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Цитохром Р-450, являющийся терминальной окондатой дыхательной
х*ти макросом и непосредственно участвующий в гидроцг.плировании
рМ&лнчных неполярных соединений , обладает рядом необычных свойств,
сличающих его от других цнтохромов {' ) . Одна из особенностей пнто-

жрома Р-450 — расположение полосы Соре его комплекса с СО л более
ххинноиолновой области, чем у большинства других гемопротеннов

1 мд вместо 420— 430 мд) ; другая — характерное изменение его оп¬
тических свойств при взаимодействии с различными неполярными со-епшеннями. Обычно наблюдается увеличение оптической плотности при
ЗЕ"' мр п уменьшение поглощения при 420 ми ( так называемый первый
«л спектральных изменений ) . Причины этих спектральных сдвигов,
:- детельствующих об изменении электронного состояния гемовой группы
г г влиянием субстратов, непосредственно к ней не присоединяющихся
С' . остаются неясными. Они могут вызываться, в частности, изменением
* инерасположения гемовой группы с близлежащими белковыми лп-
:..- - тами в результате копформациовных пероходов, обусловленных нрн-
»- - дянепнем к цитохрому неполярных субстратов.

В данной работе мы попытались установить взаимосвязь между измс-
млтем электронного состояния гемовой группы цитохрома Г-450 и его

•л лительно-восстааовительным потенциалом (о.в.и.) , с одной стороны,
нформационными переходами белковой части цитохрома — с другой.

3." г регистрации последних был применен метод спиновых меток. С этой
х - ~ыо синтезирован радикал I (") , содержащий пзоцнапидную группу

л )

- N = С ) н способный благодаря этому при добавлении его к микро-- мам специфически связываться г гемовой группой цитохрома Р-450 (в
икросомах, кроме цитохрома Р-450, есть еще цптохром В> , по оп пс
пмодействует с изоцнанидами (* ) ). О степени связывания 1 с цитохро-

* м Р-450 можно судить по появлению характерных для его изоцианпд-
BK0 производных оптических спектров {с максимумом поглощения при- 5 н 455 мд ) ( “ ).

Подвижность ныиноксильнои части метки I , связанной с гемовой груя-
: л . ограпичивается аминокислотными остатками цитохрома , располо-
генными вблизи гема , и должна изменяться в случае конформадионных
-леходон, сопровождающихся изменением взаиморасположения гема н
'тнжамишх участков белковой части цитохрома. По спектрам э.п.р. сттн-
- -й метки можно оценить степень ее подвижности (определив так на¬
зываемое время корреляции т.- , приблизительно соответствующее обрат-
т й велячипе частоты молекулярного сращения метки ('}) , и, таким об-



разом, судить об пзмснешш пространственной структуры белковой части
цитохрома вблизи гема.

Опыты проводили на микросомнх , выделенных из пенени крысы по
методу7 ( т ) . О величине о .к.п. цитохрома Р-450 судили по степени его
восстановлении при добавлении к микрисомнм определеиных электронных
Допоров. II качестве последних были использованы красители мотилгшо
логен (£V — — 440 мв ) и бонзилннологен ( EJ = 316 ив) ( в ) . Получен
ные результаты откладывали на графике, как показано на рис. 1, л он-
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Рис . 1. О.в .п. цитохрома Р-450 в различных микросомальиых препаратах: ? — иггт ; -

C HUе мпКресОМЫ; 2 — мшрФ&Омы в присутстнии 3 мЛ/шиноиирина; 3 — микредоны.пб-
IщГм :п НИН ь.|У 6 / M I 8CK+ш iи; i м 11 KpOC*>MЫ , oCpftOOTn нкын ЛУЗОВи 11 X OnЭт : нм матpH н -5 ;
темные точки «- определение с бенанлниологеном, светлые — определений с нетялвис-
логеиом. Прямые рассчитаны па основе экспериментальпых точек по методу папыон

пшх квадратов
Рис . 2. Спектры в .м .р . нвоцнакидиоп спиновой метки в различных препаратах , Обозпа
чейни и 1 хку. что на рис . I - Концентрации инкросональнот булка 10 мг/мл, лвопи .?
пидпой мотки 1 - 10“ 6 АТ- Млкритг-мы отдели,и * от носвязаннон метки двукратным л ;

мывапием в среде триг-КС! (50 м .У трле-буферй pH 7,5 и 50 мД/ КCl)

ределили потенциал . соответствующин 50 % восстановлен!!ю цнтохром
Р-450, Изменение оптических спектров цлтохрома Р-450 при добавление
К микрОСОмии 1 pt11'и ( :т|шр <пmл и и\\ д11фф.( р<шциЯльном сиек грофотомел j
типа ДСФ-Ш. Спектры в.п . р. измеряли ня приборе ЭПР-2, Время норр*
ляции тп рассчитывали в соответствии с работой (*) , Все опыты проводи¬

ли при температуре 25° с использованием 50 мЛ-Г триобуферв ( pH 7. “

На рис , 2 представлены спектры ;us . p, ?;>48;=84=>< метки п ра ,члтг=-

КЫX А!икрое (шадьнЫ X 11 JHM Jярата X . И ИМТЯ КТНЫ X М 11К|Н )Сома х меТКП Е1 г- - -

чительнон степени заторможена, о чем свидетельствует высокое значение
Тг (3,3 dr 0,4 нсек. ) . Добавление амнконирина — субстрата 1 связывающе¬

гося с 5 iнтцхромом Р-450 и способ53>3о гидрокснлнроваться в микроСО N1, ...
снижало величину т . до 2,0 =Ь 0,25 нсек,, т . е. заметно увеличивало мел
кулярную подвижность метки. При обработке мпкросом мочевиной ( G М
и детергентами (деаокенхолатом натрия 4% ) частота вращения мею
возрастала в еще большей мере (т : A5игжалось до 1 ,2 ± 0,2 нсек. ) .

