîäà
«âñå èëè íè÷åãî», êîòîðûé íà÷èíàåòñÿ ïðè 1.3 Ì GdnHCl
è çàêàí÷èâàåòñÿ ïðè 2.1 Ì GdnHCl. Èçìåíåíèÿ ñïåêòðà
ÊÄ â áëèæíåé ÓÔ-îáëàñòè ñïåêòðà ïîä âîçäåéñòâèåì
GdnHCl ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 6.

Íà ðèñ. 5, ä ïîêàçàíî èçìåíåíèå àíèçîòðîïèè ôëóî-
ðåñöåíöèè GlnBP è GlnBP/Gln â çàâèñèìîñòè îò êîíöåíò-
ðàöèè GdnHCl. Â îòëè÷èå îò àíàëîãè÷íûõ çàâèñèìîñòåé
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè è ïîëîæåíèÿ ñïåêòðà
ôëóîðåñöåíöèè çàâèñèìîñòè àíèçîòðîïèè ôëóîðåñöåí-
öèè GlnBP è GlnBP/Gln ñîâïàäàþò íà âñåì ïðîìåæóòêå
êîíöåíòðàöèé GdnHCl îò 0.0 äî 3.0 Ì. Âåëè÷èíà àíè-
çîòðîïèè ôëóîðåñöåíöèè îñòàåòñÿ ïîñòîÿííîé äî
1.3—1.4 Ì GdnHCl êàê äëÿ GlnBP, òàê è äëÿ GlnBP/Gln.
Â îáëàñòè êîíöåíòðàöèé GdnHCl 1.4—2.0 Ì àíèçîòðî-
ïèÿ ôëóîðåñöåíöèè ðåçêî óìåíüøàåòñÿ, äîñòèãàÿ âåëè-
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Ò à á ë è ö à 1

Âðåìåíà æèçíè âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿíèÿ GlnBP
è GlnBP/Gln ïðè ðàçíûõ êîíöåíòðàöèÿõ GdnHCl

Êîíöåíòðàöèÿ
GdnHCl, Ì

τ , íñ

GlnBP GlnBP/Gln

0.0 5.77—5.85 5.78—5.59

0.5—1.3 4.18—4.26 5.71—5.59

3.0 3.00—3.07 3.08—3.12

Ðèñ. 4. Âêëàä òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â ñóììàðíóþ ôëóîðåñöåí-
öèþ íàòèâíîãî è ðàçâåðíóòîãî GlnBP.

à — ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè íàòèâíîãî (1, 2) è ðàçâåðíóòîãî (3, 4)
GlnBP ïðè äëèíàõ âîëí âîçáóæäåíèÿ 280 (1, 3) è 297 (2, 4) íì. Êðèâûå 1,
2 ïðèâåäåíû ê åäèíèöå ïðè 365 íì; êðèâûå 3, 4 ïðèâåäåíû ê èíòåíñèâ-
íîñòè ôëóîðåñöåíöèè íàòèâíîãî áåëêà ïðè äëèíå âîëíû âîçáóæäåíèÿ
297 íì. 5, 6 — ðàçíèöà ìåæäó êðèâûìè 1, 2 è 3, 4 ñîîòâåòñòâåííî. á — èç-
ìåíåíèå âêëàäà òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ, èçìåðåííîãî ïðè 320 íì
(Ä320,Tyr), â çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè GdnHCl äëÿ GlnBP (êðèâàÿ 1)

è GlnBP/Gln (êðèâàÿ 2).



÷èíû, õàðàêòåðíîé äëÿ ðàçâåðíóòîãî áåëêà ïðè 3.0 Ì
GdnHCl.

Ôëóîðåñöåíöèþ ÀÍÑ, äîáàâëåííîãî ê ðàñòâîðàì
GlnBP è GlnBP/Gln, ñîäåðæàùèì ðàçíûå êîíöåíòðàöèè
GdnHCl, èçìåðÿëè ïðè äëèíå âîëíû ðåãèñòðàöèè 480 íì
(ëâîçá. = 365 íì; ðèñ. 5, å). Êàê äëÿ GlnBP, òàê è äëÿ
GlnBP/Gln ýòè çàâèñèìîñòè èìåþò êîëîêîëîîáðàçíóþ
ôîðìó. Âåëè÷èíà èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ÀÍÑ â
ðàñòâîðàõ íàòèâíîãî (â ïðèñóòñòâèè 0.0 Ì GdnHCl) è
ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîãî (â ïðèñóòñòâèè 3.0 Ì GdnHCl)
áåëêà î÷åíü íèçêà è ïðàêòè÷åñêè ðàâíà âåëè÷èíå èíòåí-
ñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ñâîáîäíîãî ÀÍÑ ïðè òåõ æå
óñëîâèÿõ. Äëÿ GlnBP óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóî-
ðåñöåíöèè ÀÍÑ íà÷èíàåòñÿ ïðè î÷åíü íåáîëüøèõ êîí-
öåíòðàöèÿõ GdnHCl (0.1 Ì), äîñòèãàåò ìàêñèìóìà ïðè-
áëèçèòåëüíî ïðè 0.5 Ì GdnHCl, ïîñëå ÷åãî óìåíüøàåòñÿ,
âûõîäÿ íà ïëàòî ïðè 1.6 Ì GdnHCl. Äëÿ GlnBP/Gln íà÷à-
ëî óâåëè÷åíèÿ èíòåíñèâíîñòè è ìàêñèìóì ôëóîðåñöåí-
öèè ÀÍÑ ñäâèíóòû ê á �îëüøèì êîíöåíòðàöèÿì GdnHCl
(0.5 è 1.2 Ì ñîîòâåòñòâåííî). ×àñòü êðèâîé, ñîîòâåòñòâó-
þùåé ñíèæåíèþ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ÀÍÑ,
ñîâïàäàåò ñ àíàëîãè÷íîé ÷àñòüþ êðèâîé äëÿ GlnBP.

Êèíåòè÷åñêèå êðèâûå ðàçâîðà÷èâàíèÿ GlnBP è êîìï-
ëåêñà GlnBP/Gln ïîä äåéñòâèåì ðàçíûõ êîíöåíòðàöèé
GdnHCl, èçìåðåííûå ïî èçìåíåíèþ èíòåíñèâíîñòè ôëó-

îðåñöåíöèè ïðè 320 íì, ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 7. Íà
ðèñ. 7 òàêæå ïîêàçàíû ðàâíîâåñíûå çíà÷åíèÿ èíòåí-
ñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè GlnBP è êîìïëåêñà GlnBP/Gln,
äîñòèãàåìûå çà ïåðâûå 10 ìèí. Êîìïëåêñ GlnBP/Gln ðàç-
âîðà÷èâàåòñÿ ìåäëåííåå, ÷åì GlnBP.

Ñòðóêòóðà è ñòàáèëüíîñòü ãëóòàìèíñâÿçûâàþùåãî áåëêà èç Escherichia coli 993

Ðèñ. 5. Êîíôîðìàöèîííûå ïåðåõîäû GlnBP (êðèâûå 1) è åãî êîìïëåêñà ñ Gln (êðèâûå 2) ïîä äåéñòâèåì GdnHCl.

à — èçìåíåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ïðè äëèíå âîëíû ðåãèñòðàöèè 320 íì, ëâîçá. = 297 íì; á — èçìåíåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè
ïðè äëèíå âîëíû ðåãèñòðàöèè 365 íì, ëâîçá. = 297 íì; â — èçìåíåíèå ïàðàìåòðà — A = I320 / I365, ëâîçá. = 297 íì; ã — èçìåíåíèå ýëëèïòè÷íîñòè ïðè
222 íì; ä — èçìåíåíèå àíèçîòðîïèè ôëóîðåñöåíöèè, ëâîçá. = 297 íì, ëðåã. = 365 íì; å — èçìåíåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ÀÍÑ, ëâîçá. = 365 íì,

ëðåã. = 480 íì. Ñâåòëûå ñèìâîëû — ðàçâîðà÷èâàíèå, òåìíûå — ñâîðà÷èâàíèå.

Ðèñ. 6. Ñïåêòðû êðóãîâîãî äèõðîèçìà GlnBP â áëèæíåé ÓÔ-îá-
ëàñòè ñïåêòðà.

Ñïëîøíàÿ, øòðèõîâàÿ ëèíèè è òî÷êè — êðèâûå, ñîîòâåòñòâóþùèå êîí-
öåíòðàöèÿì 0.0, 0.75 è 3.0 Ì GdnHCl ñîîòâåòñòâåííî.



Îáñóæäåíèå

Äëÿ èçó÷åíèÿ ïðîöåññîâ ñâîðà÷èâàíèÿ è ðàçâîðà÷è-
âàíèÿ GlnBP è åãî êîìïëåêñà GlnBP/Gln áûëè èçìåðåíû
ðàâíîâåñíûå çàâèñèìîñòè ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè,
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ÀÍÑ, ÊÄ â äàëüíåé è
áëèæíåé ÓÔ-îáëàñòÿõ ñïåêòðà îò êîíöåíòðàöèè GdnHCl.
Äàííûå, ïîëó÷åííûå ìåòîäîì ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåí-
öèè, àíàëèçèðîâàëè ñ ó÷åòîì ñâîéñòâ ìèêðîîêðóæåíèÿ è
îñîáåííîñòåé ëîêàëèçàöèè òðèïòîôàíîâûõ è òèðîçèíî-
âûõ îñòàòêîâ â áåëêå (Kuznetsova et al., 2004).

T r p - ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è ÿ G l n B P è å ã î ê î ì ï -
ë å ê ñ à ñ G l n â í à ò è â í î ì è ï î ë í î ñ ò ü þ ð à ç â å ð -
í ó ò î ì ñ î ñ ò î ÿ í è ÿ õ. Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíû ñïåêòðû
òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè GlnBP è GlnBP/Gln â íà-
òèâíîì è ðàçâåðíóòîì (3.0—6.0 Ì GdnHCl) ñîñòîÿíèÿõ
ïðè äëèíå âîëíû âîçáóæäåíèÿ 297 íì. Ïîñêîëüêó ïîãëî-
ùåíèå òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ íà äëèííîâîëíîâîì êðàþ
ñïåêòðà ïîãëîùåíèÿ íåçíà÷èòåëüíî, ôëóîðåñöåíöèÿ ïðè
âîçáóæäåíèè ñâåòîì ñ äëèíîé âîëíû 297 íì îïðåäåëÿåò-
ñÿ èñêëþ÷èòåëüíî òðèïòîôàíîâûìè îñòàòêàìè (Lako-
wicz, 1999). Ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè GlnBP â íàòèâíîì
ñîñòîÿíèè ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé øèðîêóþ áåññòðóêòóð-
íóþ ïîëîñó ñ ìàêñèìóìîì ïðè 332 íì. Ïðè ñâÿçûâàíèè
Gln ìàêñèìóì ôëóîðåñöåíöèè ñëåãêà ñäâèãàåòñÿ â êîðîò-
êîâîëíîâóþ îáëàñòü (íà 1—2 íì). Ýòè äàííûå îòëè÷àþò-
ñÿ îò äàííûõ, ïîëó÷åííûõ â ðàáîòå Âåéíåðà è Õåïïåëÿ
(Weiner, Heppel, 1971), â êîòîðîé ñîîáùàåòñÿ î ìàêñèìó-
ìå ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè ïðè 336 íì (âîçáóæäåíèå ïðè
280 íì), íî õîðîøî ñîãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè Àêñåëñåíà è
ñîòðóäíèêîâ (Axelsen et al., 1991), êîòîðûå çàðåãèñòðè-
ðîâàëè ìàêñèìóì ôëóîðåñöåíöèè ïðè 330 íì (âîçáóæäå-
íèå ïðè 295 íì). Êàê è îæèäàëîñü, ðàçâîðà÷èâàíèå áåëêà

ïîä äåéñòâèåì 3.0—6.0 Ì GdnHCl ñîïðîâîæäàåòñÿ ñó-
ùåñòâåííûì äëèííîâîëíîâûì ñäâèãîì ñïåêòðà ôëóîðåñ-
öåíöèè. Ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè GlnBP è GlnBP/Gln â
3.0—6.0 Ì GdnHCl ñîâïàäàþò è èìåþò ìàêñèìóì ïðè
äëèíå âîëíû 353 íì.

Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ðàçâåðíóòîãî áåëêà
ñóùåñòâåííî íèæå, ÷åì íàòèâíîãî, ÷òî íåóäèâèòåëüíî,
ïîñêîëüêó êâàíòîâûé âûõîä òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ,
äîñòóïíûõ äëÿ ðàñòâîðèòåëÿ, îáû÷íî íèæå êâàíòîâîãî
âûõîäà òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ, ëîêàëèçîâàííûõ âî
âíóòðåííèõ îáëàñòÿõ ìîëåêóëû. Êðèâûå çàòóõàíèÿ ôëóî-
ðåñöåíöèè õîðîøî àïïðîêñèìèðóþòñÿ òðåõýêñïîíåíöèà-
ëüíûì ïðèáëèæåíèåì. Ñðåäíåêâàäðàòè÷íîå âðåìÿ çàòó-
õàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ñîñòàâëÿåò 5.77 äëÿ íàòèâíîãî è
3.09 íñ äëÿ ðàçâåðíóòîãî áåëêà (ðèñ. 3). Ñèíõðîííîå óìåíü-
øåíèå âðåìåíè æèçíè ôëóîðåñöåíöèè (ðèñ. 3) è èíòåí-
ñèâíîñòè òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè (ðèñ. 2) ïîä
äåéñòâèåì GdnHCl ñâèäåòåëüñòâóåò îá óâåëè÷åíèè äè-
íàìè÷åñêîãî òóøåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ïðè ðàçâîðà÷èâà-
íèè áåëêà. Ñîãëàñíî äàííûì Àêñåëñåíà ñ ñîòðóäíèêàìè
(Axelsen et al., 1991), êðèâûå çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè
îïèñûâàþòñÿ äâóõýêñïîíåíöèàëüíîé ìîäåëüþ ñî ñðåä-
íèì âðåìåíåì æèçíè 5.93 íì. Òàê êàê îñíîâíàÿ êîìïî-
íåíòà çàòóõàíèÿ ñîñòàâëÿåò áîëåå 90 % êàê ïî äàííûì
ýòèõ àâòîðîâ, òàê è ïî íàøèì, ìîæíî ñäåëàòü çàêëþ÷å-
íèå î õîðîøåì ñîâïàäåíèè ðåçóëüòàòîâ ýòèõ ðàáîò. Âðå-
ìÿ æèçíè ôëóîðåñöåíöèè äëÿ áåëêà â ðàçâåðíóòîì ñîñòî-
ÿíèè (3.09 íñ) õîðîøî ñîãëàñóåòñÿ ñî çíà÷åíèÿìè, ïîëó-
÷åííûìè äëÿ äðóãèõ áåëêîâ â ðàçâåðíóòîì ñîñòîÿíèè
(Grinvald, Steinberg, 1976).

