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РЕФЕРАТ В реакции триптофан-индол-лиазы (ТИЛ) с субстратом, содержащим плохую уходящую группу 
(L-серин), необходим общекислотный катализ на стадии ее отщепления. В ходе этой стадии происходит 
формальный перенос протона из α-положения субстрата к уходящей группе, при этом отщепляется вода. 
В результате группа, первоначально акцептировавшая Cα-протон, в последующей каталитической стадии 
должна выступать в виде соответствующего сопряженного основания. Когда субстрат содержит хорошую 
уходящую группу (β-хлор-L-аланин), общекислотный катализ на стадии элиминирования не является не-
обходимым и не может быть реализован, поскольку в ферментах отсутствуют сильные кислотные группы, 
которые могли бы отдать свой протон столь слабому основанию, как отщепляющийся анион хлора. Таким 
образом каталитическая группа, первоначально принявшая Сα-протон от субстрата, должна вступить 
в последующую стадию в кислотной, а не основной форме. Для выяснения механистических последствий 
изменений ионного состояния этой группы для реакций ТИЛ с нестандартными субстратами – L-серином 
и β-хлор-L-аланином, рассмотрены рН-зависимости основных кинетических параметров процесса и ки-
нетические изотопные эффекты, обусловленные заменой обычной воды в качестве растворителя на 2Н2О. 
Установлено, что в реакции ТИЛ с β-хлор-L-аланином стадия гидролиза аминоакрилатного интермеди-
ата чувствительна к изотопному эффекту растворителя, а в случае реакции с L-серином – нет. Показано, 
что в ходе первой реакции функциональная группа, содержащая «дополнительный» протон, выполняет 
конкретную каталитическую функцию, тогда как в реакции с L-серином, когда отсутствует этот протон, 
механизм гидролиза аминоакрилата должен быть принципиально иным. На основании полученных ре-
зультатов предложены возможные механизмы гидролиза аминоакрилата в реакциях ТИЛ с L-серином 
и β-хлор-L-аланином.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА кинетика, триптофан-индол-лиаза, L-серин, β-хлор-L-аланин.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ИЭР – изотопный эффект растворителя; ЛДГ – лактатдегидрогеназа; ПЛФ – 
пиридоксаль-5’-фосфат; ТИЛ – триптофан-индол-лиаза; SOPC – S-(о-нитрофенил)-L-цистеин. 

ВВЕДЕНИЕ
При  установлении каталитических механизмов 
ферментативных реакций основополагающей кон-
цепцией является представление о том, что при за-

вершении каждой из  стадий процесса создаются 
максимально благоприятные химические и конфор-
мационные предпосылки для последующих стадий 
[1]. В этой связи значительный интерес вызывает из-
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учение механизмов ферментов, характеризующихся 
широкой субстратной специфичностью, поскольку 
в зависимости от химической природы субстрата 
в активном центре могут возникать ситуации, при-
водящие к нарушению указанного выше принципа.

Триптофан-индол-лиаза (ТИЛ), широко извест-
ная как триптофаназа [КФ 4.1.99.1] – пиридоксаль-
5'-фосфат (ПЛФ)-зависимый фермент, который 
катализирует обратимое α,β-элиминирование 
L-триптофана с образованием индола и пирувата 
аммония: 

Субстратами ТИЛ являются также остатки трип-
тофана, замещенные по различным положениям ин-
дольного кольца [2, 3], бензимидазольные аналоги 
триптофана [4], а также аминокислоты, содержащие 
подходящие уходящие группы у β-углеродного ато-
ма, включая S-(о-нитрофенил)-L-цистеин (SOPC) 
[5], S-алкил-L-цистеины [6], β-хлор-L-аланин [5], 
L-серин [6] и О-ацил-L-серины [7]. 

Методом рентгеноструктурного анализа установ-
лена трехмерная структура ТИЛ из Escherichia coli 
[8–10] и фермента из клеток Proteus vulgaris [11]. 

