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В ряде работ, посвященных изучению роли пиридоксальфосфата 
(ПЛФ) в молекуле фосфорилазы Б (ФБ), были использованы различные 
химические аналоги ПЛФ (1_4). Аналоги ПЛФ, лишенные фосфатной 
группы или с замещенной фосфатной группой, связываются с апофосфо­
рилазой Б (апо-ФБ), образуя комплексы, не обладающие ферментатив­
ной активностью (‘, 3, 5). Эти данные свидетельствуют о значении фос­
фатной группы кофермента для ферментативной реакции (6). Если пред­
положить, что фосфатная группа ПЛФ принимает участие в катализе, то 
можно ожидать, что фосфатный остаток располагается в непосредствен­
ной близости от субстратной площадки активного центра ФБ. В связи 
с этим представляет интерес избирательное блокирование функциональ­
ных групп активного центра фермента, участвующих во взаимодействии 
с фосфатной группой кофермента. Нами (7) были изучены ингибирующие 
свойства аналога ПЛФ — ПЛ-б'-хлорметилфосфоната, у которого одна 
из гидроксильных групп фосфатного остатка с рА 6,2 замещена на хлор­
метильную группировку. Это соединение, обладая алкилирующими свой­
ствами, способно ковалентно блокировать одну из функциональных групп 
активного центра ФБ.

В настоящей работе проведено изучение взаимодействия данного ана­
лога ПЛФ с апо-ФБ. Исследованы свойства фермент-ингибиторного комп­
лекса, из триптического гидролизата которого выделен и очищен пептид 
активного центра.

Кристаллическую ФБ получали методом Фишера и др. (8). Использо­
вали препараты ФБ, перекристаллизованные 4 раза. Апо-ФБ получали 
в присутствии деформирующего агента (имидазол-цитратный буфер 
pH 6,2) и Z-цистеина (9). Реакцию между апо-ФБ и ПЛФ или ПЛ-5'- 
хлорметилфосфонатом проводили в буфере, содержащем 0,05 М [3-глице- 
рофосфат, 0,001 М ЭДТА pH 6,8 при 30° в течение 1—2 час. в присутст­
вии 10- или 20-кратного молярного избытка ПЛФ или аналога ПЛФ. Для 
реактивации фермента к комплексу апо-ФБ с аналогом ПЛФ добавляли 
10- или 20-кратный молярный избыток ПЛФ. Инкубировали 10 мин. 
в тех же условиях. Ферментативную активность определяли по синтезу 
гликогена (10); белок — методом Лоури. Избыток ПЛФ пли аналога ПЛФ 
удаляли гель-фильтрацией через колонку с сефадексом G-25. Для выде­
ления пептидов брали 100—400 мг нативной ФБ или комплекса апо-ФБ 
с аналогом ПЛФ, обрабатывали 8 М мочевиной и моноподацетатом. После 
алкилирования SH-групп избыток реагентов удаляли диализом против 
0,001,71/ НС1. Триптический гидролиз проводили в течение 3-х час. в 1% 
ХНдНСОз-буфере pH 8,2—8,4. На первой стадии очистки на колонке с се­
фадексом G-25 (2,5X100 см) из триптического гидролизата выделен 
флуоресцирующий пептидный материал. Полученные флуоресцирующие 
пептиды очищали с помощью высоковольтного электрофореза при pH 6,5 
и 3,5, после чего проводили гель-фильтрацию через колонку с сефадексом 
G-25 (1X40 см). Первичную структуру пептидов определяли методом 
Эдмана с использованием дапсилхлорпда (и). N-концевые аминокислоты
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определяли с помощью дансилхлорида, С-концевые — с помощью карбок­
сипептидазы Б (12). Дансилированные аминокислоты идентифицировали 
на полиамидной пленке или силикагеле (13, 14). ПЛФ и его аналог в со­
ставе пептидов определяли на бумаге по флуоресценции и по окрашива­
нию с дихлорхинонхлоримидом по методу Гиббса (15).

При инкубации апо-ФБ с 10-кратным молярным избытком ПЛ-5'- 
хлорметилфосфонатом образуется стабильный комплекс, не обладающий
ферментативной активностью. Зависи­
мость образования фермент-ингибиторно- 
го комплекса от времени инкубации опре­
деляли по степени реактивации комплекса 
в присутствии 10- или 20-кратного избыт­
ка ПЛФ. С увеличением времени инкуба­
ции аналога с ферментом возможность ре­
активации уменьшается. Через 3 мин. 
инкубации реактивация составляла 63%, 
через 9 мин. 32%. После 20—30-минутной 
преинкубации с аналогом не происходит 
реактивации даже при добавлении значи­
тельного избытка ПЛФ.

Для выяснения прочности связывания 
аналога ПЛФ с апофосфорилазой были 
сделаны попытки провести удаление ПЛ- 
5'-хлорметилфосфоната из комплекса с 
белком в присутствии деформирующего 
имидазол-цитратного буфера pH 6,2 и 
Z-цистеина. О степени удаления аналога 
ПЛФ судили по проценту реактивации фермента после добавления ПЛФ. 
Через 20 мин. инкубации реактивация составляла 60—70%, а через 
150 мин. 10%. Эти данные позволили считать, что в результате реакции 
между апо-ФБ и аналогом ПЛФ происходит прочное присоединение ана­
лога к функциональной группе активного центра. Реакция алкилирова­
ния заканчивалась практически полностью за 2,5 часа. Сравнение спек­
тров поглощения нативной ФБ и комплекса апо-ФБ с аналогом ПЛФ 
показывает, что они имеют одинаковый максимум поглощения при 
330 нм (рис. 1). Можно полагать, что аналог ПЛФ занимает кофермент­
ную площадку активного центра ФБ, причем за счет реакции алкилиро­
вания хлорметильпой группой аналога происходит ковалентное привязы­
вание фосфатного остатка к белку.