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 û õ î ñ ò à ò -
ê î â G l n B P. Äëÿ òîãî ÷òîáû îöåíèòü âêëàä îòäåëüíûõ
òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ â ñóììàðíóþ ôëóîðåñöåíöèþ
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Ðèñ. 7. Êèíåòè÷åñêèå êðèâûå ðàçâîðà÷èâàíèÿ GlnBP â îòñóòñòâèå (à) è â ïðèñóòñòâèè (á) Gln ïîä äåéñòâèåì GdnHCl.

à — êðèâûå 1—16 ñîîòâåòñòâóþò êîíå÷íûì êîíöåíòðàöèÿì 0.0, 0.26, 0.39, 0.49, 0.58, 0.79, 0.91, 1.01, 1.09, 1.34, 1.43, 1.55, 1.61, 1.76, 2.02 è 3.04 Ì
GdnHCl ñîîòâåòñòâåííî; á — êðèâûå 1—8 ñîîòâåòñòâóþò êîíå÷íûì êîíöåíòðàöèÿì 0.0, 0.95, 1.43, 1.56, 1.67, 1.79, 2.07 è 3.23 Ì GdnHCl ñîîòâåòñòâåí-

íî. ëâîçá. = 297 íì.



áåëêà, áûë âûïîëíåí àíàëèç ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóêòó-
ðû GlnBP (ôàéë 1GGG.ent; Hsiao et al., 1996) è åãî êîìï-
ëåêñà ñ Gln (ôàéë 1WND.ent; Sun et al., 1998). Àíàëèç ïî-
êàçàë, ÷òî îáà òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêà GlnBP (Trp 32 è
Trp 220) ðàñïîëîæåíû â áîëüøîì äîìåíå (ðèñ. 1) äàëåêî
îò ñàéòà ñâÿçûâàíèÿ ëèãàíäà, Trp 32 ïðèíàäëåæèò ïåð-
âîé á-ñïèðàëè Phe 27—Glu 38, a Trp 220 — ïîñëåäíåé
á-ñïèðàëè Thr 212—Phe 221.

Òðèïòîôàíîâûå îñòàòêè ðàñïîëîæåíû äàëåêî äðóã îò
äðóãà (R = 16 Å), è ýôôåêòèâíîñòü ïåðåíîñà ýíåðãèè
ìåæäó íèìè íåçíà÷èòåëüíà, ÷òî ïðîòèâîðå÷èò îäíîìó èç
âûâîäîâ ðàáîòû Àêñåëñåíà è ñîòðóäíèêîâ (Axelsen et al.,
1991) î ñóùåñòâîâàíèè âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó òðèïòî-
ôàíîâûìè îñòàòêàìè â GlnBP.

Ïëîòíîñòü ìèêðîîêðóæåíèÿ îáîèõ òðèïòîôàíîâûõ
îñòàòêîâ íå î÷åíü âûñîêà (63 è 66 àòîìîâ â ìèêðîîêðóæå-
íèÿõ Trp 32 è Trp 220 ñîîòâåòñòâåííî), è îáà òðèïòîôà-
íîâûõ îñòàòêà ïðàêòè÷åñêè äîñòóïíû äëÿ ðàñòâîðèòåëÿ
(Axelsen et al., 1991). Îäíàêî àíàëèç ïðîñòðàíñòâåííîé
ñòðóêòóðû ïîêàçûâàåò, ÷òî Trp 32 â íåñêîëüêî áîëüøåé
ñòåïåíè ïîãðóæåí âî âíóòðåííèå îáëàñòè áåëêà, ÷åì
Trp 220 (ðèñ. 1, á). Â òî æå âðåìÿ ïîëÿðíîñòü èõ ìèêðî-
îêðóæåíèÿ ðàçëè÷àåòñÿ ñóùåñòâåííî. Â ìèêðîîêðóæå-
íèè Trp 32 íàõîäèòñÿ ìíîãî ãèäðîôîáíûõ ãðóïï (Leu 5,
Val 7, Ile 35, Ala 36, Leu 39, Leu 41, êîëüöî Tyr 43,
Leu 45, Leu 64, Leu 66, Ile 187 è Val 200) è òîëüêî îäíà
ïîëÿðíàÿ ãðóïïà (ÎÍ-ãðóïïà Tyr 43). Â ìèêðîîêðóæåíèè
Trp 220 åñòü øåñòü ãåòåðîàòîìîâ ïîëÿðíûõ ãðóïï áîêî-
âûõ öåïåé àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ (àòîìû OD1 è OD2
îñòàòêà Asp 30, aòîì ÎÍ îñòàòêà Tyr 163, àòîìû NZ
îñòàòêîâ Lys 166 è Lys 219), àòîì Î ñâÿçàííîé âîäû 313
è òîëüêî ñåìü íåïîëÿðíûõ ãðóïï (Pro 15, Phe 18, Val 25,
Phe 27, Tyr 163, Ile 216 è Phe 221), ÷òî çíà÷èòåëüíî
ìåíüøå, ÷åì ó Trp 32. Òàêèì îáðàçîì, íà îñíîâàíèè àíà-
ëèçà ìèêðîîêðóæåíèÿ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ ìîæíî
ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî Trp 220 äîëæåí èìåòü áîëåå
äëèííîâîëíîâûé ñïåêòð, ÷åì Trp 32, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ
âûâîäàìè âûøåóïîìÿíóòûõ àâòîðîâ (Axelsen et al.,
1991).

Îäíàêî ðåçóëüòàòû àíàëèçà ìèêðîîêðóæåíèÿ Trp 32
íå äàþò îñíîâàíèé äëÿ âûâîäà î òîì, ÷òî ýòîò îñòàòîê
èìååò ñòîëü êîðîòêîâîëíîâîå ïîëîæåíèå ñïåêòðà ôëóî-
ðåñöåíöèè è ñòîëü íèçêèé êâàíòîâûé âûõîä, êàê ýòî óêà-
çàíî â ðàáîòå Àêñåëñåíà ñ ñîòðóäíèêàìè (Axelsen et al.,
1991) äëÿ ìóòàíòíûõ ôîðì Trp220Tyr (ëìàêñ. = 316 íì;
êâàíòîâûé âûõîä 0.024) è Trp220Phe (ëìàêñ. = 326 íì;
êâàíòîâûé âûõîä 0.043). Â òî æå âðåìÿ ñàìè àâòîðû ýòîé
ðàáîòû îáðàùàþò âíèìàíèå íà òî, ÷òî ñïåêòðû ôëóîðåñ-
öåíöèè ìóòàíòíûõ ôîðì Trp220Tyr è Trp220Phe ðàçëè-
÷àþòñÿ ñóùåñòâåííî, ÷òî óêàçûâàåò íà âîçìîæíûå îøèá-
êè ïðè ñàéò-ñïåöèôè÷åñêèõ ìóòàöèÿõ ïî òðèïòîôàíî-
âûì îñòàòêàì. Êàê îòìå÷àþò ñàìè àâòîðû (Axelsen et al.,
1991), òàêèå îøèáêè ìîãóò âîçíèêàòü âñëåäñòâèå òîãî,
÷òî íå ñóùåñòâóåò ñòðóêòóðíî è ôîòîôèçè÷åñêè êîíñåð-
âàòèâíîé çàìåíû äëÿ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ. Êðîìå
òîãî, íåñìîòðÿ íà ðàçíèöó â ïîëîæåíèè ñïåêòðîâ ôëóî-
ðåñöåíöèè è êâàíòîâûõ âûõîäîâ, â ðàáîòå ïðèâîäÿòñÿ
ïðàêòè÷åñêè îäèíàêîâûå áèìîëåêóëÿðíûå êîíñòàíòû òó-
øåíèÿ (kq) äëÿ Trp 32 è Trp 220, è ýòî ïðîòèâîðå÷èå íè-
êàê íå îáúÿñíÿåòñÿ (Axelsen et al., 1991). Çàêëþ÷åíèå î
ïðàêòè÷åñêè îäèíàêîâûõ áèìîëåêóëÿðíûõ êîíñòàíòàõ
òóøåíèÿ íå ñîãëàñóåòñÿ òàêæå ñ ðåçóëüòàòàìè íàøåãî
àíàëèçà ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðû GlnBP (ðèñ. 1, á).

Ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è ÿ è ì è ê ð î î ê ð ó æ å í è å ò ð è ï -
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G l n. Êàê îòìå÷àëîñü âûøå, íåñìîòðÿ íà ñóùåñòâåííîå
èçìåíåíèå ñòðóêòóðû GlnBP, ïðè îáðàçîâàíèè êîìïëåê-
ñà ñ Gln ýòî âûçûâàåò ëèøü íåáîëüøîé (1—2 íì) êîðîò-
êîâîëíîâûé ñäâèã ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè (ðèñ. 2). ×òî-
áû îáúÿñíèòü ïðè÷èíû òàêèõ íåáîëüøèõ èçìåíåíèé, ìû
âûïîëíèëè ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ìèêðîîêðóæåíèÿ
òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ GlnBP è åãî êîìïëåêñà ñ Gln.
Ñâÿçûâàíèå L-ãëóòàìèíà âûçûâàåò çàêðûòèå ùåëè è ñó-
ùåñòâåííûå ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ ñ îáðàçîâàíèåì òàê
íàçûâàåìîé çàêðûòîé ôîðìû (ðèñ. 1, ôàéë 1WND.ent;
Sun, 1998), à òàêæå ñóùåñòâåííûå èçìåíåíèÿ âíóòðèìî-
ëåêóëÿðíîé ïîäâèæíîñòè áåëêà (Pang et al., 2003). Òåì
íå ìåíåå ñâÿçûâàíèå Gln âûçûâàåò ëèøü íåçíà÷èòåëü-
íûå èçìåíåíèÿ ìèêðîîêðóæåíèÿ Trp 32 è Trp 220. Äëÿ
GlnBP/Gln â ñîñòàâ ìèêðîîêðóæåíèÿ îáîèõ òðèïòîôàíî-
âûõ îñòàòêîâ âõîäèò ïî 65 àòîìîâ. Êàê ãîâîðèëîñü
âûøå, â ìèêðîîêðóæåíèè Trp 32 åñòü òîëüêî îäíà ïîëÿð-
íàÿ ãðóïïà — ýòî OH-ãðóïïà Tyr 43. Ïîëîæåíèå ýòîé
ãðóïïû ëèøü ñëåãêà èçìåíÿåòñÿ ïðè ôîðìèðîâàíèè êîì-
ïëåêñà GlnBP/Gln. Õîòÿ ÷èñëî àòîìîâ â ìèêðîîêðóæåíèè
Trp 220 ïðàêòè÷åñêè îäèíàêîâî äëÿ áåëêà â îòñóòñòâèå
ëèãàíäà è äëÿ áåëêà, ñâÿçàííîãî ñ ëèãàíäîì, èõ ñîñòàâ
ïðåòåðïåâàåò íåêîòîðûå èçìåíåíèÿ. Â ìèêðîîêðóæåíèå
Trp 220 GlnBP âõîäÿò Pro 15, Phe 18, Phe 27, Phe 221 è
Tyr 163, òîãäà êàê äëÿ GlnBP/Gln â ìèêðîîêðóæåíèè
îñòàþòñÿ òîëüêî Pro 15, Phe 18 è Phe 27. Àìèíîêèñëîò-
íûå îñòàòêè Phe 221 è Tyr 163, ïðèíàäëåæàùèå äðóãîìó
äîìåíó, óõîäÿò èç ìèêðîîêðóæåíèÿ Trp 220 ïðè îáðàçî-
âàíèè êîìïëåêñà. Èíòåðåñíî, ÷òî â îòñóòñòâèå ëèãàíäà
â ìèêðîîêðóæåíèè Trp 220 áîëüøå ãåòåðîàòîìîâ áî-
êîâûõ öåïåé è ñâÿçàííîé âîäû (øåñòü), ÷åì â êîìïëåê-
ñå ñ Gln (÷åòûðå). Ïðè îáðàçîâàíèè êîìëëåêñà OH-ãðóï-
ïà Tyr 163 è àòîì N2 Lys 166 óõîäÿò èç ìèêðîîêðóæåíèÿ
Trp 220, òîãäà êàê îðèåíòàöèÿ è ðàññòîÿíèå äî öåíòðà
òðèïòîôàíîâîãî îñòàòêà äëÿ äðóãèõ ãðóïï ìåíÿþòñÿ íå-
çíà÷èòåëüíî (ðèñ. 1). Òàêèì îáðàçîì, ñòàíîâèòñÿ ïîíÿò-
íûì, ïî÷åìó ñâÿçûâàíèå ëèãàíäà ëèøü íåçíà÷èòåëüíî
âëèÿåò íà ñïåêòð òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè GlnBP
(ðèñ. 2).

Ò è ð î ç è í î â à ÿ ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è ÿ G l n B P.
Îáû÷íî èçó÷åíèå ñòðóêòóðíûõ ïðåâðàùåíèé áåëêîâ
ìåòîäîì ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè ïðåäïîëàãàåò èñ-
ïîëüçîâàíèå ôëóîðåñöåíöèè èõ òðèïòîôàíîâûõ
îñòàòêîâ. Ïðè÷èíîé ýòîãî ÿâëÿåòñÿ âûñîêàÿ ÷óâñòâèòå-
ëüíîñòü õàðàêòåðèñòèê òðèïòîôàíîâîé ôëóîðñöåíöèè ê
ñâîéñòâàì èõ ìèêðîîêðóæåíèÿ è êàê ñëåäñòâèå — êî
âñåì ñòðóêòóðíûì èçìåíåíèÿì áåëêà. Îäíàêî ïðè ýòîì
ñóùåñòâóåò ðèñê ðåãèñòðàöèè ëîêàëüíûõ ñòðóêòóðíûõ
èçìåíåíèé âáëèçè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ. Âîò ïî÷åìó
íàðÿäó ñ èñïîëüçîâàíèåì òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåí-
öèè ìîæåò áûòü ïîëåçíî èçìåðåíèå òèðîçèíîâîé ôëóî-
ðåñöåíöèè. Îáû÷íî â áåëêàõ ÷èñëî òèðîçèíîâûõ îñòàò-
êîâ çíà÷èòåëüíî ïðåâûøàåò ÷èñëî òðèïòîôàíîâûõ îñòàò-
êîâ. Òàê, GlnBP ñîäåðæèò äâà òðèïòîôàíîâûõ è äåñÿòü
òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ; ÷åòûðå òèðîçèíîâûõ îñòàòêà ëî-
êàëèçîâàíû â ìàëîì äîìåíå, à äðóãèå øåñòü — â áîëü-
øîì äîìåíå (ðèñ. 1).