Каталитический механизм детально исследован в ра-
ботах [12–16], а роль конкретных остатков в механиз-
ме ТИЛ подробно освещена в обзоре [17] и в работах 
[18–20].

На  схеме представлен каталитический ме-
ханизм реакции ТИЛ с  природным субстратом 
L-триптофаном, который согласуется с  имеющи-
мися на  текущий момент рентгеноструктурными 
и кинетическими данными. Ключевые стадии этого 
механизма – отрыв α-протона внешнего альдимина 
под действием боковой аминогруппы Lys270 и после-
дующее элиминирование боковой группы, предпо-
лагающее перенос протона от фенольного гидрокси-
ла Tyr74 в третье положение уходящей индольной 
группы. При этом перенос протона и расщепление 
углерод-углеродной связи происходят почти одно-
временно [16]. Установлено [21], что при фермента-
тивном разложении L-триптофана происходит зна-
чительный внутримолекулярный перенос Сα-протона 
субстрата в третье положение образующегося индо-
ла. Поскольку остатки Lys270 и Tyr74 находятся до-
статочно далеко друг от друга и расположены по раз-
ные стороны плоскости кофактора, прямая передача 
протона от одного остатка к другому представля-
ется маловероятной. Поэтому наблюдаемый вну-
тримолекулярный перенос может быть следствием 

Cхема. Принципи-
альный механизм 
реакции ТИЛ 
с L-триптофаном, 
согласующийся 
с [12–18]. E – вну-
тренний альди-
мин; EA – внеш-
ний альдимин; 
QI – хиноидный 
интермедиат; 
TS – переходное 
состояние; AA – 
аминоакрилат
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существования цепочки водородных связей между 
несколькими остатками, делающей возможным на-
блюдаемый перенос. Получено убедительное рентге-
ноструктурное свидетельство существования такой 
цепочки [20]. В реакциях α,β-элиминирования с суб-
стратами, содержащими плохую уходящую группу, 
например, L-серин, необходим общекислотный ката-
лиз на стадии отщепления уходящей группы. В ходе 
этой стадии происходит формальный перенос про-
тона (напрямую или по цепочке водородных связей) 
из α-положения субстрата к уходящей группе суб-
страта, которая при этом подвергается отщеплению 
в виде соответствующей сопряженной кислоты. В ре-
зультате группа, первоначально акцептировавшая 
Сα-протон, после элиминирования уходящей группы 
должна выступать в виде соответствующего сопря-
женного основания. Известно, что хорошим субстра-
том α,β- и α,γ-элиминирующих лиаз служит β-хлор-
L-аланин. В реакциях с этим субстратом уходящей 
группой является анион хлора. При этом общекис-
лотный катализ на стадии элиминирования не тре-
буется и не может быть в данном случае реализован, 
поскольку в ферментах отсутствуют сильные кис-
лотные группы, способные отдать свой протон столь 
слабому основанию, как анион хлора. Таким образом, 
каталитическая группа, первоначально принявшая 
α-протон от субстрата, должна вступить в последу-
ющую стадию в кислотной, а не в основной форме. 
Вопрос о том, какие механистические последствия 
должно иметь изменение ионного состояния этой 
группы, представляет, на наш взгляд, принципиаль-
ный интерес. Реальными представляются следую-
щие две возможности. 1). Появление в рН-профиле 
кинетических параметров новой кислотной группы, 
связанное с необходимостью перехода группы, ак-
цептировавшей α-протон, в основное состояние. 2). 
Изменение механизма последующих стадий, обу-
словленное изменением ионного состояния указан-
ной каталитической группы. В настоящей работе 
мы предприняли попытку прояснить данный вопрос, 
изучив рН-зависимости параметров стационарной 
кинетики реакций ТИЛ E. coli с L-серином и β-хлор-
L-аланином и рассмотрев кинетические изотопные 
эффекты, обусловленные заменой обычной воды 
в качестве растворителя на 2Н

2
О.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В  работе использовали реагенты фирмы Sigma-
Aldrich. Использована 2Н

2
O с изотопной чистотой 

96%.

