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Механизм каталитической функции энзимов-г-идролаз остаётся пока і?
недостаточно ясным. Ранее были получены факты .fl, 2], позволяющие V
считать, что ряд реакций протеолиза:'активация плазминогена стрепто- "
киназой, активация трипсиногена, катализируемое-папаицом или пепси- ;
ном расщепление’белков протекают при. обязательном участии. актив-, у
ных форм кислорода. Последние..'генерируются самим зимогеном или.-у
системой протеиназа—субстрат [3, 4]. В этой связи была предположена
возможность участия активированного кислорода в каталитической
функции не только протеиназ, но и Других гидролаз |5 ].
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функции не только протеиназ, но и Других гидролаз |5 ]. . '.'

Это побудило нас. изучить влияние перехватчиков активных форм,- 7
кислорода на расщепление картофельного крахмала-d-амилазами' ми'к- ..у-
робнбго й животного'происхождения,- ' ’ ■ ■■ ■■ ■ -. \  ■ '.  ' ‘ 4

. .В работе использовали образцы1 очищенных.сх-.амилаз (КФ 3..2;І.1) . *
поджелудочной железы кролика .(Reanal, Венгрия), и Вас. subtilis (лго-...
безно предоставлена докт. биол. наук. В. Г.Бабицкой, Институт микро­
биологии АН Беларуси); . Си, Zn-супероксиддисмутаза (Sigma,. США),
каталаза пёчени, Е-гистйдин; DL-трйіітофан, DL-м.етионин :Венгрия), формиат, натрия, азид натрия (Serva, Германия)., D-маннит Л

■производства стран. СНГ.,’их .подвергали дополнительной-очистке.' '■ '
■ ' Предварительные -.исследования, показали невозможность использ.о- -у

■ вания для определения активности .«-амилазы в' присутствии больший-. |
ства перехватчиков-активных форм.-кислорода широко распространен- |
ных методов, основанный на йод-крахмальной реакции (например, [6].)
или на реакции с О-толуидином■’ [7]; В этих условиях окрашенные
комплексы не образовывались. Поэтому активность энзима .определяли у?
•по изменению мутности раствора картофельного крахмала [8j. Состав

■ реакционной смеси:'. раствор крахмале (25 г/л) в дистиллированной. (■■
воде— 1,0 мл; 0,05 М цитрат-фосфатный буфер pH 5,8—1,5 мл; раствор

■ амилазы в буфере — 0,1 мл; раствор исследуемого перехватчика или .
дистиллированная вода — 0,4 мл,. Кинетику уменьшения мутности Ат :

.среды регистрировали' при длине волны 720 нм, температуре 25 °С с  ин- <
тервалами в .30 с,-используя-кюветы с длиной оптического пути 1 см....;
Пробы -сравнения содержали'продукты расщепления крахмала амила- ■

-зой, полученные путем инкубации энзима с. раствором субстрата . при
37 °С. в течение 2 ч, а также добавки соответствующих эффекторов. .:
О расщеплении крахмала судили пр убыли мутности раствора : ’
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Т л б ~ :і і; j і. . Величина убыли мутности раствора крахмала (Дт, °/о ) после
расщепления его а-амилазами Вас. s'uhtilis и поджелудочной Жёлезы кролика

ь црисуїствки перехватчиков активных форм, кислорода (0,05 М цитрат-фосфатный
буфер pH 5 .8 ,’25 °С, время реакции 1 /мин, концентрация энзима 50 мкг/мл;’ п==5)

перехватчики... ■■■
Амилаза, бацилл Амилаза . .  '

■ поджелудочной железы

Контрил ь Опыт Контроль. ■ Опыт ..

L -гистидйп. 10~2 М 5 0 ,7 + 6 ,3 2 9 ,5 + 2 ,1 ■ 5 0 ,3  1 4,1 :5 0 ,2 + 3 ,9
ОЕ-триптофап, 10- 2 М ,- 6 7 ,0 + 8 ,2 ' 5 2 .7 + 6 ,4 / 5 0 ,3 + 4 ,1 - ' 5 0 ,0 + 2 ,2
ЭЕ-метйонин. 1б~2 М-- ■ 4.4 ,4+5.,7  ■■ 3 0 ,1 + 5 ,2  ' 5 0 ,3  ' 4 ,1 6 1 ,2 + 4 ,8
Ланд . т у ш ..  2 - Ю - 1 М - 6 8 ,8 + 6 ,2 . ' 3 3 ,4 + 4 ,0 * '