Ïîëîæåíèå ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè òèðîçèíîâûõ
îñòàòêîâ ïðàêòè÷åñêè íå çàâèñèò îò èõ ìèêðîîêðóæåíèÿ.
Â áåëêàõ, ñîäåðæàùèõ òðèïòîôàíîâûå îñòàòêè, åäèíñò-
âåííîé õàðàêòåðèñòèêîé òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè,
êîòîðàÿ ìîæåò îêàçàòüñÿ ïîëåçíîé ïðè èññëåäîâàíèè
ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé áåëêà, ÿâëÿåòñÿ âêëàä òèðîçèíî-
âûõ îñòàòêîâ â åãî ñóììàðíóþ ôëóîðåñöåíöèþ. Ïðå-
èìóùåñòâî èñïîëüçîâàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè òèðîçè-

Ñòðóêòóðà è ñòàáèëüíîñòü ãëóòàìèíñâÿçûâàþùåãî áåëêà èç Escherichia coli 995



íîâûõ îñòàòêîâ ñîñòîèò â òîì, ÷òî îíè ðàñïîëîæåíû äî-
ñòàòî÷íî ðàâíîìåðíî ïî âñåé ìàêðîìîëåêóëå áåëêà, è
åñòü øàíñ îáíàðóæèòü ñòðóêòóðíûå ïåðåõîäû, íå ðåãèñò-
ðèðóåìûå ïðè èñïîëüçîâàíèè òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñ-
öåíöèè.

Îáû÷íî âêëàä òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â ñóììàðíóþ
ôëóîðåñöåíöèþ áåëêà ðàññ÷èòûâàåòñÿ èç ñðàâíåíèÿ
ñïåêòðîâ ôëóîðåñöåíöèè, èçìåðåííûõ ïðè âîçáóæäåíèè
ñâåòîì ñ äëèíàìè âîëí 280 è 295—297 íì, òàê êàê ñ÷èòà-
åòñÿ, ÷òî òèðîçèíîâûå îñòàòêè íå ïîãëîùàþò â äëèííî-

âîëíîâîé îáëàñòè ñïåêòðà. Íà ðèñ. 4 ïîêàçàí ðåçóëüòàò
òàêîãî ðàñ÷åòà äëÿ GlnBP â íàòèâíîì è ïîëíîñòüþ ðàç-
âåðíóòîì ñîñòîÿíèÿõ. Î÷åâèäíî, ÷òî õîòÿ GlnBP ñîäåð-
æèò 10 òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ, èõ âêëàä â ñóììàðíóþ
ôëóîðåñöåíöèþ íàòèâíîãî GlnBP íåçíà÷èòåëåí. Àíàëèç
ìèêðîîêðóæåíèÿ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ ïîêàçàë, ÷òî
åñòü äâå ïðè÷èíû íèçêîãî êâàíòîâîãî âûõîäà òèðîçèíî-
âûõ îñòàòêîâ GlnBP. Âî-ïåðâûõ, ñóùåñòâóþò óñëîâèÿ
äëÿ ýôôåêòèâíîãî ïåðåíîñà ýíåðãèè îò áîëüøèíñòâà òè-
ðîçèíîâûõ îñòàòêîâ ê òðèïòîôàíîâûì. Âñå òèðîçèíîâûå
îñòàòêè, êðîìå Tyr 123, ìîãóò ýôôåêòèâíî ïåðåäàâàòü
ýíåðãèþ âîçáóæäåíèÿ ïðÿìî íà Trp 32 è (èëè) Trp 220
(òàáë. 2) èëè ÷åðåç äðóãèå òèðîçèíîâûå îñòàòêè (òàáë. 3).
Âî-âòîðûõ, áîëüøèíñòâî òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ ìîæåò
áûòü çàòóøåíî íå òîëüêî ïåðåíîñîì ýíåðãèè íà òðèïòî-
ôàíîâûå îñòàòêè, íî òàêæå áëèçëåæàùèìè òóøàùèìè
ãðóïïàìè èëè ïåðåíîñîì ýíåðãèè íà òèðîçèíîâûå îñòàò-
êè, êîòîðûå çàòóøåíû (òàáë. 4). Â òî æå âðåìÿ èíòåíñèâ-
íîñòü òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè ñóùåñòâåííî âîçðàñ-
òàåò ïðè äåíàòóðàöèè áåëêà â 3.0—6.0 Ì GdnHCl
(ðèñ. 4). Òàêèì îáðàçîì, èçìåíåíèå âêëàäà òèðîçèíîâûõ
îñòàòêîâ â ñóììàðíóþ ôëóîðåñöåíöèþ áåëêà ìîæíî ðàñ-
ñìàòðèâàòü â êà÷åñòâå õàðàêòåðèñòèêè, êîòîðóþ ìîæíî
èñïîëüçîâàòü äëÿ íàáëþäåíèÿ ïðîöåññà ðàçâîðà÷èâàíèÿ
áåëêà.

Ç à â è ñ è ì î ñ ò ü ò ð è ï ò î ô à í î â î é ô ë ó î ð å ñ -
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Äëÿ òîãî ÷òîáû ïðîâåðèòü ñóùåñòâîâàíèå ýôôåêòèâíîãî
ïåðåíîñà ýíåðãèè îò òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ ê òðèïòîôà-
íîâûì, ìû èçìåðèëè çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè ôëóî-
ðåñöåíöèè ïðè 365 íì (òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè)
îò êîíöåíòðàöèè GdnHCl ïðè äâóõ äëèíàõ âîëí âîçáóæ-
äåíèÿ — 280 è 297 íì (ðèñ. 8). Âåëè÷èíà èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè íàòèâíîãî áåëêà ïðè âîçáóæäåíèè ñâå-
òîì ñ äëèíîé âîëíû 297 íì áûëà ïðèíÿòà çà åäèíèöó, âå-
ëè÷èíû èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ðàçâåðíóòîãî
áåëêà ïðè âîçáóæäåíèè ñâåòîì ñ äëèíîé âîëíû 280 íì è
297 íì áûëè ïðèðàâíåíû. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ìû ìî-
æåì ïðèðàâíèâàòü ýòè âåëè÷èíû, òàê êàê ðàçâîðà÷èâàíèå
áåëêà ïðèâîäèò ê ïîòåðå óñëîâèé äëÿ ïåðåíîñà ýíåðãèè
îò òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ ê òðèïòîôàíîâûì è íèâåëèðóåò

996 Îëüãà Â. Ñòåïàíåíêî, È. Ì. Êóçíåöîâà è äð.
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Ýôôåêòèâíîñòü áåçûçëó÷àòåëüíîãî ïåðåíîñà ýíåðãèè
îò òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ ê òðèïòîôàíîâûì

äëÿ GlnBP è êîìïëåêñà GlnBP/Gln

Tyr
Trp 32 Trp 220

GlnBP GlnBP/Gln GlnBP GlnBP/Gln

24 0.89 0.91 0.83 0.78

43 0.96 1.00 0.88 0.89

85 0.95 0.91 0.43 0.31

86 0.86 0.86 0.94 0.96

123 0.00 0.00 0.05 0.00

143 0.02 0.02 0.56 0.73

163 0.42 0.36 1.00 1.00

185 0.89 0.90 0.91 0.92

213 0.40 0.34 0.76 0.70

217 0.29 0.28 0.99 0.99

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Çäåñü è â òàáë. 3 äëÿ ðàñ÷åòà ýôôåêòèâíîñòè
áåçûçëó÷àòåëüíîãî ïåðåíîñà ýíåðãèè è â òàáë. 4 äëÿ õàðàêòåðèñòèêè
ìèêðîîêðóæåíèÿ òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ èñïîëüçîâàëè ðåíòãåíî-
ñòðóêòóðíûå äàííûå Áàíêà áåëêîâûõ ñòðóêòóð (Bernstein et al., 1977),
ôàéëû 1GGG.ent (Hsiao et al., 1996) è 1WDN.ent (Sun et al., 1998).
Ïîëóæèðíûì øðèôòîì âûäåëåíû ðåçóëüòàòû ðàñ÷åòà äëÿ Tyr 123 —
åäèíñòâåííîãî òèðîçèíîâîãî îñòàòêà, íå ïåðåäàþùåãî ýíåðãèþ
âîçáóæäåíèÿ íà Trp 32 è Trp 220.

Ò à á ë è ö à 3

Ýôôåêòèâíîñòü ïåðåíîñà ýíåðãèè ìåæäó òèðîçèíîâûìè îñòàòêàìè GlnBP

Tyr/Tyr 24 43 85 86 123 143 163 185 213 217

24 12.8 16.39 18.13 33.04 23.94 14.85 16.83 21.00 20.58

43 0.59 14.63 20.03 37.34 32.95 22.40 19.34 18.23 21.53

85 0 0 7.05 23.25 23.61 16.11 6.36 7.95 10.57

86 0.01 0 0.49 18.16 17.51 11.58 5.15 7.95 5.63

123 0 0 0.02 0 17.96 23.57 18.08 23.97 20.47

143 0 0 0.02 0.29 0.04 11.86 18.50 24.34 18.61

163 0.08 0.02 0 0.78 0 0.72 13.78 16.32 11.63

185 0.06 0 0.97 0.99 0.09 0.26 0.36 11.57 10.76

213 0.01 0.03 0.89 0.95 0 0.05 0.18 0.58 6.24

217 0.06 0.06 0.28 0.99 0 0.15 0.58 0.36 0.01

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ïîêàçàíû âåëè÷èíû ýôôåêòèâíîñòè áåçûçëó÷àòåëüíîãî ïåðåíîñà ýíåðãèè W (íèæíÿÿ ëåâàÿ ÷àñòü òàáëèöû) è
ðàññòîÿíèÿ R ìåæäó ãåîìåòðè÷åñêèìè öåíòðàìè ôåíîëüíûõ êîëåö òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ (âåðõíÿÿ ïðàâàÿ ÷àñòü òàáëèöû), Å.
Ïîëóæèðíûì øðèôòîì âûäåëåíû çíà÷åíèÿ W è R äëÿ òåõ ïàð òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ, äëÿ êîòîðûõ âåëè÷èíà W áîëüøå 0.15.



âñå îñîáåííîñòè ìèêðîîêðóæåíèÿ îòäåëüíûõ òðèïòîôà-
íîâûõ è òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ.

Ìîæíî áûëî îæèäàòü, ÷òî äëÿ íàòèâíîãî áåëêà ìû
ïîëó÷èì (I280/I297)365 > 1, åñëè ïðè âîçáóæäåíèè ñâåòîì ñ
äëèíîé âîëíû 280 íì ýíåðãèÿ âîçáóæäåííûõ òðèïòîôà-
íîâûõ îñòàòêîâ îïðåäåëÿåòñÿ ïîãëîùåíèåì ñàìèõ òðèï-
òîôàíîâûõ îñòàòêîâ è ïåðåíîñîì ýíåðãèè îò òèðîçèíî-
âûõ îñòàòêîâ (Tyr � Trp). Ýòî îòíîøåíèå ìîæåò áûòü
ðàâíûì åäèíèöå, åñëè íåò ïåðåíîñà ýíåðãèè îò òèðîçèíî-
âûõ ê òðèïòîôàíîâûì îñòàòêàì. Îäíàêî ýêñïåðèìåí-
òàëüíî áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî (I280/I297)365 < 1. Òàêîå ñî-
îòíîøåíèå ìîæåò èìåòü ìåñòî òîëüêî â ñëó÷àå èçìåíå-
íèÿ ñïåêòðà ïîãëîùåíèÿ, âûçâàííîãî ðàçâîðà÷èâàíèåì
áåëêà, êîòîðîå ìîæåò âûçûâàòü óìåíüøåíèå âåëè÷èíû
(I280/I297)365, åñëè äëÿ êîýôôèöèåíòà ìîëÿðíîé ýêñòèíê-
öèè å ñïðàâåäëèâî ñîîòíîøåíèå (å280/å297)N < (å280/å297)U.
Èçìåíåíèå ôîðìû ñïåêòðà ïîãëîùåíèÿ ïðè ðàçâîðà÷èâà-
íèè áåëêà äîëæíî áûòü çíà÷èòåëüíûì, äëÿ òîãî ÷òîáû
ïðåâçîéòè ýôôåêò ïåðåíîñà ýíåðãèè Tyr � Trp, êîòîðûé,
íàïðîòèâ, ïðèâîäèò ê ïðåâûøåíèþ I280 íàä I297.

Íàøå îáúÿñíåíèå ïîëó÷åííîãî ñîîòíîøåíèÿ (I280/I297)365 <
< 1 îñíîâûâàåòñÿ íà äàííûõ ðàáîòû Àêñåëñåíà ñ ñîòðóä-
íèêàìè (Axelsen et al., 1991), â êîòîðîé áûëî ïîêàçàíî
äîñòîâåðíîå ðàçëè÷èå ñïåêòðîâ âòîðîé ïðîèçâîäíîé ïî-
ãëîùåíèÿ GlnBP äèêîãî òèïà è ÷åòûðåõ ìóòàíòíûõ ôîðì
GlnBP ïî îäíîìó èç òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ. Ñïåêòðû
âòîðîé ïðîèçâîäíîé ïîãëîùåíèÿ ñâèäåòåëüñòâóþò î íà-
ëè÷èè íåáîëüøîãî ïëå÷à â ñïåêòðàõ ïîãëîùåíèÿ (ò. å.
îòðèöàòåëüíîé âòîðîé ïðîèçâîäíîé) ïðè 293 íì äëÿ äè-

êîãî òèïà è ìóòàíòíûõ ôîðì ñ çàìåíîé Trp 220 íà òèðî-
çèíîâûé èëè ôåíèëàëàíèíîâûé îñòàòîê. Òàêèì îáðàçîì,
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî çà ïëå÷î â ñïåêòðå ïîãëîùåíèÿ îòâåò-
ñòâåí Trp 32 (Àxelsen et al., 1991).