Фермент
ТИЛ была выделена из клеток E. coli JM101, содер-
жащих плазмиду pMD6 c геном tnaA E. coli, как опи-

сано в работе [22]. Концентрацию фермента опреде-
ляли по поглощению ПЛФ холофермента при 278 нм 
(А

1%
 = 9.19) [23], используя значение молярной массы 

субъединицы 52 кДа [24]. 

Определение активности ТИЛ
В качестве субстрата использовали S-o-нитрофенил-
L-цистеин (SOPC). Реакционная смесь для измере-
ния активности содержала 0.6 ммоль SOPC, фермент, 
0.12 М калий-фосфатный буфер, рН 7.8, 3 мМ дити-
отреитол, 0.06 мМ ПЛФ и 10% глицерин. Активность 
измеряли при 30оС по снижению поглощения SOPC 
при 370 нм (ε = –1860 М-1 мин-1). За единицу актив-
ности принимали количество фермента, катализиру-
ющего разложение 1 мкмоль SOPC в минуту в стан-
дартных условиях. SOPC синтезировали согласно 
[25].

Кинетические измерения 
При исследовании кинетики ферментативного раз-
ложения L-серина и β-хлор-L-аланина определяли 
количество пирувата, образующегося в ходе реак-
ции c катализируемой лактатдегидрогеназой (ЛДГ) 
c участием NADН. Реакционные смеси содержали 
0.2 мМ NADН, 8 ед. ЛДГ и 0.2 мкМ ТИЛ в 0.1 М ка-
лий-фосфатных или боратных буферных растворах 
в присутствии 0.1 мМ ПЛФ при различных рН и пе-
ременных концентрациях субстратов. Скорость опре-
деляли при 30oC по снижению поглощения NADН 
при 340 нм (ε = –6220). 

Исследование изотопного эффекта растворителя 
(ИЭР)
Калий-фосфатный буферный раствор (рН 8.2, 
20 мл) упаривали при пониженном давлении досуха. 
Остаток высушивали в вакууме над CaCl

2
 и раство-

ряли в 20 мл 2Н
2
O. В полученном буферном растворе 

исследовали кинетику разложения субстратов в ус-
ловиях, аналогичных описанным для водных раство-
ров.

В результате сопоставления кинетических пара-
метров, определенных в буферных растворах, в воде 
и в 2H

2
O, получены данные, представленные в та-

блице.

Изотопный эффект растворителя на кинетические 
параметры реакций ТИЛ с L-серином и β-хлор-L-
аланином

Субстрат Параметр ИЭР
L-серин V/K 3.5 ± 0.5
L-серин V 0.8 ± 0.2

β-хлор-L-аланин V/K 2.2 ± 0.5
β-хлор-L-аланин V 3.6 ± 1.2
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Данные стационарной кинетики анализировали 
с использованием FORTRAN программ Клеланда 
[26].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящей работе мы определяли рН-зависимость 
основных кинетических параметров реакций ТИЛ 
с L-серином и β-хлор-L-аланином и сопоставляли 
полученные данные с данными для реакции ТИЛ 
с природным субстратом, L-триптофаном [13]. В этой 
реакции рН-зависимость параметра V/K описывает-
ся уравнением (1) с двумя рК, равными 7.6 и 6.0 [13].

                             ,� (1)

где pK1
a 
= 7.6 ± 0.09, K2

a 
= 6.0 ± 0.2. 

При  этом значение 7.6 может быть приписано 
группе Lys270, ответственной за отрыв Cα-протона 
во  внешнем альдимине, а  значение 6.0 – боковой 
группе Asp137, взаимодействующей с азотом ин-
дольного кольца на стадии связывания субстрата [15, 
17], что приводит к активации индольного фрагмента 
в качестве уходящей группы. 

Мы установили, что в реакции с L-серином рН-
зависимость V/K (рис. 1) описывается уравнением 
(2) с одним рК, равным 7.6.

                                    ,� (2)

где pK
a
 = 7.6 ± 0.1.