10,-1 м  ■ 37, з + з ;  5* ■ 53 ,7+ 3 ,6 6 1 ,7 + 8 ,3
5'.: 10-2 у 6 0 ,0 + 5 ,6

Ф орм иат'натрия, 10~2 М .4 4 ,4 + 5 ,7 4 2 ,5 -+ 3 .0 ' 5 3 ,7 + 3 ,6 - ■■79,6+4,5*-
D -чап гш . !П г М ■ ■ 4 4 ,4 + 5 ,7  ' 4 3 ,7 + 2 ,5 ' 4 9 ,2 + 4 ,1  ; 4 5 ,6 + 5 ,0
Су11ы:'.г-:.’!1.~;п-'.':мутаза- 350 .мкг ■ 6 4 ,5 + 3 ’8 ' 66,8-1-4,3 5 8 ,9 + 2 ,9 5 6 ,9 + 4 ,6

■ * Здесь и далее .статистически- достоверные (Р Щ 0,05) изменения ■ по . отношению
К KGH I Р< .„•-■О. . . . . .

(лщсржг-іние белка в образцах амилазы определяли колориметриче­
ским (ідем [9]. : . .

Бее исследования выполнены, не менее, чем четырехкратно.
' .Аминокислбты-персхватчики синглетного кислорода почти не. влия-

н-: іі.ч активность панкреатической' амилазы,, но'.несколько угнетали
расщепление крахмала' гидролазой. бацилл, особенно .заметно —.гисти­
дином (:абл. 1). Иной по химической структуре перехватчик — азид
катпия — щнетал расщепление полисахарида микробной, но не панкреа­
тической амилазой. Эффект перехватчика был выражен лишь./ при-
тлег:ґ і.),:і' > высокой, его. концентрации. Столь .разная, чувствительность

а чплгіз к-.перечисленным соединениям не. вызывает, недоумения: .-
данные литературы свидетельствуют о. весьма, значительных отл.ичи'ях
.•труктуры ^-а-милаз. из различных источников. [10]. Эффективность-же
перехватчиков ..определяется как наличием’ в растворе существенных
для энзиматического действия свободных форм, активированного кисло­
рода,, так-и доступностью областей макромолекулы энзима, катализи-

Рие. :. К-гіетика изменения мутности раствора картофельного крахмала--при действии
іь  Вас. sub lilis .(’а ) - 1 и из- поджелудочной -железы (б )  после добавок нитрб-

тетразолиепого синего. Р аств о р и тел ь— 0 ,0 5 'М цитрат-фосфатный буфер pH 5,8, те.м----
; г-<> у-’.'і концентрация крахм ала ' 10 г/л, концентрация- амилазы  —- 3 0 ..-мкг/мл, ■
J -- к.й-п...т-> -.онцентрация. 'перехватчика: '5 -10 - s .:M (2 ), .IO"4. М (3 ), 5 -1 0 - 4  М (4 ),

Ю т3 М  (5 )д 2 ;1 0 - 3 ' М : - ( б ) . -.
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рующих -генерирование активных форм кислорода: и (или)- трансфор­
мацию их. •

Добавки перехватчиков ОН-радикала . (формиата, ' манйита) не
влияли, на процесс .расщепления' крахмала, .катализируемого а-амила-
зой бацилл. В то же время формиат (но не маннит); судя по полученным
данным, усиливал ■ деполимеризацию, катализируемую .-панкреатической
гидролазой. Возможно, происходит удаление' присутствующих в .системе

О ----- г..1....... --------Щ-- -1-------1— ---- ---------J---;-- J--- ^,...„ZTTT.----  .■
2 .3 , 4 5  . .. 1' ' '■ 2 3 4 . мин

Рис.- 2. Влияние-: добавок каталазы, печени на кинетику, изменения мутности- -раствора-
крахмала' под действием сс-амилаз- Вас. sublilis .(а) и поджелудочной--' железы (б).

■Условия те же, что на-рис.' 1. Концентрация ■■'-каталазьї ' ( м к г / м л ) 0 (1), 240- (2),
' ■ ■ .480 ( З ) 600 (-7)., .1200. (5) ' '

■ свободных ’ОН, способных .вызывать, повреждения разлиЧны'х’ функ-
. циональных групп белков [11].

Действие перехватчиков .супероксидного-.радикала зависело от при- '
.роды этих соединений. Так,, ’супероксиддисмутаза не влияла на рас­
щепление - полисахарида (табл .. 1), ,ф ни-тро'т.етразолиев.ый синий- вызвал ■
подавление■ процесса, катализируемого обеими- амилазами (рве. I). ’

: Однако в . опытах '.с микробной амилазой угнетение наблюдалось при.'
■ концентраций перехватчика ^ 1 0  4 М, а в случае панкреатической гид-/
ролазы,— лишь при. макейвдальной. ' -концентрации,, причем - -.наиболее '

т четко — на «поздних» стадиях процесса.. В более низких'концентрациях
’ добавки перехватчика обусловили-даже тенденцию-к .ускорению деполи­

меризации полисахарида,- Раскрытие последней.' особенности- действия-'
* перехватчика'-требует углубленного изучения- выявленного эффекта.