Ýòî ïëå÷î â äëèííîâîëíîâîé îáëàñòè ñïåêòðà ïîãëî-
ùåíèÿ GlnBP áûëî íàäåæíî çàðåãèñòðèðîâàíî è â íàøèõ
ýêñïåðèìåíòàõ (ðèñ. 9, à). Ñîãëàñíî íàøèì äàííûì,
Trp 220 äàåò îñíîâíîé âêëàä íà äëèííîâîëíîâîì ó÷àñòêå
ñïåêòðà ïîãëîùåíèÿ GlnBP. Ýòîò âûâîä ñäåëàí íà îñíî-
âàíèè çàâèñèìîñòè ïàðàìåòðà À îò äëèíû âîëíû âîçáóæ-
äåíèÿ (ðèñ. 9, á). Êàê áûëî ïîêàçàíî âûøå, òèðîçèíîâûå
îñòàòêè äàþò íåçíà÷èòåëüíûé âêëàä â ñïåêòð ôëóîðåñ-
öåíöèè íàòèâíîãî GlnBP. Âñëåäñòâèå ýòîãî çàâèñèìîñòü
ïàðàìåòðà À îò äëèíû âîëíû âîçáóæäåíèÿ ìîæåò îïðå-
äåëÿòüñÿ òîëüêî èçìåíåíèåì îòíîñèòåëüíîãî âêëàäà
Trp 32 è Trp 220 â ñóììàðíóþ ôëóîðåñöåíöèþ áåëêà. Õà-
ðàêòåð ýòîé çàâèñèìîñòè ïîçâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî
âêëàä Trp c áîëåå äëèííîâîëíîâûì ïîëîæåíèåì ñïåêòðà
ôëóîðåñöåíöèè âîçðàñòàåò ñ óâåëè÷åíèåì äëèíû âîëíû.
Íà ðèñ. 9, â ïðåäñòàâëåíû ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè íà-
òèâíîãî GlnBP ïðè âîçáóæäåíèè íà 297 è 280 íì, êîòî-
ðûå ïîñòðîåíû ñ ó÷åòîì îïðåäåëåííîãî ñîîòíîøåíèÿ
(I280/I297)365 = 0.93 (ñì. ðèñ. 8), à òàêæå ðàçíîñòíûé ñïåêòð
I297 (ë) – I280 (ë):

ÄI(ë) = I297(ë) – I280(ë) = ÄI297(Äå Trp 220) –

– ÄI280(Tyr �Trp 220) – ÄI280(Tyr �Trp 32). (8)

Âåëè÷èíà ÄI(ë) ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé òó ÷àñòü ôëóî-
ðåñöåíöèè Trp 220, êîòîðàÿ îïðåäåëÿåòñÿ ïðåâûøåíèåì
ïîãëîùåíèÿ ýòîãî îñòàòêà íà äëèííîâîëíîâîì êðàþ
ñïåêòðà ïîãëîùåíèÿ ÄI297(Äå Trp 220). Â âûðàæåíèè (8)
âåëè÷èíû ÄI280(Tyr �Trp 220) è ÄI280(Tyr �Trp 32) ïðåä-
ñòàâëÿþò ñîáîé ÷àñòè ôëóîðåñöåíöèè Trp 220 è Trp 32,
êîòîðûå îïðåäåëÿþòñÿ èõ ïåðåõîäîì â âîçáóæäåííîå ñî-
ñòîÿíèå ïðè ïåðåíîñå ýíåðãèè îò òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ
ïðè âîçáóæäåíèè ñâåòîì ñ äëèíîé âîëíû 280 íì.

Ñòðóêòóðà è ñòàáèëüíîñòü ãëóòàìèíñâÿçûâàþùåãî áåëêà èç Escherichia coli 997

Ò à á ë è ö à 4

Õàðàêòåðèñòèêà ìèêðîîêðóæåíèÿ
òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ GlnBP

Tyr N

Ïîòåíöèàëüíûå
òóøèòåëè òèðî-
çèíîâîé ôëóî-

ðåñöåíöèè

R, Å

Àòîìû êèñëîðîäà
ñâÿçàííîé âîäû

NÍÎÍ RÎÍ, Å

24 52 O Thr 11 3.1

OG1 Thr 11 5.6

43 46 NE1 Thp 32 4.2 317 5.3

85 83 OD1 Asp 28 2.9 225 3.1

OD2 Asp 28 3.6

86 68 OH Tyr 217 3.8

123 35 OD2 Asn 127 3.6

143 61 OD2 His 156 3.9 281 2.7

163 47 OG1 Thr 167 5.6

185 56 OG Ser 88 3.7 332 3.1

213 64 O Tyr 85 2.7 231 4.3

N Tyr 85 3.5

217 66 OH Tyr 86 3.8

OXT Glu 224 4.5

Ï ð è ì å ÷ à í è å. N — ÷èñëî àòîìîâ â ìèêðîîêðóæåíèè àòîìà
êèñëîðîäà ãèäðîêñèëüíîé ãðóïïû òèðîçèíîâîãî îñòàòêà; NÍÎÍ — íîìåð
ìîëåêóëû ñâÿçàííîé âîäû; R — ðàññòîÿíèå îò àòîìà O èëè N îñòàòêîâ —
ïîòåíöèàëüíûõ òóøèòåëåé òèðîçèíîâîé ôëóîðåñöåíöèè — äî öåíòðà
ôåíîëüíîãî êîëüöà ñîîòâåòñòâóþùåãî òèðîçèíîâîãî îñòàòêà; Å; RÎÍ —
ðàññòîÿíèå îò àòîìà êèñëîðîäà ãèäðîêñèëüíîé ãðóïïû òèðîçèíîâîãî
îñòàòêà äî àòîìà êèñëîðîäà ñâÿçàííîé âîäû.

Ðèñ. 8. Èçìåíåíèå èíòåíñèâíîñòè òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåí-
öèè (ëðåã. = 365 íì) GlnBP ïðè âîçáóæäåíèè ñâåòîì ñ äëèíàìè
âîëí 297 (1) è 280 (2) íì â ïðîöåññå ðàçâîðà÷èâàíèÿ áåëêà ïîä

äåéñòâèåì GdnHCl.

Âñå âåëè÷èíû íîðìèðîâàíû íà âåëè÷èíó èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè
íàòèâíîãî áåëêà ïðè äëèíå âîëíû âîçáóæäåíèÿ 297 íì, âåëè÷èíà èíòåí-
ñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ðàçâåðíóòîãî áåëêà ïðè âîçáóæäåíèè ñâåòîì ñ
äëèíîé âîëíû 280 íì áûëà ïðèðàâíåíà ê âåëè÷èíå èíòåíñèâíîñòè ôëóî-
ðåñöåíöèè ðàçâåðíóòîãî áåëêà ïðè âîçáóæäåíèè ñâåòîì ñ äëèíîé âîëíû

297 íì.



Ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ áî-
ëåå ÷óâñòâèòåëåí ê èõ ìèêðîîêðóæåíèþ, ÷åì ñïåêòð ïî-
ãëîùåíèÿ. Ðàçëè÷èÿ ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ îòäåëüíûõ
òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ íåâåëèêè è îáû÷íî íå ïðèíè-
ìàþòñÿ â ðàñ÷åò ïðè àíàëèçå ôëóîðåñöåíòíûõ äàííûõ.
GlnBP — íåîáû÷íûé áåëîê, â êîòîðîì îäèí èç äâóõ
òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ íåñîìíåííî èãðàåò ãëàâíóþ
ðîëü â ïîãëîùåíèè â äëèííîâîëíîâîé îáëàñòè ñïåêòðà.
Àíàëèç ôëóîðåñöåíòíûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ è
õàðàêòåðèñòèê ìèêðîîêðóæåíèÿ äâóõ òðèïòîôàíîâûõ
îñòàòêîâ GlnBP ïîçâîëèë íàì ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî
Trp 220 ÿâëÿåòñÿ òåì îñòàòêîì, êîòîðûé èãðàåò ãëàâíóþ
ðîëü âî ôëóîðåñöåíöèè áåëêà â ñëó÷àå âîçáóæäåíèÿ íà
äëèííîâîëíîâîì êðàþ ñïåêòðà ïîãëîùåíèÿ. Ïîçäíåå
ýòîò âûâîä äîëæåí áûòü äîêàçàí ïîâòîðíûì èçó÷åíèåì
ìóòàíòíûõ ôîðì Trp32Phe è Trp 220Phe GlnBP. Îäíàêî
ìû ïîëàãàåì, ÷òî îòðàáîòàííûé ïîäõîä, îñíîâàííûé íà
àíàëèçå ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ôëóîðåñöåíòíûõ äàííûõ ñ
ó÷åòîì õàðàêòåðèñòèê ìèêðîîêðóæåíèÿ òðèïòîôàíîâûõ
îñòàòêîâ è îñîáåííîñòåé èõ ëîêàëèçàöèè â áåëêå, ýôôåê-
òèâåí è îáëàäàåò ïðåäñêàçàòåëüíîé ñèëîé. Â ñàìîì äåëå,
ýòîò ïîäõîä óæå ïîçâîëèë íàì ïðåäïîëîæèòü, ÷òî òóøå-
íèå åäèíñòâåííîãî Trp 48 àçóðèíà åãî ìåäíûì öåíòðîì
èìååò äàëüíîäåéñòâóþùèé õàðàêòåð è âûçâàíî óäàëåíè-
åì ýëåêòðîíà îò èíäîëüíîãî êîëüöà â âîçáóæäåííîì ñî-
ñòîÿíèè (Turoverov et al., 1985), ÷òî ïîçäíåå áûëî äîêà-
çàíî ýêñïåðèìåíòàëüíî (Petrich et al., 1987). Áîëåå òîãî,
ìû òàêæå ïîêàçàëè ñóùåñòâîâàíèå «ïîëîñòåé» âáëèçè
Trp 48 è òî, ÷òî óíèêàëüíî êîðîòêîâîëíîâûé ñïåêòð ôëó-
îðåñöåíöèè àçóðèíà îïðåäåëÿåòñÿ íå ñòîëüêî âûñîêîé
ïëîòíîñòüþ è æåñòêîñòüþ, ñêîëüêî èñêëþ÷èòåëüíî ãèä-
ðîôîáíûì õàðàêòåðîì åãî ìèêðîîêðóæåíèÿ (Turoverov
et al., 1985). Ïîçæå ýòî íàøå çàêëþ÷åíèå íàøëî ïîäòâåð-
æäåíèå â ðàáîòå Ðåøåòíÿê ñ ñîòðóäíèêàìè (Reshetnyak
et al., 2001). Â ñëó÷àå àêòèíà ýòîò ïîäõîä ïîçâîëèë íàì

ïðåäñêàçàòü âêëàä ðàçíûõ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ â
ñóììàðíóþ ôëóîðåñöåíöèþ ýòîãî áåëêà (Kuznetsova
et al., 1999). Íà îñíîâàíèè àíàëèçà ìèêðîîêðóæåíèÿ
òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ è îñîáåííîñòåé èõ ëîêàëèçàöèè
â ìàêðîìîëåêóëå àêòèíà ìû ñäåëàëè âûâîä î òîì, ÷òî
Trp 79 è Trp 86 íå âíîñÿò çíà÷èòåëüíîãî âêëàäà âî ôëóî-
ðåñöåíöèþ èç-çà íàëè÷èÿ òóøàùèõ ãðóïï âáëèçè íèõ
(îñîáåííî SG àòîìà Ñys 10 âáëèçè NE1-àòîìà èíäîëü-
íîãî êîëüöà Trp 86) è ýôôåêòèâíîãî ïåðåíîñà ýíåðãèè
ìåæäó íèìè, òîãäà êàê îñíîâíîé âêëàä â ñóììàðíóþ
ôëóîðåñöåíöèþ àêòèíà âíîñÿò äâà äðóãèõ òðèïòîôàíî-
âûõ îñòàòêà (Trp 340 è Trp 356), êîòîðûå ðàñïîëîæåíû â
ãèäðîôîáíîì ìèêðîîêðóæåíèè (Kuznetsova et al., 1999).
Íàøè âûâîäû áûëè ïîëíîñòüþ ïîäòâåðæäåíû â ýêñïåðè-
ìåíòàõ ïî èçó÷åíèþ ôëóîðåñöåíöèè ìóòàíòíûõ ôîðì
ðåêîìáèíàíòíîãî àêòèíà ñ òðèïòîôàíîâûìè îñòàòêàìè,
çàìåíåííûìè íà ôåíèëàëàíèíîâûå (Doyle et al., 2001).

Ê ñîæàëåíèþ, ïðè÷èíû àíîìàëüíîãî ñïåêòðà ïîãëî-
ùåíèÿ Trp 220 îñòàþòñÿ íåâûÿñíåííûìè. Êðîìå òîãî,
íåÿñíî, êàê ÷àñòî òàêîå ðàçëè÷èå â ñïåêòðàõ ïîãëîùåíèÿ
îòäåëüíûõ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ âñòðå÷àåòñÿ â áåë-
êàõ. Ñóùåñòâîâàíèå ðàçëè÷èé â ñïåêòðàõ ïîãëîùåíèÿ
(âîçáóæäåíèÿ) è ñïåêòðàõ ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíî-
âûõ îñòàòêîâ ìîæåò áûòü ïîëåçíûì ïðè ðàçðàáîòêå ïîä-
õîäà äëÿ ðàçëîæåíèÿ ìíîãîêîìïîíåíòíîãî áåëêîâîãî
ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè íà ñîñòàâëÿþùèå.

Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû ýòîé ðàáîòû ñâèäåòåëü-
ñòâóþò î òîì, ÷òî õàðàêòåðèñòèêè òðèïòîôàíîâîé ôëóî-
ðåñöåíöèè ïðè âîçáóæäåíèè ñâåòîì ñ äëèíàìè âîëí 280
è 297 íì ìîãóò ðàçëè÷àòüñÿ. Ýòîò ôàêò ñëåäóåò ó÷èòû-
âàòü ïðè ðàñ÷åòå âêëàäà òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â ñóììàð-
íóþ ôëóîðåñöåíöèþ áåëêà ïðè âîçáóæäåíèè ñâåòîì ñ
äëèíîé âîëíû 280 íì. Êðîìå òîãî, ýòîò ýôôåêò, î÷åâèä-
íî, ìîæåò ÿâëÿòüñÿ ïðè÷èíîé ðàçëè÷èé â äëèííîâîëíî-
âîé îáëàñòè ñïåêòðîâ ôëóîðåñöåíöèè íåêîòîðûõ áåëêîâ

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

Ðèñ. 9. Ñïåêòðàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè GlnBP.

à — ñïåêòð ïîãëîùåíèÿ; á — çàâèñèìîñòü âåëè÷èíû ïàðàìåòðà A îò äëèíû âîëíû âîçáóæäåíèÿ; â — ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè ïðè äëèíàõ âîëí âîçáóæ-
äåíèÿ 297 (êðèâàÿ 1) è 280 (êðèâàÿ 2) íì. Êðèâàÿ 3 — ÄI (ë) = I297(ë) – I280(ë).



(ïðèâåäåííûõ ê èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ïðè
365 íì), èçìåðåííûõ ïðè âîçáóæäåíèè ñâåòîì ñ äëèíàìè
âîëí 280 è 297 íì. Â ýòîì ñëó÷àå äëÿ ïðåäñòàâëåíèÿ òà-
êèõ ñïåêòðîâ â ñîïîñòàâèìûõ åäèíèöàõ íåîáõîäèìî ó÷è-
òûâàòü âåëè÷èíó îòíîøåíèÿ (I280/I297)365. Äëÿ îïðåäåëå-
íèÿ ýòîãî îòíîøåíèÿ íàðÿäó ñî ñïåêòðàìè ôëóîðåñöåí-
öèè íàòèâíîãî áåëêà íåîáõîäèìî èçìåðÿòü ñïåêòðû
ôëóîðåñöåíöèè ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîãî áåëêà ïðè âîç-
áóæäåíèè ñâåòîì ñ äëèíàìè âîëí 280 è 297 íì.

Ð à â í î â å ñ í û å ç à â è ñ è ì î ñ ò è è í ò å í ñ è â í î -
ñ ò è ò ð è ï ò î ô à í î â î é ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è è è ïàðàìåò-
ðà À, õàðàêòåðèçóþùåãî ïîëîæåíèå ñïåêòðà ôëóîðåñöåí-
öèè, ñâèäåòåëüñòâóåò î ñóùåñòâîâàíèè ïî êðàéíåé ìåðå
äâóõ ïåðåõîäîâ â îáëàñòè êîíöåíòðàöèé îò 0 äî 3 Ì
GdnHCl (ðèñ. 5, à, â). Îáû÷íî ñäâèãè ñïåêòðîâ ôëóîðåñ-
öåíöèè õàðàêòåðèçóþò èçìåíåíèåì ïîëîæåíèÿ èõ ìàêñè-
ìóìîâ. Îäíàêî òðóäíî òî÷íî îïðåäåëèòü ìàêñèìóì øè-
ðîêîãî ãëàäêîãî ñïåêòðà, òàêîãî êàê ñïåêòð ôëóîðåñöåí-
öèè GlnBP. Ïîýòîìó ìû èñïîëüçóåì äëÿ ðåãèñòðàöèè
ñäâèãîâ ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè îòíîøåíèå èíòåíñèâíî-
ñòåé ôëóîðåñöåíöèè, èçìåðåííûõ íà äâóõ ïðîòèâîïî-
ëîæíûõ ñêëîíàõ ñïåêòðà (À = I320/I365). Ýòà õàðàêòåðèñòè-
êà ÷óâñòâèòåëüíà äàæå ê íåáîëüøèì ñäâèãàì ñïåêòðà
ôëóîðåñöåíöèè, ïîñêîëüêó èíòåíñèâíîñòè I320 è I365 ðåãè-
ñòðèðóþòñÿ íà êðóòûõ ó÷àñòêàõ ñïåêòðà è èçìåíåíèå
ýòèõ âåëè÷èí ïðè ñäâèãå ñïåêòðà âõîäèò ñ ðàçíûì çíà-
êîì â îòíîøåíèè I320/I365 (Tóðîâåðîâ è äð., 1998; Turove-
rov, Kuznetsova, 2003). Ïîëó÷åííûå çàâèñèìîñòè ïàðà-
ìåòðà A îò êîíöåíòðàöèè GdnHCl câèäåòåëüñòâóþò î
òîì, ÷òî ïåðâûé ïåðåõîä íà÷èíàåòñÿ ïðè íåáîëüøèõ êîí-
öåíòðàöèÿõ GdnHCl (0.2 Ì) è çàêàí÷èâàåòñÿ ïðè 0.7 Ì
GdnHCl, à âòîðîé ïåðåõîä, ñîîòâåòñòâóþùèé, î÷åâèäíî,
ðàçâîðà÷èâàíèþ ñòðóêòóðû áåëêà, íà÷èíàåòñÿ ïðè 1.4 Ì
GdnHCl è çàêàí÷èâàåòñÿ ïðè 2.1 Ì GdnHCl.

Â îòëè÷èå îò èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè è ïîëî-
æåíèÿ ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè âåëè÷èíà àíèçîòðîïèè
ôëóîðåñöåíöèè îñòàåòñÿ íåèçìåííîé äî 1.4 Ì GdnHCl,
ò. å. äî íà÷àëà âòîðîãî ïåðåõîäà. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü,
÷òî â îáëàñòè îò 0.0 äî 1.4 Ì GdnHCl áåëîê ñîõðàíÿåò
ãëîáóëÿðíóþ ñòðóêòóðó è äîñòàòî÷íî æåñòêîå ìèêðîîê-
ðóæåíèå òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ, êîòîðîå îãðàíè÷èâàåò
âíóòðèìîëåêóëÿðíóþ ïîäâèæíîñòü èíäîëüíûõ êîëåö.
Ýòî ïðåäïîëîæåíèå íå ïðîòèâîðå÷èò ýêñïåðèìåíòàëü-
íûì äàííûì îá èçìåíåíèè ïîëîæåíèÿ ñïåêòðà ôëóîðåñ-
öåíöèè è ÊÄ â áëèæíåé ÓÔ-îáëàñòè ñïåêòðà. Ïðè èçó÷å-
íèè ðåëàêñàöèîííûõ ñâîéñòâ ñòðóêòóðû áåëêà íåîáõîäè-
ìî ðàçëè÷àòü ïîäâèæíîñòü ìèêðîîêðóæåíèÿ òðèïòîôà-
íîâûõ îñòàòêîâ è ïîäâèæíîñòü ñàìèõ òðèïòîôàíîâûõ
îñòàòêîâ. Ïîëîæåíèå ñïåêòðà òðèïòîôàíîâîé ôëóî-
ðåñöåíöèè è ôîðìà ñïåêòðà ÊÄ â áëèæíåé ÓÔ-îáëàñ-
òè ñïåêòðà çàâèñÿò îò ïîäâèæíîñòè ìèêðîîêðóæåíèÿ
òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ, òîãäà êàê âåëè÷èíà àíèçîòðî-
ïèè ôëóîðåñöåíöèè îïðåäåëÿåòñÿ ïîäâèæíîñòüþ ñàìèõ
òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ. Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî âûðà-
æåííûé äëèííîâîëíîâûé ñäâèã ñïåêòðà òðèïòîôàíîâîé
ôëóîðåñöåíöèè íå îáÿçàòåëüíî îòðàæàåò çíà÷èòåëü-
íîå óâåëè÷åíèå ïîäâèæíîñòè ìèêðîîêðóæåíèÿ òðèïòî-
ôàíîâûõ îñòàòêîâ (Êóçíåöîâà, Òóðîâåðîâ, 1983; Òóðîâå-
ðîâ, Êóçíåöîâà, 1998). Áîëåå òîãî, äëèííîâîëíîâûé
ñäâèã ñïåêòðà òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè ìîæåò ñî-
ïðîâîæäàòüñÿ óâåëè÷åíèåì âåëè÷èíû àíèçîòðîïèè ôëó-
îðåñöåíöèè (Òóðîâåðîâ è äð., 1998; Turoverov et al.,
1999).

Êðîìå òîãî, âîçìîæíî äðóãîå, áîëåå ïðîñòîå îáúÿñíå-
íèå ýòîãî ýôôåêòà. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü íàëîæåíèå äâóõ

ôàêòîðîâ, ïðîòèâîïîëîæíûõ ïî ñâîåìó âëèÿíèþ íà âåëè-
÷èíó àíèçîòðîïèè òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè: óâåëè-
÷åíèå ïîäâèæíîñòè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ, êîòîðîå
ñîïðîâîæäàåòñÿ óìåíüøåíèåì àíèçîòðîïèè ôëóîðåñ-
öåíöèè, è óìåíüøåíèå âðåìåíè æèçíè òðèïòîôàíîâîé
ôëóîðåñöåíöèè (òàáë. 1), êîòîðîå ñîïðîâîæäàåòñÿ óâå-
ëè÷åíèåì àíèçîòðîïèè ôëóîðåñöåíöèè. Ñóùåñòâåí-
íîå ðàçðóøåíèå âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû GlnBP â îáëàñòè
0.1—0.6 Ì GdnHCl, î êîòîðîì ñâèäåòåëüñòâóþò äàí-
íûå ÊÄ â äàëüíåé ÓÔ-îáëàñòè ñïåêòðà (ðèñ. 5, ã), ïîä-
òâåðæäàåò ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ÷àñòè÷íîå ðàçâîðà-
÷èâàíèå GlnBP â ýòîé îáëàñòè êîíöåíòðàöèé GdnHCl cîï-
ðîâîæäàåòñÿ óâåëè÷åíèåì ïîäâèæíîñòè òðèïòîôàíîâûõ
îñòàòêîâ.

Äëÿ òîãî ÷òîáû îõàðàêòåðèçîâàòü ÷àñòè÷íî-câåðíó-
òûå ïåðåõîäíûå ñîñòîÿíèÿ GlnBP, áûëî èçó÷åíî ñâÿçû-
âàíèå ãèäðîôîáíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî êðàñèòåëÿ ÀÍÑ
(ðèñ. 5, ä). Cóùåñòâåííîå óâåëè÷åíèå ôëóîðåñöåíöèè
ÀÍÑ â îáëàñòè ïåðåõîäà N � I1 ìîãëî áû áûòü ñâÿçàíî ñ
âîçíèêíîâåíèåì ñîñòîÿíèÿ, ïîõîæåãî íà «ðàñïëàâëåí-
íóþ ãëîáóëó». Ýòî ïðåäïîëîæåíèå, îäíàêî, ïðîòèâîðå-
÷èò äàííûì ÊÄ â äàëüíåé ÓÔ-îáëàñòè ñïåêòðà, êîòîðûå
ñâèäåòåëüñòâóþò î ðàçðóøåíèè âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû
GlnBP â ðåçóëüòàòå ïåðåõîäà N � I1.

Íåñìîòðÿ íà ñëîæíûé õàðàêòåð äåíàòóðàöèè GlnBP,
áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî äåíàòóðàöèÿ GlnBP îáðàòèìà.
Ôëóîðåñöåíòíûå õàðàêòåðèñòèêè GlnBP â ðàñòâîðàõ
1.38, 0.71, 0.50 è 0.43 Ì GdnHCl íå çàâèñÿò îò òîãî, áûëè
ýòè ðàñòâîðû ïîëó÷åíû â ïðîöåññå äåíàòóðàöèè èëè ðå-
íàòóðàöèè èç 3.0 Ì GdnHCl (ðèñ. 5, à—â, ä).

Ê è í å ò è ÷ å ñ ê è å ý ê ñ ï å ð è ì å í ò û. Î ï ð å ä å ë å -
í è å ê î í ñ ò à í ò ñ ê î ð î ñ ò å é ï ð î ö å ñ ñ î â ñ â î ð à ÷ è -
â à í è ÿ — ð à ç â î ð à ÷ è â à í è ÿ. Êàê óæå îòìå÷àëîñü,
ïðîöåññ äåíàòóðàöèè GlnBP/Gln ïðîèñõîäèò çíà÷èòåëü-
íî ìåäëåííåå äåíàòóðàöèè GlnBP (ðèñ. 7). Ìîæíî áûëî
áû îæèäàòü, ÷òî ïðîìåæóòî÷íûå ñîñòîÿíèÿ, îáíàðóæåí-
íûå â ñòàöèîíàðíûõ ýêñïåðèìåíòàõ, áóäóò òàêæå çàðåãè-
ñòðèðîâàíû è â êèíåòè÷åñêèõ ýêñïåðèìåíòàõ. Òåì íå ìå-
íåå êèíåòè÷åñêèå çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñ-
öåíöèè GlnBP íå èìåþò ýêñòðåìóìîâ. Ïîýòîìó ìû
îáðàáàòûâàëè ýòè êðèâûå â ðàìêàõ ìîäåëè îäíîñòàäèé-
íîãî, îáðàòèìîãî ïåðåõîäà
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ãäå N — íàòèâíîå ñîñòîÿíèå, U — ðàçâåðíóòîå ñîñòîÿ-
íèå, k1 è k–1 — êîíñòàíòû ñêîðîñòåé ïðÿìîé è îáðàòíîé
ðåàêöèè. Â ýòîì ñëó÷àå îòíîñèòåëüíàÿ èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè I(t) câÿçàíà ñ êîíñòàíòàìè ñêîðîñòåé
ïðÿìîé è îáðàòíîé ðåàêöèé ñîîòíîøåíèåì
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Çäåñü KUN = IU /IN, IU è IN — èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-
öèè áåëêà â íàòèâíîì è ðàçâåðíóòîì ñîñòîÿíèÿõ ñîîòâåò-
ñòâåííî, I0 — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ïðè t �0.
Íà îñíîâàíèè ðåçóëüòàòîâ ñòàöèîíàðíûõ ýêñïåðèìåíòîâ
(ðèñ. 5, à, á) çíà÷åíèå âåëè÷èíû KUN áûëî âçÿòî ðàâíûì
0.156. Âåëè÷èíû êîíñòàíò ñêîðîñòåé ki è I0 áûëè îïðåäå-
ëåíû ñ ïîìîùüþ ìåòîäà íàèìåíüøèõ êâàäðàòîâ êàê çíà-
÷åíèÿ, îòâå÷àþùèå ìèíèìóìó ôóíêöèè