Таким образом, ионизация кислотной груп-
пы Asp137, участвующей в  активации уходящей 
группы в реакции с природным субстратом, не на-
ходит отражения в  рН-зависимости в  случае ре-

акции с L-серином. Можно предполагать, что кон-
формация серина в  активном центре аналогична 
конформации триптофана в том смысле, что поло-
жение гидроксильного кислорода серина строго со-
ответствует положению Cγ-атома индольного кольца. 
В этом случае, согласно рентгеноструктурным дан-
ным [20], близким соседом гидроксильного кислоро-
да должна быть фенольная группа Tyr74, которая 
цепочкой водородных связей [20] связана с Lys270. 
В ходе α,β-элиминирования протон от аммониевой 
группы Lys270 по цепочке водородных связей пере-
ходит к остатку Tyr74, который отдает свой протон 
гидроксилу серина, отщепляющемуся в виде воды. 
При этом ионогенное состояние всех участников про-
цесса, за исключением Lys270, остается неизменным. 
По всей вероятности, в используемом интервале рН 
фенольная группа остатка Tyr74 остается в необхо-
димой для осуществления реакции кислотной форме, 
чем и объясняется отсутствие соответствующего рК 
в рН-зависимости.

На рис. 2 представлена рН-зависимость параме-
тра k

cat 
в реакции ТИЛ с L-серином. Эта зависимость 

описывается уравнением с двумя близкими значе-
ниями pK (уравнение (1)), где pK1

a
 = pK2

a
 = 6.3 ± 0.1. 

В  то  же время в  реакции с  L-триптофаном уста-
новлено [13], что параметр k

cat 
не зависит от рН. Это 

свидетельствует о том, что субстрат связывается 
только с  формой фермента, находящейся в  пра-
вильном ионогенном состоянии. Образующийся 
при этом фермент-субстратный комплекс недосту-
пен для проникновения протонов из окружающей 
среды. По-видимому, в реакции с L-серином боковая 
группа занимает меньший объем в активном центре 
фермента, так что катионы гидроксония из окружа-

lg k
cat

Рис. 2. pH-зависимость V в реакции ТИЛ с L-серином. 
Точки – экспериментальные значения, полученные 
в результате обработки данных с использованием 
уравнения Михаэлиса–Ментен. Кривая – теорети-
ческие значения, описываемые уравнением (1), где 
pK

a
 = рK

b
 = 6.3

lg k
cat

/K
m

Рис. 1. pH-зависимость V/K в реакции ТИЛ 
с L-серином. Точки – экспериментальные значения, 
полученные в результате обработки данных с исполь-
зованием уравнения Михаэлиса–Ментен. Кривая – 
теоретические значения, описываемые уравнением 
(2), где pK

a
 = 7.6
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ющего раствора способны проникать в него, протони-
руя определенные функциональные группы внутри 
активного центра, что исключает возможность ката-
литической реакции.

Мы  показали, что  в  реакции ТИЛ с  β-хлор-L-
аланином рН-зависимость параметра V/K практи-
чески идентична аналогичной зависимости в реакции 
с L-серином (рис. 3). Зависимость описывается урав-
нением с одним pK

a
 (уравнение (2)), равным 7.6 ± 0.1. 

В то же время рН-зависимость V (рис. 4) имеет прин-
ципиально иной, колоколообразный, характер и опи-
сывается уравнением (3): 

                             ,� (3)
 

где рК
а
 = 6.7 ± 0.2; pK

b
 = 10.3 ± 0.2. 

Как  отмечалось ранее, реакция с  β-хлор-L-
аланином, по всей вероятности, протекает без акти-
вации уходящей группы, которая элиминируется, 
как анион хлора. Поэтому ситуация в активном цен-
тре сразу после отщепления Cl- должна быть суще-
ственно иной, чем в реакции с L-серином, поскольку 
протон, первоначально связанный с Cα-атомом суб-
страта, в случае β-хлор-L-аланина остается в ак-
тивном центре, а в случае L-серина удаляется из ак-
тивного центра вместе с уходящей группой. Можно 
предполагать, что значение pK

b
 = 10.3, наблюдаемое 

в реакции с β-хлор-L-аланином, в рН-зависимости V 
отражает диссоциацию именно этого дополнитель-
ного протона в  фермент-субстратном комплексе. 
При этом снижение V очевидно отражает опреде-
ленную каталитическую функцию, которую соот-
ветствующая кислотная группа выполняет в ходе 

каталитических трансформаций, имеющих место по-
сле элиминирования аниона хлора.