При сопоставлении этих результатов с данными но определит!го о .в ~

дитохромя Р-450, представленными на рис. 1, обращает на себя внпмян--
тот факт, что аминомирин , мочевина и дезоксихолат , изменяющие в
пом направлении подвижность нзоииатшдпой метки, связанной с вдгг -
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Щ*." '1 Р-450, окалывают различное влияние на о.в .п. этого цитохрома.
А* ; ширин и мочепина увеличивают о.в.и, с — 400 мп в интактных
Шкросомах до -355 и -310 мв соответственно, а дезокснхплат, наобо-
р - вижает потенциал до — 440 ив.

: свили с этим важно отметить, что как мочевина , так и деэокснхолат
- ; оят форму Р-450 а форму P-42U, но при обработке дезоксихолитом
и - хром остается в ннзкосниновом состоянии, а в случае мочевины ста -

л выеокосинновым { ' } . При образовании комплексов с неполярны-
п субстратами цитохроы Р-450 также частично переходит в высокоспи-
* В \ Ю форму (*) ,

Нз основании ряда данных, полученных к настоящему времени, можно
O i i • I I I , что причиной низкосшшового состояния цитохрома Р 450 служит
юл.ш:ванне атомов железа гемовой группы с каким-то серус.одержишдм
Яжтлвдом, природа которого пока не выяснена ( в, 11>). Что касается длип-
ж - ,. i нового сдвига полосы Соре карбонильного производного цитохрома
J-Г’И. то он, как показывают соответствующие модельные эксперименты,
MKKt-т быть обусловлс!т образованием стабилизированных гидрофобными
ел - ими молекулярных комплексов между норфнрином и соединениями

тслокализоваиными я-электроиами С', 12 ) . Это могут быть, например,
4 мзтнческие аминокислотные остатки белковой части цитохрома или
*• о либо неидентифицнрованные пока соединения с сопряженными
СМоши.в ладение от гемовой группы как серусодержащего участка ( т , е. ео-

нищего серусодержащий лиганд) , так и «ароматического» участка
содержащего ароматические аминокислоты или другие сопряженные

Темы, вызывающие длинноволновый сдвиг ПОЛОСЫ Соре ) ДОЛЖНО
jv- ньшатъ структурные препятствия для связаяной с гемом ипоштаннд-
ю -й метки и, таким образом, увеличивать частоту ее молекулярного вра
sv идя, С другой стороны, при удалении серусодержащего лиганда следует
«лндать увеличения электронной плотности на атоме железа и, с.твдпиа-
Игльно, увеличении о.в.и , цитохрома. Отделение же от железопорфирино-
» и группы «ароматического» участка при сохранении связи атома желе
А с сорусодержащим лигандом может изменить о.в.п. цитохрома в про¬

тивоположном направлении.
>тп предположения дают естественное объяснение полученным в на ¬

ст шщей работе результатам, Дезоксихолат, будучи детергентом, разру¬

шает гидрофобные связи между порфиряяом п ароматическим участком,
т - нарушая суще<'твеяньтм образом взаимодействия гемового железа
с ерным лигандом. В результате форма Р- 450 переходит в форму Р-420,
г сколько уменьшается о.в.п. цитохрома и увеличивается подвижпость

я запноя с гемом метки I . При взаимодействии же с гндроксн.шруемым
: тратом цитохром Р-450, ио-виднмому, претерпевает конфирмацион¬
ный переход, сопровождающийся некоторым отдалением серного участка

гемовой группы. Это приводит к частичному переходу цитохрома Р-450
. пысокоетшовое состояние (5) и, как показапо в данной работе, повм-

м т о.в.п, цитохрома, наряду с увеличением молекулярной подвижности
к- гкн 1. Мочевина, денатурирующая и «разворачивающая» белковую мо¬

лекулу, в значительно большей мере, чем гидроксилирусмый субстрат ,
тлаляет серусодержащий лиганд от гема и, соответственно, в большей
тепенн повышает как о.л .п, цитохрома Р-450, так и подвижность связан¬

ной с гемом I,
Увеличение о.в.п, цитохрома Р-450 при связывании с гидрокеилиру @-

лм субстратом представляет большой интерес с точки зрения регуляции
|хателышй цепи мнкросоч. Благодаря этому цитохроы Р-450 обладает

: "паточно высоким о.в.и ,, необходимым для эффективного окисления
рецшествующих электронных переносчиков, только в imncyTCTHitn i ид-

: 'кенлируемого субстрата, чем, в известной мере, предотвращается * хотостов» дыхание без осуществлении гидроксидировапия. Таким образом,
389



способность цитохрома Р-450 к конформаппоныьш переходам, связанный
с изменением ого о.в .п ., позволяет объяснить па молекулярном уровне
механизм «дыхательного контроля » в микросомальиой дыхательной цепп.
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