Ñòðóêòóðà è ñòàáèëüíîñòü ãëóòàìèíñâÿçûâàþùåãî áåëêà èç Escherichia coli 999
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ãäå Iýêñï.(t) è I(ki, t) — ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ è ðàñ÷åòíàÿ âå-
ëè÷èíû èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ñîîòâåòñòâåííî.
Äëÿ ïðèìåðà íà ðèñ. 10 ïðèâåäåíû ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ
êèíåòè÷åñêàÿ êðèâàÿ, ïîëó÷åííàÿ ïðè ïåðåâîäå GlnBP â
ðàñòâîð GdnHCl ñ êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèåé 1.34 Ì, è
ðàñ÷åòíàÿ êðèâàÿ, íàèëó÷øèì îáðàçîì îòâå÷àþùàÿ ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíûì äàííûì. Ýòîé ðàñ÷åòíîé êðèâîé îòâå-
÷àþò êîíñòàíòû ñêîðîñòåé k1 = 2.21 c–1 è k–1 = 0.92 c–1.
Èç äàííûõ ðèñ. 10 î÷åâèäíî, ÷òî îòêëîíåíèå ðàñ÷åòíîé
çàâèñèìîñòè îò ýêñïåðèìåíòàëüíîé íå íîñèò ñòàòèñòè÷å-
ñêîãî õàðàêòåðà. Çàâèñèìîñòè êîíñòàíò ñêîðîñòåé ki îò
êîíöåíòðàöèè GdnHCl ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 11. Êàê âèä-
íî, õàðàêòåð çàâèñèìîñòè êîíñòàíòû ñêîðîñòè k–1 îò êîí-
öåíòðàöèè GdnHCl îêàçàëñÿ äîñòàòî÷íî íåîæèäàííûì.
Î÷åâèäíî, ïðîñòàÿ ñõåìà (9) íå ìîæåò îïèñàòü ñëîæíûé
ïðîöåññ ðàçâîðà÷èâàíèÿ. Òåì íå ìåíåå ýòà ñõåìà äàåò äî-
âîëüíî ðåàëèñòè÷íûå ðåçóëüòàòû äëÿ GlnBP ïðè êîíöåí-
òðàöèÿõ GdnHCl âûøå 1.4 Ì è äëÿ êîìïëåêñà GlnBP/Gln
âî âñåé îáëàñòè êîíöåíòðàöèé GdnHCl (ðèñ. 11).

Ïîëó÷åííûé äëÿ êîìïëåêñà GlnBP/Gln ðåçóëüòàò
ìîæíî îáúÿñíèòü ñäâèãîì ïåðåõîäà N I)

1
(è, âîçìîæíî,

I I
1
)

2
) â îáëàñòü áîëåå âûñîêèõ êîíöåíòðàöèé GdnHCl,

â êîòîðîé íà÷èíàåòñÿ ðàçâîðà÷èâàíèå ñòðóêòóðû áåëêà;
ýòî îçíà÷àåò, ÷òî äëÿ êîìïëåêñà GlnBP/Gln íåò òàêèõ
êîíöåíòðàöèé GdnHCl, ïðè êîòîðûõ èíòåðìåäèàòû I1 è I2

ìîãëè áû ñóùåñòâåííî íàêàïëèâàòüñÿ.
È ñ ñ ë å ä î â à í è å ï ð î ö å ñ ñ î â ñ â î ð à ÷ è â à í è ÿ

è ð à ç â î ð à ÷ è â à í è ÿ á å ë ê î â ì å ò î ä î ì ï ð å ä -
ñ ò à â ë å í è ÿ â ï à ð à ì å ò ð è ÷ å ñ ê î ì â è ä å ä â ó õ í å -
ç à â è ñ è ì û õ ý ê ñ ò å í ñ è â í û õ õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê ñ è -
ñ ò å ì û. Äëÿ áîëåå ïîäðîáíîãî èçó÷åíèÿ ïðîöåññà ðàçâî-
ðà÷èâàíèÿ GlnBP è äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÷èñëà ïðîìå-
æóòî÷íûõ ñîñòîÿíèé, âîçíèêàþùèõ ïðè ïåðåõîäå áåëêà
èç íàòèâíîãî ñîñòîÿíèÿ â ðàçâåðíóòîå, ìû èñïîëüçîâàëè
ìåòîä ôàçîâûõ äèàãðàìì (Kuznetsova et al., 2002a, 2002b,

2004; Stepanenko et al., 2004). Ýòîò ìåòîä çàêëþ÷àåòñÿ â
ïîñòðîåíèè ïàðàìåòðè÷åñêèõ çàâèñèìîñòåé ìåæäó äâó-
ìÿ íåçàâèñèìûìè ýêñòåíñèâíûìè õàðàêòåðèñòèêàìè ñè-
ñòåìû. Ëþáàÿ ýêñòåíñèâíàÿ õàðàêòåðèñòèêà ñèñòåìû, ñî-
ñòîÿùåé èç äâóõ êîìïîíåíò, îïðåäåëÿåòñÿ ïðîñòûì âû-
ðàæåíèåì

I(è) = á1(è)I1 + á2(è)I2, (12)

ãäå I1 è I2 — çíà÷åíèÿ I(è), îòâå÷àþùèå 100%-íîìó ñî-
äåðæàíèþ â ñèñòåìå ïåðâîé è âòîðîé êîìïîíåíò ñîîò-
âåòñòâåííî, à á1(è) è á2(è) — îòíîñèòåëüíûå äîëè ýòèõ
êîìïîíåíò â ñèñòåìå, á1(è ) + á2(è) = 1, è — ëþáîé ïàðà-
ìåòð, ïðè èçìåíåíèè âåëè÷èíû êîòîðîãî èçìåíÿåòñÿ
äîëÿ êîìïîíåíò â ñèñòåìå. Â êà÷åñòâå òàêîãî ïàðàìåòðà
ìîãóò âûñòóïàòü, íàïðèìåð, êîíöåíòðàöèÿ äåíàòóðàíòà,
òåìïåðàòóðà ðÍ ðàñòâîðà è ò. ï. Ñîîòíîøåíèå (12) ïðè-
ìåíèìî òîëüêî äëÿ ýêñòåíñèâíûõ õàðàêòåðèñòèê, îïèñû-
âàþùèõ ñèñòåìó êîëè÷åñòâåííî, è äîëÿ êîìïîíåíò â ñèñ-
òåìå, òàê æå êàê è êîíñòàíòà ðàâíîâåñèÿ K, ìîæåò áûòü
îïðåäåëåíà ñ ïîìîùüþ ïðîñòûõ ñîîòíîøåíèé
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(13)

1000 Îëüãà Â. Ñòåïàíåíêî, È. Ì. Êóçíåöîâà è äð.

Ðèñ. 10. Àíàëèç êèíåòè÷åñêîé êðèâîé ðàçâîðà÷èâàíèÿ GlnBP
ïîä äåéñòâèåì 1.34 Ì GdnHCl.

1, 2 — ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ êðèâàÿ (òî÷êè) è ðàñ÷åòíàÿ êðèâàÿ (ñïëîøíàÿ
ëèíèÿ), íàèëó÷øèì îáðàçîì îòâå÷àþùàÿ ýêñïåðèìåíòàëüíûì äàííûì,
êîòîðîé ñîîòâåòñòâóþò êîíñòàíòû ñêîðîñòåé k1 = 2.21 c–1 è k–1 = 0.92 c–1

ñîîòâåòñòâåííî. Êðèâàÿ 3 — îòêëîíåíèå ýêñïåðèìåíòàëüíîé êðèâîé îò
ðàñ÷åòíîé (âçâåøåííûå îñòàòêè).

Ðèñ. 11. Çàâèñèìîñòè êîíñòàíò ñêîðîñòåé k1 (1) è k–1 (2) ïðîöåñ-
ñà ðàçâîðà÷èâàíèÿ GlnBP îò êîíöåíòðàöèé GdnHCl â îòñóòñò-

âèå (à) è â ïðèñóòñòâèè (á) Gln.



Ýòè ñîîòíîøåíèÿ íå âûïîëíÿþòñÿ äëÿ èíòåíñèâíûõ õà-
ðàêòåðèñòèê ñèñòåìû, òàêèõ êàê ïîëîæåíèå ñïåêòðà ôëó-
îðåñöåíöèè, ïàðàìåòð À, àíèçîòðîïèÿ ôëóîðåñöåíöèè è
äð., îïèñûâàþùèõ ñèñòåìó êà÷åñòâåííî (Eftink, 1994;
Ýôòèíê, 1998), ÷òî, îäíàêî, ÷àñòî íå ïðèíèìàåòñÿ â ðàñ-
÷åò ïðè èññëåäîâàíèè êîíôîðìàöèîííûõ ïåðåõîäîâ áåë-
êîâ. Äëÿ ëþáûõ äâóõ íåçàâèñèìûõ ýêñòåíñèâíûõ õàðàê-
òåðèñòèê èìååì

I1(è) = á1(è)I1, 1 + á2(è)I2, 1 (14)

è

I2(è) = á1(è)I1, 2 + á2(è)I2, 2. (15)

Èñêëþ÷àÿ á1(è) è á2(è) èç ñîîòíîøåíèé (14) è (15), ìû
ïîëó÷èì çàâèñèìîñòü ìåæäó I1(è) è I2(è)

I1(è) = a + bI2(è), (16)
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.Ñîîòíîøåíèå (16)

îçíà÷àåò, ÷òî åñëè ïðè èçìåíåíèè ïàðàìåòðà è ïåðåõîä
ìåæäó ñîñòîÿíèÿìè 1 è 2 ïðîèñõîäèò ïî ïðèíöèïó «âñå
èëè íè÷åãî» áåç îáðàçîâàíèÿ ïðîìåæóòî÷íûõ ñîñòîÿíèé,
òî ðåãèñòðèðóåìàÿ ýêñïåðèìåíòàëüíî ïàðàìåòðè÷åñêàÿ çà-
âèñèìîñòü ìåæäó ëþáûìè äâóìÿ ýêñòåíñèâíûìè õàðàêòå-
ðèñòèêàìè äîëæíà áûòü ëèíåéíîé. Åñëè ýêñïåðèìåíòàëüíî
çàðåãèñòðèðîâàííàÿ ïàðàìåòðè÷åñêàÿ çàâèñèìîñòü äâóõ ýê-
ñòåíñèâíûõ õàðàêòåðèñòèê ñèñòåìû íå ÿâëÿåòñÿ ëèíåéíîé,
òî ýòî îäíîçíà÷íî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ïåðåõîä èñ-
ñëåäóåìîãî îáúåêòà èç íà÷àëüíîãî â êîíå÷íîå ñîñòîÿíèå íå
ÿâëÿåòñÿ îäíîñòàäèéíûì è ïðîèñõîäèò ñ îáðàçîâàíèåì îä-
íîãî èëè íåñêîëüêèõ ïðîìåæóòî÷íûõ ñîñòîÿíèé. Ýòîò ïîä-
õîä èñïîëüçîâàëè äëÿ òîãî, ÷òîáû îõàðàêòåðèçîâàòü ïðîìå-
æóòî÷íûå ñîñòîÿíèÿ ðÿäà áåëêîâ (Bushmarina et al., 2001;
Kuznetsova et al., 2002a, 2002b, 2004).

Õàðàêòåð ïàðàìåòðè÷åñêîé çàâèñèìîñòè ìåæäó I320 è
I365, â êîòîðîé â êà÷åñòâå ïàðàìåòðà âûáðàíà êîíöåíòðà-
öèÿ GdnHCl, ñâèäåòåëüñòâóåò î ñóùåñòâîâàíèè äâóõ ïðî-
ìåæóòî÷íûõ ñîñòîÿíèé (I1 è I2) íà ïóòè ïåðåõîäà GlnBP
èç íàòèâíîãî â ðàçâåðíóòîå ñîñòîÿíèå (ðèñ. 12):

N I I U.) ) )
1 2

(17)

Äëÿ íåêîòîðûõ êîíöåíòðàöèé GdnHCl áûëè èçìå-
ðåíû êèíåòè÷åñêèå çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè ôëóî-
ðåñöåíöèè GlnBP ïðè äëèíàõ âîëí 320 è 365 íì è ïî-
ñòðîåíû ïàðàìåòðè÷åñêèå çàâèñèìîñòè ìåæäó I320 è I365

(ðèñ. 13). Ïàðàìåòðîì â ýòîì ñëó÷àå ÿâëÿåòñÿ âðåìÿ ïî-
ñëå ïåðåâîäà áåëêà â ðàñòâîð GdnHCl ñîîòâåòñòâóþùåé
êîíöåíòðàöèè. Ïîëó÷åííûå ïàðàìåòðè÷åñêèå çàâèñè-
ìîñòè õîðîøî ñîãëàñóþòñÿ ñ àíàëîãè÷íûìè çàâèñèìî-
ñòÿìè, ïîñòðîåííûìè íà îñíîâàíèè ñòàöèîíàðíûõ èçìå-
ðåíèé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè.

Êàê è â ðàâíîâåñíûõ ýêñïåðèìåíòàõ, îáíàðóæåíî,
÷òî, õîòÿ ïðîöåññ ðàçâîðà÷èâàíèÿ GlnBP ÿâëÿåòñÿ ñëîæ-
íûì, äåíàòóðàöèÿ GlnBP îáðàòèìà. Ïàðàìåòðè÷åñêîå
ïðåäñòàâëåíèå êèíåòè÷åñêèõ çàâèñèìîñòåé èíòåíñèâíî-
ñòåé ôëóîðåñöåíöèè, èçìåðåííûõ ïðè ðåíàòóðàöèè áåë-
êà, ïîêàçûâàåò, ÷òî ðåíàòóðàöèÿ áåëêà, î÷åâèäíî, ïðîõî-
äèò ÷åðåç îáðàçîâàíèå òåõ æå ïðîìåæóòî÷íûõ ñîñòîÿ-
íèé, ÷òî è ïðè äåíàòóðàöèè áåëêà (ðèñ. 14).