С целью более детального изучения роли различ-
ных элементарных стадий в механизмах реакций 
с разными субстратами мы рассмотрели кинетику 
этих реакций в 2Н

2
О в области рН-оптимума и опре-

делили влияние изотопных эффектов, обусловлен-
ных сменой растворителя, на основные кинетические 
параметры. Эти результаты представлены в табли-
це. 

В отличие от реакции ТИЛ с природным субстра-
том, реакции с L-серином и β-хлор-L-аланином про-
ходят только в  направлении распада субстратов, 
но не их синтеза. Таким образом, в данном случае 
α,β-элиминирование, приводящее к образованию 
аминоакрилатного интермедиата в активном центре, 
необратимо. С учетом этого мы рассматривали меха-
низм обеих реакций в рамках следующей кинетиче-
ской схемы:

,

где E – внутренний альдимин; ES – внешний альди-
мин; EQ – хиноидный интермедиат; EA – аминоакри-
латный комплекс; Р – продукт реакции (пируват).

В представленной кинетической схеме основные 
кинетические параметры описываются уравнениями 
(4) и (5):

                                    ,� (4)

                          . � (5)
 

Можно видеть, что в реакции ТИЛ с L-серином 
изотопный эффект растворителя на параметр

 
со-

ставляет 3.5 (таблица). Среди констант, входящих 

Рис. 4. pH-зависимость V в реакции ТИЛ с β-хлор-
L-аланином. Точки – экспериментальные значения, 
полученные в результате обработки данных с исполь-
зованием уравнения Михаэлиса–Ментен. Кривая – те-
оретические значения, описываемые уравнением (3), 
где pK

a
 = 6.7, pK

b 
= 10.3

lg k
catlg k

cat
/K

m

Рис. 3. pH-зависимость V/K в реакции ТИЛ с β-хлор-
L-аланином. Точки – экспериментальные значения, 
полученные в результате обработки данных с ис-
пользованием уравнения Михаэлиса–Ментен. Кривая 
– теоретические значения, описываемые уравнением 
(2), где pK

a 
= 7.6
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в уравнение (4), величина k
e
 не является изотоп-

чувствительной, если происходит прямой отрыв 
Cα-протона под  действием аминогруппы Lys270. 
Величина k

r 
должна быть изотоп-чувствительной, 

поскольку эта константа отражает репротониро-
вание Cα-атома хиноидного интермедиата под дей-
ствием аммониевой группы Lys270, содержащей 
в 2H

2
O не менее двух дейтеронов, и трех – в случае 

достаточно быстрого изотопного обмена с раствори-
телем. Однако, как следует из уравнения (4), этот 
эффект должен приводить к ускорению реакции 
в 2H

2
O, тогда как в действительности наблюдается 

ее замедление. Можно заключить, что единствен-
ная стадия, определяющая наблюдаемый изотопный 
эффект растворителя, – элиминирование уходящей 
гидроксильной группы, поскольку эта стадия пред-
полагает перенос протона от Lys270 через цепочку 
водородных связей к Tyr74, а затем к гидроксиль-
ному кислороду. При замене обычной воды на 2H

2
O 

все протоны, участвующие в  этом переносе, об-
мениваются на дейтероны, и процесс, естествен-
но, должен замедляться. Как видно из таблицы, 
изотопный эффект растворителя на  параметр V 
в пределах ошибки опыта не отличается от едини-
цы. Это, по всей вероятности, связано с появлением 
в уравнении (5), описывающем величину параметра 
k

cat
, новой константы k

h
, определяющей скорость 

гидролиза аминоакрилата и отсутствующей в (4). 
Как видно из таблицы, изотопный эффект раство-
рителя на параметр k

cat 
не отличается от единицы 

в пределах ошибки опыта. Легко видеть, что при ус-
ловии k

h
(k

f
 + k

t
 + k

r
) «k

e
k

f 
значение k

cat 
можно счи-

тать равным
 
k

h
 (k

cat
 ~ k

h
). По-видимому, величина k

h
 

является, с одной стороны, скоростьлимитирующей, 
а с другой, нечувствительной к изотопному эффекту 
растворителя.