Параллельно с работой по выделению пептидных фрагментов, связан­
ных с аналогом ПЛФ, проведено также выделение из нативной ФБ пеп­
тида, участвующего в связывании ПЛФ. Для прочного присоединения 
ПЛФ к белку обычно проводят восстановление NaBHi двойной связи 
альдимина ПЛФ се— NH2-rpynnoii лизина. Однако в настоящей работе 
осуществлено выделение флуоресцирующего пептида без какого-либо 
восстановления ■ NaBH4. В результате триптического гидролиза нативной 
ФБ, а также комплекса апо-ФБ с аналогом ПЛФ был выделен гомоген­
ный пептидный материал, содержащий по данным флуоресценции и по 
данным пробы Гиббса, ПЛФ. ПЛФ-содержащие пептиды были подверг­
нуты дальнейшему исследованию. Пептид, полученный из нативной ФБ, 
имел N-концевую аминокислоту — тирозин. Аминокислотный анализ по­
казал, что он является 9-членным пептидом. С-концевой аминокисло­
той его является аргинин. Анализ последовательности аминокислот поз­
волил установить полную структуру пептида.

Нативная ФБ: Туг — Gly — Thr — Pro — Lys — Glx — Glx — Aspx — Arg
I 
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Рис. 2. Схема гипотетического механизма ферментативпой реакции

В этом пептиде ПЛФ связан с е-аминогруппой лизипа. Для идентифика­
ции остатка е-пиридоксиллизнна в составе пептида был использован син­
тезированный памп препарат е-ппрпдоксиллизина. Пиридоксалевый пеп­
тид, выделенный в настоящей работе из нативной ФБ, существенно отли­
чается по своей структуре от ранее описанного в литературе (16).

После того, как была осуществлена аналогичная процедура очистки 
флуоресцирующего пептидного материала, выделенного из комплекса 
апо-ФБ с аналогом ПЛФ, получены два ПЛФ-содержащих пептида, под­
вергнутые детальному анализу. Эти пептиды обозначены под ,№ 1 и № 2. 

Апо-ФБ — аналог ПЛФ: Туг — Gly — Thr (Pro, Lys, Glx, Glx, Aspx, Arg) 
пептид № 1 |

Pxy — 5 — P
Апо-ФБ — аналог ПЛФ: Phe — Leu — Ser (Glx, Aspx, Ala) Arg

пептид № 2 |
pxy _ 5 - P

По данным анализа N-концевых аминокислот в пептиде № 1 обнару­
жен тирозин, а в пептиде № 2 — фенилаланин. При прохождении двух 
шагов по методу Эдмана в пептиде № 1 идентифицированы два амино­
кислотных остатка: глицин и треонин. В пептиде № 2 после первого и 
второго отщепления по Эдману определены лейцин и серин. По данным 
аминокислотного анализа в пептиде № 1 содержится 9 аминокислотных 
остатков. При аминокислотном анализе второго пептида установлено, что 
он состоит из семи аминокислотных остатков. На основании полученных 
данных можно было предположить, что под действием ПЛ-5'-хлорметил- 
фосфоната происходит блокирование остатка серина, входящего в состав 
7-члепного пептида; пептид № 1 соответствует пептиду нативной ФБ.

Таким образом, в результате реакции между аналогом ПЛФ и апо-ФБ 
в активном центре фермента происходит ковалентное блокирование 
остатка серина, расположенного в непосредственной близости от фосфат­
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ной группы кофермента. В последнее время рядом авторов было выска­
зано предположение о возможной роли фосфатного остатка ПЛФ в функ­
ционировании ФБ (*, 4, е). Выделение ПЛФ-содержащего пептида из 
комплекса апо-ФБ с аналогом ПЛФ, в котором фосфатная группа свя­
зана с остатком серина, дает возможность считать участие гидроксильной 
группы серина в сопряженной системе электронных переходов. В сопря­
женной системе, по всей вероятности, участвуют также кислородный атом 
кольца глюкозы и кислородный атом фосфатной группы кофермента. 
Можно полагать, что фосфатная группа кофермента способствует рас­
щеплению глюкозидной связи, выполняя при этом функцию донора про­
тона. Протоно-донорные (или акцепторные) свойства гидроксильной 
группы фосфатного остатка ПЛФ с рК 6,2, расположенного в активном 
центре молекулы ФБ, могут определяться также взаимодействием кисло­
родных атомов фосфатного остатка с положительно заряженным локусом 
активного центра и с ОН-группой остатка серина. Функционирование 
такой сопряженной системы обеспечит создание положительного заряда 
на С-1 углероде остатка глюкозы и тем самым облегчит разрыв а —
I, 4-глюкозидной связи в молекуле гликогена. Схема гипотетического ме­
ханизма ферментативной реакции представлена на рис. 2.
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