Ïåðåõîä N I)
1

ïðîèñõîäèò â îáëàñòè êîíöåíòðàöèé
GdnHCl îò 0.0 äî 0.6—0.7 Ì äëÿ GlnBP. Ýòîò ïåðåõîä ñî-

ïðîâîæäàåòñÿ óìåíüøåíèåì èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-
öèè (ðèñ. 5, à), óìåíüøåíèåì ïàðàìåòðà À (ðèñ. 5, â),
óâåëè÷åíèåì âêëàäà òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â ñóììàðíóþ
ôëóîðåñöåíöèþ áåëêà (ðèñ. 4, á), à òàêæå óâåëè÷åíèåì
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ÀÍÑ (ðèñ. 5, å). Íåèçìåí-
íîñòü âåëè÷èíû àíèçîòðîïèè ôëóîðåñöåíöèè âïëîòü äî
1.1 Ì GdnHCl ïîçâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî â ýòîé îáëàñ-
òè êîíöåíòðàöèé GdnHCl áåëîê ñîõðàíÿåò ãëîáóëÿðíóþ
è äîâîëüíî æåñòêóþ ñòðóêòóðó, íåñìîòðÿ íà ñóùåñòâåí-
íîå óìåíüøåíèå ñèãíàëà ÊÄ â äàëüíåé ÓÔ-îáëàñòè ñïåê-
òðà (ñì. âûøå).

Ïåðåõîä I I
1 2
) õîðîøî ïðîÿâëÿåòñÿ â ðàâíîâåñíîé

çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè, èçìåðåííîé
ïðè 365 íì (ðèñ. 5, á), è â ïàðàìåòðè÷åñêèõ çàâèñèìî-
ñòÿõ (ðèñ. 12). Áîëåå òîãî, äëÿ GlnBP ñóùåñòâîâàíèå I2

âèäíî èç ñðàâíåíèÿ ðàâíîâåñíûõ çàâèñèìîñòåé àíèçî-
òðîïèè ôëóîðåñöåíöèè r è èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-
öèè ÀÍÑ îò êîíöåíòðàöèè GdnHCl (ðèñ. 5, ä, å). Óâåëè-
÷åíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ÀÍÑ ñîîòâåòñòâó-
åò ïåðåõîäó N � I1. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ÀÍÑ
íà÷èíàåò óìåíüøàòüñÿ ðàíüøå ïîëíîãî ðàçâîðà÷èâàíèÿ
áåëêà, ÷òî îòðàæàåòñÿ â óìåíüøåíèè àíèçîòðîïèè ôëóî-
ðåñöåíöèè. Ðàçóìíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ñóùåñòâóåò äî-
ïîëíèòåëüíûé ïåðåõîä (I1 � I2), ñîïðîâîæäàåìûé óìåíü-
øåíèåì èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ÀÍÑ, êîòîðûé
ïðåäøåñòâóåò ïîëíîìó ðàçâîðà÷èâàíèþ áåëêà (I1 � U).
Ïåðåõîä I1 � I2 ïðîèñõîäèò â îáëàñòè 0.75—1.10 Ì
GdnHCl. Â òî æå âðåìÿ íè çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè ïðè äëèíå âîëíû ðåãèñòðàöèè 320 íì, íè
çàâèñèìîñòü ïàðàìåòðà À íå äàþò íèêàêèõ ñâèäåòåëüñòâ
ñóùåñòâîâàíèÿ ïåðåõîäà â ýòîé îáëàñòè êîíöåíòðàöèé
GdnHCl. Ñîãëàñíî äàííûì ÊÄ â äàëüíåé ÓÔ-îáëàñòè
ñïåêòðà, âòîðè÷íàÿ ñòðóêòóðà òàêæå íå ìåíÿåòñÿ â ýòîé
îáëàñòè êîíöåíòðàöèé GdnHCl (ðèñ. 5, ã).

Ïåðåõîä I U
2
) ïðîèñõîäèò â îáëàñòè 1.1—2.4 Ì

GdnHCl. Â ðåçóëüòàòå ýòîãî ïåðåõîäà ðàçðóøàåòñÿ êîì-
ïàêòíàÿ ãëîáóëÿðíàÿ ñòðóêòóðà. Ïðåæäå âñåãî ýòî âèäíî

Ñòðóêòóðà è ñòàáèëüíîñòü ãëóòàìèíñâÿçûâàþùåãî áåëêà èç Escherichia coli 1001

Ðèñ. 12. Ïàðàìåòðè÷åñêèå çàâèñèìîñòè ìåæäó èíòåíñèâíîñòÿ-
ìè ôëóîðåñöåíöèè, èçìåðåííûìè ïðè äëèíàõ âîëí ðåãèñòðàöèè
320 (I320) è 365 (I365) íì, õàðàêòåðèçóþùèå ïðîöåññ ðàçâîðà÷è-
âàíèÿ GlnBP (îòêðûòûå ñèíèå êðóæêè) è åãî êîìïëåêñà ñ Gln
(îòêðûòûå êðàñíûå òðåóãîëüíèêè) ïîä äåéñòâèåì GdnHCl.

Ïàðàìåòð — êîíöåíòðàöèÿ GdnHCl. Òåìíûå êðóæêè îòâå÷àþò ïðîöåñ-
ñó ðåíàòóðàöèè GlnBP. Ïîêàçàíû ôëóîðåñöåíòíûå õàðàêòåðèñòèêè, ñî-
îòâåòñòâóþùèå íàòèâíîìó (N), ïðîìåæóòî÷íûì (I1 è I2) è ïîëíîñòüþ
ðàçâåðíóòîìó (U) ñîñòîÿíèÿì. Öèôðû ó êðèâûõ — êîíöåíòðàöèè

GdnHCl.



ïî çíà÷èòåëüíîìó äëèííîâîëíîâîìó ñäâèãó ñïåêòðà
ôëóîðåñöåíöèè, ò. å. ïî óìåíüøåíèþ ïàðàìåòðà À
(ðèñ. 5, â), ÷òî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü óâåëè÷åíèå ïî-
ëÿðíîñòè ìèêðîîêðóæåíèÿ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ.
Óìåíüøåíèå àíèçîòðîïèè ôëóîðåñöåíöèè â ýòîé îáëàñ-
òè êîíöåíòðàöèé GdnHCl (ðèñ. 5, ä) ãîâîðèò îá óâåëè÷å-
íèè ïîäâèæíîñòè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ è èõ ìèêðî-
îêðóæåíèÿ. Îá óâåëè÷åíèè ïîäâèæíîñòè ìèêðîîêðóæå-
íèÿ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ ïðè ýòèõ êîíöåíòðàöèÿõ
GdnHCl ñâèäåòåëüñòâóåò òàêæå èçìåíåíèå ñïåêòðà ÊÄ â
áëèæíåé ÓÔ-îáëàñòè ñïåêòðà (ðèñ. 6). Ñóùåñòâåííîå
óìåíüøåíèå ýëëèïòè÷íîñòè ïðè 222 íì (ðèñ. 5, ã) ñâèäå-
òåëüñòâóåò î ðàçðóøåíèè âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû áåëêà â
ðåçóëüòàòå äàííîãî ïåðåõîäà. Èíòåðåñíî, ÷òî óìåíüøå-
íèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ÀÍÑ íà÷èíàåòñÿ ïðè
êîíöåíòðàöèÿõ GdnHCl, êîòîðûå ñóùåñòâåííî ìåíüøå,
÷åì òå, ïðè êîòîðûõ íà÷èíàåòñÿ ïåðåõîä I U

2
) . Ýòî êîñ-

âåííî ïîäòâåðæäàåò ñóùåñòâîâàíèå ñîñòîÿíèÿ I2, à òàêæå
îçíà÷àåò, ÷òî ïðè ïåðåõîäå â ñîñòîÿíèå I2 áåëîê òåðÿåò
ñïîñîáíîñòü ñâÿçûâàòü ÀÍÑ.

Òàê êàê GlnBP — äâóõäîìåííûé áåëîê, ìû íå ìîæåì
íå ó÷èòûâàòü âîçìîæíîñòè òîãî, ÷òî äîìåíû ðàçâîðà÷è-
âàþòñÿ ïîñëåäîâàòåëüíî. Â òî æå âðåìÿ ïåðåõîä N � I1

íåëüçÿ îáúÿñíèòü ðàçâîðà÷èâàíèåì ìàëîãî äîìåíà (êîòî-
ðûé íå èìååò òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ), òàê êàê îí ñî-
ïðîâîæäàåòñÿ ñóùåñòâåííûìè èçìåíåíèÿìè ôëóîðåñ-
öåíòíûõ õàðàêòåðèñòèê. Ñ ïîìîùüþ FTIR áûëà ïîêàçàíà
áîëåå íèçêàÿ òåðìî÷óâñòâèòåëüíîñòü á-ñïèðàëåé áåëêà
ïî ñðàâíåíèþ ñ â-ëèñòàìè (D’Auria et al., 2005). Âîçìîæ-

íî, á-ñïèðàëè GlnBP òàêæå ìåíåå óñòîé÷èâû ê äåíàòóðè-
ðóþùåìó äåéñòâèþ GdnHCl. Â ýòîì îòíîøåíèè
ñóùåñòâåííî îòìåòèòü, ÷òî òåïëîâàÿ äåíàòóðàöèÿ (â ïðî-
òèâîïîëîæíîñòü ðàçâîðà÷èâàíèþ ïîä äåéñòâèåì
GdnHCl) íèêîãäà íå ïðèâîäèò ê ïîëíîé äåíàòóðàöèè
áåëêà. Òàêèì îáðàçîì, ìû ìîæåì ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â
íàøåì ñëó÷àå ïåðåõîä N � I1 cîïðîâîæäàåòñÿ ðàçâîðà-
÷èâàíèåì á-ñïèðàëåé, òîãäà êàê ïåðåõîä I1 � I2 ñâÿçàí ñ
ðàçðóøåíèåì â-ëèñòîâ.

Ð à ç â î ð à ÷ è â à í è å è ñ â î ð à ÷ è â à í è å ê î ì ï -
ë å ê ñ à G l n B P ñ G l n. C ò à á è ë è ç à ö è ÿ ñ ò ð ó ê ò ó ð û
G l n B P ï ð è â ç à è ì î ä å é ñ ò â è è ñ ë è ã à í ä î ì. Ñâÿ-
çûâàíèå L-ãëóòàìèíà ïðèâîäèò ê çàêðûòèþ ùåëè è ñó-
ùåñòâåííûì ñòðóêòóðíûì èçìåíåíèÿì ñ ôîðìèðîâàíèåì
òàê íàçûâàåìîé çàêðûòîé ôîðìû áåëêà (ðèñ. 1,
ôàéë PDB 1WND; Sun et al., 1998). Òåì íå ìåíåå ñâÿçû-
âàíèå Gln âûçûâàåò íåçíà÷èòåëüíûå èçìåíåíèÿ â ìèêðî-
îêðóæåíèè Trp 32 è Trp 220. Äëÿ GlnBP/Gln â ìèêðîîê-
ðóæåíèå îáîèõ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ âõîäèò ïî 65 àòî-
ìîâ. Êàê ãîâîðèëîñü âûøå, â ìèêðîîêðóæåíèè Trp 32
åñòü òîëüêî îäíà ïîëÿðíàÿ ãðóïïà — ýòî OH-ãðóïïà
Tyr 43. Ïîëîæåíèå ýòîé ãðóïïû ëèøü ñëåãêà èçìåíÿåòñÿ
ïðè ôîðìèðîâàíèè êîìïëåêñà GlnBP/Gln. Õîòÿ ÷èñëî
àòîìîâ â ìèêðîîêðóæåíèè Trp 220 ïðàêòè÷åñêè îäèíàêî-
âî äëÿ áåëêà áåç ëèãàíäà è äëÿ áåëêà, ñâÿçàííîãî ñ ëèãàí-
äîì, èõ ñîñòàâ ïðåòåðïåâàåò íåêîòîðûå èçìåíåíèÿ. Â ìèê-
ðîîêðóæåíèå Trp 220 GlnBP âõîäÿò Pro 15, Phe 18,
Phe 27, Phe 221 è Tyr 163, òîãäà êàê äëÿ GlnBP/Gln â ìèê-
ðîîêðóæåíèè îñòàþòñÿ òîëüêî Pro 15, Phe 18 è Phe 27.

1002 Îëüãà Â. Ñòåïàíåíêî, È. Ì. Êóçíåöîâà è äð.

Ðèñ. 13. Ïàðàìåòðè÷åñêèå çàâèñèìîñòè ìåæäó I320 è I365, õàðàêòåðèçóþùèå êèíåòèêó ïðîöåññà ðàçâîðà÷èâàíèÿ GlnBP ïðè ðàçíûõ
êîíöåíòðàöèÿõ GdnHCl.

Ïàðàìåòð — âðåìÿ. Çíà÷åíèÿ I320 (âñòàâêà à) è I365 (âñòàâêà á) âçÿòû èç êèíåòè÷åñêèõ êðèâûõ ðàçâîðà÷èâàíèÿ GlnBP ïðè ñëåäóþùèõ êîíöåíòðàöèÿõ
GdnHCl: 0.26 Ì (êðèâàÿ 2, êðàñíàÿ), 0.50 (êðèâàÿ 3, çåëåíàÿ), 0.78 (êðèâàÿ 4, ãîëóáàÿ) è 1.01 Ì (êðèâàÿ 5, ðîçîâàÿ). Êðèâàÿ 1 (÷åðíàÿ) — öâåò íà âñòàâ-
êàõ à è á ñîîòâåòñòâóåò 0.0 Ì GdnHCl. Ïàðàìåòðè÷åñêèå êðèâûå, ïîñòðîåííûå íà îñíîâå êèíåòè÷åñêèõ äàííûõ, íàëîæåíû íà êðèâóþ, ïîëó÷åííóþ íà

îñíîâàíèè ñòàöèîíàðíûõ ýêñïåðèìåíòîâ (ñïëîøíàÿ ëèíèÿ è êðóæêè; ñì. ïîäïèñü ê ðèñ. 12).