. Наконец, введение в реакционную смесь перехватчика Н^О^-ката-
' лазы также вело к существенному- подавлению..реакций, катализируе-
.- мой обеими'амилазами (рис. 2). При высокой Концентраций каталазы,
достигалась ■ полная остановка процесса,: Эдо обстоятельство' проясняет,
неэффективность супероксйдд-исму.тазы: продуктом, -катализируемой’- ею
реакции является-Н2О2. В то же.время'нитротетразолиевый- синий-свя­
зывает супероксидный радикал, препятствуя его дисмутации в перекись'
и каким-либо. другим, превращениям.' Полное-снятие ази'дом 'натрия
ингибиторного действия каталазы свидетельствует, на. наш взгляд, о том ,':
что ингибирование ■-/расщепления ■" крахмала - .каталазой.' ■ реализуется'-,
вследствие именно' быстрого -устранения Н20г (табл, .2)., Близкая/кар/.

'• тина наблюдалась, при- смешивании каталазы с гистидином, но. не трип- ■'
тофаном. ■ Известно, что в молекуле каталазы железо координируется'
с участием- остатков гистидина [12]. Возможно, дополнительное введе-„
ниё этого лиганда существенно изменяет каталитические свойства к а - •
талазы. Добавки перехватчиков супероксидного радикала или маннита -
не'изменяли эффект каталазы, а формиат'несколько ослаблял его. ■ --У-.



Изложенные материалы свидетельствуют о вероятном участии, актив­
ных .;'орм кислорода в деполимеризации крахмала п-амилазами. Ранее
описаны примеры,/когда,в .присутствий: источников активного кислорода
происходит деградация полисахаридов; гиалуроновой, кислоты, хондрой-'

. тинсульфата или такая деградация облегчается [13]. В наших же экспе­
риментах показана возможность полного подавления катализируемой
u-амилазоіі реакции в присутствии перехватчиков активных форм кис­
лорода. прежде всего г-каталазы.. Это наводит на мысль о важности

Т а б л и ц а  2. Влияние добавок смеси каталазы с другими перехватчиками
активных форм кислорода на расщепление крахмала панкреатической

сс-амилазой (по убыли мутности раствора крахмала — Ат, %, п — 5)

' - Варианты эксперимента . дч %

Контроль- , . . 53 ,7+ 3 .6
-ркатала'за, 600 мкг/мл ■ . 29,3+3,1*
4-каталаза+азид натрия, 10- t ,M - 75 ,0+ 9 ,0  ■'
-і-к а та ла за-И.-гистидин, 10~2 М ■ '■ .56,6+4,'5
Ч-каталаза-г-ПЬ-триптофан, 10- 2  М 39,5+ 4 ,3
4-каталаза4-ВЬ-метионин, 10~г М -■ 54 ,1+ 2 ,8
-ркаталазаЦ-формиат.натрия, 10“ г М. ., 39 ,5+ 3 ,9  ■
-|-каталаза-|-В-маннит.- 10~Ам 26,1+2,8*
4-каталаза-[-супёроксиддисмутаза, 350 мкг 25,0+1,3*
-Цкаталаза-і-иитротетразолиевьій синий,--10~3 М : 25,0+3,0*

• t  '■ ■

этих форм (в частности,. O f И.Н2О2) именно для каталитической, функ­
ции данной гидролазы. Анализ действия перехватчиков на. активность
дзу.х амилаз позволяет допустить, что особенности участия форм акти­
на рова иного кислорода могут быть разными, возможно, из-за структур­
ных различий белков. Складывается также впечатление, что функция
перекиси водорода в амйлазнбй: реакции сложнее и не ограничивается
ролью источника-более реактивных форм кислорода. Детализация этих
вопросов, в’ том числе количественная характеристика описываемых
«ффсктон. а также источника генерируемых радикалов в системе, реак­
ций их превращений является самостоятельной задачей и может быть
осуществлена в ходе, дальнейших исследований.

Полученные результаты заставляют также думать, что в принципе
многие реакции энзиматического гидролиза могут ■ иметь' радикальную
■природу. Это-.диктует, необходимость, разработки теоретической модели
•реализации.функции гидролаз через активные формы кислорода на мо-'
пекулярном и: субмолекулярном уровнях.

Выражаем благодарность В. Г. Бабицкой и М. :А. Зильберглейту за
сказанную помощь при проведении экспериментов.

Исследования финансировались Фондом фундаментальных исследо­
ваний Республики Беларусь.

Summary

a-Amylase activity from Вас. subtilis and -rabbit, pancreas is inhibited b y ' nitro-
lerrazolium blue or-catalase. It was concluded that, active oxygen forms can participate
in the catalytic function, of. amylase. ■ . ■
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