В реакции ТИЛ с β-хлор-L-аланином отщепле-
ние уходящей группы должно происходить без пе-
ремещения протона к  отщепляющемуся аниону 
хлора, поэтому стадия, описываемая константой 
k

e
, не  должна быть изотоп-чувствительной. Все, 

что говорилось выше о константах k
f
 и k

r
 в реакции 

с L-серином, должно быть справедливо и в реак-
ции с β-хлор-L-аланином. Таким образом, следо-
вало бы ожидать отсутствия изотопного эффекта 
растворителя на параметр V/K. На самом деле здесь 
также наблюдается изотопный эффект, равный 2.2. 
Возможное объяснение этого связано с тем, что ста-
дия отрыва Cα-протона (k

f
) может проходить не на-

прямую, а через молекулу (или молекулы) воды, 
что при замене обычной воды на 2H

2
O должно при-

водить к снижению скорости стадии с k
f
. Вообще 

говоря, аналогичная ситуация может наблюдаться 
и в реакции с L-серином. В таком случае изотопный 
эффект растворителя на параметр V/K может быть 
связан не только со стадией образования аминоа-
крилата. 

В реакции ТИЛ с β-хлор-L-аланином изотопный 
эффект растворителя на параметр V

 
составляет 3.6 

(см. таблицу). Таким образом, появление в уравне-
нии (5) константы скорости гидролиза аминоакри-
лата (k

h
) приводит к заметному увеличению изотоп-

ного эффекта, а не к его исчезновению, как в случае 
L-серина. Можно, следовательно, заключить, 
что в реакции с β-хлор-L-аланином гидролиз амино-
акрилата является изотоп-чувствительной стадией, 
и механизм гидролиза существенно иной, чем в ре-
акции с L-серином.

В реакции с L-серином на стадии гидролиза ами-
ногруппа Lys270 находится в  нейтральной фор-
ме, и гидролиз может проходить в соответствии со 
схемой, где лимитирующей стадией является ата-

Рис. 5. Вероятная схема гидролиза аминоакрилата 
в реакции ТИЛ с L-серином

Рис. 6. Возможная схема гидролиза аминоакрилата 
в реакции ТИЛ с β-хлор-L-аланином 
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ка аминогруппы лизина по альдиминной двойной 
связи аминоакрилатного интермедиата (см. рис. 5). 
Поскольку в ходе лимитирующей стадии не проис-
ходит передачи протонов, способных обменивать-
ся на дейтероны, стадия гидролиза не должна быть 
чувствительной к изучаемой смене растворителя. 
С другой стороны, в реакции с β-хлор-L-аланином 
стадией, лимитирующей гидролиз аминоакрилата, 
является формальное протонирование метиленовой 
группы аминоакрилата аммониевой группой Lys270, 
содержащей дополнительный протон (см. рис. 6). 
По всей вероятности, перенос протона осуществля-
ется по цепочке водородных связей. Поскольку про-
тоны аммониевой группы, как и протоны в цепочке 
водородных связей, способны к изотопному обмену 
с растворителем, гидролиз должен быть изотоп-
чувствительной стадией, что, по-видимому, и на-
блюдается в действительности. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, полученные нами результаты пока-
зывают, что изменение нуклеофильного характера 
уходящей группы в субстратах ТИЛ приводит к из-
менению механизмов не  только непосредственно 
элиминирования данной группы, но и последующей 
стадии гидролиза аминоакрилата. 
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