Phe 221 è Tyr 163, ïðèíàäëåæàùèå äðóãîìó äîìåíó,
óõîäÿò èç ìèêðîîêðóæåíèÿ Trp 220, êîãäà îáðàçóåòñÿ
êîìïëåêñ. Èíòåðåñíî, ÷òî â îòñóòñòâèå ëèãàíäà â ìèêðî-
îêðóæåíèè Trp 220 áîëüøå ïîëÿðíûõ ãðóïï (øåñòü), ÷åì
â êîìïëåêñå ñ Gln (÷åòûðå). Ïðè îáðàçîâàíèè êîìïëåêñà
OH-ãðóïïà Tyr 163 è N 2 Lys 166 óõîäÿò èç ìèêðîîêðó-
æåíèÿ, òîãäà êàê îðèåíòàöèÿ è ðàññòîÿíèå äî öåíòðà
òðèïòîôàíîâîãî îñòàòêà äëÿ äðóãèõ ãðóïï ìåíÿåòñÿ òî-
ëüêî ñëåãêà (ðèñ. 1). Ýòè äàííûå îáúÿñíÿþò, ïî÷åìó ñâÿ-
çûâàíèå ëèãàíäà ëèøü íåçíà÷èòåëüíî âëèÿåò íà ñïåêòð
òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè GlnBP (ðèñ. 2). Ðåçóëüòà-
òû FTIR (D’Auria et al., 2005) ãîâîðÿò î òîì, ÷òî ñâÿçûâà-
íèå Gln âûçûâàåò òîëüêî íåáîëüøèå èçìåíåíèÿ âî âòî-
ðè÷íîé ñòðóêòóðå áåëêà. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå òàêæå ïî-
êàçàíî, ÷òî ñâÿçûâàíèå Gln äåëàåò ñòðóêòóðó GlnBP
áîëåå òåðìîñòàáèëüíîé.

Äëÿ òîãî ÷òîáû îöåíèòü ñòàáèëüíîñòü GlnBP è åãî
êîìïëåêñà ñ Gln, áûëè èçìåðåíû çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíî-
ñòè ôëóîðåñöåíöèè ïðè äëèíå âîëíû ðåãèñòðàöèè 320 íì
(ðèñ. 15, à) è ÊÄ â äàëüíåé ÓÔ-îáëàñòè ñïåêòðà (äàííûå íå
ïîêàçàíû) îò òåìïåðàòóðû. Ýòè çàâèñèìîñòè áûëè èñïîëü-
çîâàíû äëÿ îïðåäåëåíèÿ èçìåíåíèÿ ñâîáîäíîé ýíåðãèè
Ãèááñà ïðè ðàçâîðà÷èâàíèè áåëêà (Nolting, 1999):

∆ ∆ ∆G T H T T C T T T T Tm m p m m

0 0 01( ) ( ) [( ) ln ( )],= − − − + (18)

ãäå ∆H m

0 è ∆Ñp

0 — èçìåíåíèÿ ýíòàëüïèè è óäåëüíîé òåï-
ëîåìêîñòè ñîîòâåòñòâåííî, à Òm — òåìïåðàòóðà ñåðåäè-
íû ïåðåõîäà. Ïàðàìåòðû ñîîòíîøåíèÿ Ãèááñà—Ãåëüì-

ãîëüöà (18) îïðåäåëÿëè èç àïïðîêñèìàöèè êðèâîé,
îïèñûâàåìîé ñëåäóþùèì âûðàæåíèåì:

I T
I T I T G T RT

G T RT

N U
( )

( ) ( )exp[ ( ) ]

exp[ ( ) ]
.=

+ −
+ −

∆
∆

0

01
(19)

Çäåñü I(T) — ýêñïåðèìåíòàëüíûå âåëè÷èíû, IN(T) è
IU(T) — âåëè÷èíû ñèãíàëà äëÿ ñâåðíóòîãî è ðàçâåðíóòî-
ãî ñîñòîÿíèé áåëêà ïðè òåìïåðàòóðå T (IN(T) = aN + bN(T)
è IU(T) = aU + bU(T)).

Âñå ïåðåìåííûå ( , , , , , )a b a b H C TN N U U m p m∆ ∆0 0 è îï-
ðåäåëÿëè ìåòîäîì íåëèíåéíîé ðåãðåññèè ñ ïîìîùüþ
ïðîãðàììû Sigma Plot. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïðåä-
ñòàâëåíû â òàáë. 5. Ýòè äàííûå ãîâîðÿò î ñòàáèëèçàöèè
áåëêà ïðè ôîðìèðîâàíèè åãî êîìïëåêñà ñ Gln. Íà
ðèñ. 15, á ïîêàçàíû çàâèñèìîñòè ÄG0 îò òåìïåðàòóðû äëÿ
GlnBP è GlnBP/Gln, õàðàêòåðèçóþùèå òåìïåðàòóðíóþ
ñòàáèëüíîñòü ýòèõ áåëêîâ. Ê ýòèì ðåçóëüòàòàì íóæíî îò-
íîñèòüñÿ ñ èçâåñòíîé îñòîðîæíîñòüþ, ïîñêîëüêó ïðî-
öåññ ðàçâîðà÷èâàíèÿ GlnBP è GlnBP/Gln íå ÿâëÿåòñÿ îä-
íîñòàäèéíûì.

Íàøè äàííûå ãîâîðÿò î òîì, ÷òî ñòðóêòóðà êîìïëåê-
ñà GlnBP/Gln íå òîëüêî áîëåå òåðìîñòàáèëüíà ïî ñðàâíå-
íèþ ñ GlnBP (ðèñ. 15), íî òàêæå áîëåå óñòîé÷èâà ê äåíà-
òóðèðóþùåìó äåéñòâèþ GdnHCl. Â ñàìîì äåëå, äëÿ
GlnBP/Gln ïåðåõîä N I)

1
ïðîèñõîäèò ïðè áîëåå âûñî-

êîé êîíöåíòðàöèè GdnHCl (ðèñ. 5, à—ã, å). Ýòî îçíà÷àåò,
÷òî ïðîöåññû N) I I I

1
,

1 2
) è I U

2
) ïðîèñõîäÿò â áîëåå

Ñòðóêòóðà è ñòàáèëüíîñòü ãëóòàìèíñâÿçûâàþùåãî áåëêà èç Escherichia coli 1003

Ðèñ. 14. Ïàðàìåòðè÷åñêèå çàâèñèìîñòè ìåæäó I320 è I365, õàðàêòåðèçóþùèå êèíåòèêó ïðîöåññà ðåíàòóðàöèè GlnBP èç 3.02 Ì
GdnHCl.

Ïàðàìåòð — âðåìÿ. Çíà÷åíèÿ I320 (âñòàâêà à) I365, (âñòàâêà á) âçÿòû èç êèíåòè÷åñêèõ êðèâûõ ðåíàòóðàöèè GlnBP ïðè ñëåäóþùèõ êîíöåíòðàöèÿõ
GdnHCl: 0.43 Ì (êðèâàÿ 2, êðàñíàÿ ), 0.50 (êðèâàÿ 3, çåëåíàÿ), 0.71 (êðèâàÿ 4, ãîëóáàÿ) è 1.38 Ì (êðèâàÿ 5, ðîçîâàÿ). Êðèâàÿ 1 (÷åðíàÿ) íà âñòàâêàõ à è á
ñîîòâåòñòâóåò 3.02 Ì GdnHCl. Ïàðàìåòðè÷åñêèå êðèâûå, ïîñòðîåííûå íà îñíîâå êèíåòè÷åñêèõ äàííûõ, íàëîæåíû íà êðèâóþ, ïîëó÷åííóþ íà îñíîâà-

íèè ñòàöèîíàðíûõ ýêñïåðèìåíòîâ (ñïëîøíàÿ ëèíèÿ è êðóæêè; ñì. ïîäïèñü ê ðèñ. 12).



óçêîé îáëàñòè êîíöåíòðàöèé GdnHCl. Â ðåçóëüòàòå ñâÿ-
çûâàíèÿ Gln ðàçâîðà÷èâàíèå áåëêà ñòàíîâèòñÿ áîëåå êî-
îïåðàòèâíûì è áåëîê âûäåðæèâàåò á �îëüøèå êîíöåíòðà-
öèè GdnHCl. Ýòî ñîçäàåò âèäèìîñòü òîãî, ÷òî ïðîöåññ
äåíàòóðàöèè GlnBP/Gln ïðîèñõîäèò ñ îáðàçîâàíèåì òî-

ëüêî îäíîãî ïðîìåæóòî÷íîãî ñîñòîÿíèÿ. Òåì íå ìåíåå
õàðàêòåð ïàðàìåòðè÷åñêèõ çàâèñèìîñòåé ìåæäó I320 è I365

(ðèñ. 12, 13) îäíîçíà÷íî ïîêàçûâàåò, ÷òî ïðîöåññ ðàçâî-
ðà÷èâàíèÿ GlnBP/Gln, òàê æå êàê è GlnBP, ÿâëÿåòñÿ òðåõ-
ñòàäèéíûì.

Ñòàáèëüíîñòü GlnBP è GlnBP/Gln â îòñóòñòâèå äåíà-
òóðàíòà (∆G 0([0]) áûëà îïðåäåëåíà íà îñíîâàíèè ñîîòíî-
øåíèÿ

ÄG0([GdnHCl]) = ÄG0([0]) – m[GdnHCl]. (20)

Ðàçëè÷èå ìåæäó êîíöåíòðàöèÿìè äåíàòóðàíòà, îòâå÷àþ-
ùèìè ñåðåäèíå ïåðåõîäà äëÿ êðèâûõ ðàçâîðà÷èâàíèÿ
GlnBP/Gln, èçìåðåííûõ ìåòîäîì ñîáñòâåííîé ôëóîðåñ-
öåíöèè (D50 % = 1.13 M GdnHCl) è ÊÄ â äàëüíåé ÓÔ-îá-
ëàñòè ñïåêòðà (D50 % = 1.52 M GdnHCl) (ðèñ. 5, à, ã), ïî-
çâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî ïðîöåññ ðàçâîðà÷èâàíèÿ íå îò-
âå÷àåò ïðèíöèïó «âñå èëè íè÷åãî».

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 06-04-48231), INTAS (ãðàíò 01-2347) è ïðîãðàì-
ìû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëî-
ãèÿ».
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Ðèñ. 15. Òåìïåðàòóðíàÿ ñòàáèëüíîñòü GlnBP è åãî êîìïëåêñà
GlnBP/Gln.

a — êðèâûå 1, 2 ïðåäñòàâëÿþò èçìåíåíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-
öèè ïðè 320 íì äëÿ GlnBP è GlnBP/Gln ñîîòâåòñòâåííî, ëâîçá. = 297 íì.
Êðèâûå, ñîîòâåòñòâóþùèå ýêñïåðèìåíòàëüíûì äàííûì (òî÷êè), ïî-
ñòðîåíû â ïðîãðàììå SigmaPlot ñ èñïîëüçîâàíèåì ñîîòíîøåíèé (18) è
(19). á — òåìïåðàòóðíûå çàâèñèìîñòè ðàâíîâåñíîé ñòàáèëüíîñòè GlnBP
(1, 2) è åãî êîìïëåêñà GlnBP/Gln (3, 4), ïîëó÷åííûå èç àíàëèçà ýêñïåðè-
ìåíòàëüíûõ äàííûõ ïî ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè (1, 3) è ÊÄ â äàëü-

íåé ÓÔ-îáëàñòè ñïåêòðà (2, 4).

Ò à á ë è ö à 5

Òåðìîäèíàìè÷åñêèå ïàðàìåòðû ïðîöåññà ðàçâîðà÷èâàíèÿ
GlnBP è GlnBP/Gln

Ïàðàìåòð

GlnBP GlnBP/Gln

ôëóî-
ðåñöåí-

öèÿ

äàëüíèé
ÊÄ

ôëóî-
ðåñöåí-

öèÿ

äàëüíèé
ÊÄ

Ò å ì ï å ð à ò ó ð í à ÿ ä å í à ò ó ð à ö è ÿ

Tm , °C 58.0 61.5 69.6 68.8

∆G 0 (23 °C), êêàë�ìîëü–1 1.54 1.75 3.36 2.87

∆H 0 (23 °C), êêàë�ìîëü–1 23.06 23.69 48.17 36.21

∆C p

0, êêàë�ìîëü–1
�ãðàä–1 0.47 0.42 0.96 0.63

Ð à ç â î ð à ÷ è â à í è å ï î ä ä å é ñ ò â è å ì G d n H C l

m, êêàë�ìîëü–1
�Ì–1 2.05 2.25

D50% , Ì 1.13 1.52

∆G 0 (23 °C), êêàë�ìîëü–1 2.31 3.42
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THE STRUCTURE AND STABILITY OF THE GLUTAMINE-BINDING PROTEIN

FROM ESCHERICHIA COLI AND ITS COMPLEX WITH GLUTAMINE
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A study was made of the conformational changes in the Escherichia coli glutamine-binding potein (GlnBP)
induced by GdnHCl, and of the effect of glutamine (Gln) binding on these processes. Intrinsic fluorescence,
ANS emission fluorescence, and far- and near-UV circular dichroism spectroscopy were used. The obtained ex-
perimental data were interpreted, taking into the account results of the analysis of tryptophan and tyrosine resi-
dues microenvironments. This enabled us to explain the negligible contribution of Tyr residues to the bulk fluo-
rescence of the native protein, the similarity of fluorescence characteristics of GlnBP and GlnBP/Gln, and an un-
common effect of the excess of fluorescence intensity at 365 nm (Trp emission) upon excitation at 297 nm
compared to the excitation at 280 nm. The latter effect is explained by the spectral dependence of Trp 32 and
Trp 220 contributions to protein absorption. The dependence of Trp fluorescence of protein on the excitation
wavelength must be taken into account for the evaluation of Tyr residues contribution to the bulk fluorescence
of protein, and in principle, it may also be used for the development of an approach to decomposition of multi-
component protein fluorescence spectrum. The parametric presentation of fluorescence data showed that both
GlnBP unfolding and GlnBP/Gln unfolding are three-step processes (N � I1 � I2 � U), though in the case of
the GlnBP/Gln complex these stages essentially overlap. Despite its complex character, GlnBP unfolding is
completely reversible. In comparison with GlnBP, in the case of GlnBP/Gln the dramatic shift of N � I1 process
to higher GdHCl concentrations is shown.

K e y w o r d s: glutaminebinding potein, protein folding, protein stability, intrinsic fluorescence.
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