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СПЕЦИФИЧНОСТЬ CУБТИЛИЗИНA КАРЛСБЕРГ В РЕАКЦИИ

С O-д-АЛКИЛ-д-НИТРОФЕНИЛ-МЕТИЛФОСФОНАТАМИ
A. A A VIKSAAR, М. PEIPS, Р. SIKK. CARLSBERGI SUBTILISIINI SPETSIIFILISUS REAKT-

SIOONIS O-n-ALKÜOL-p-NITROFENOOL-METÜÜLFOSFONAATIDEGA

A. AAVIKSAAR, M. PEIPS, P. SIKK. SPECIFICITY OF SUBTILISIN CARLSBERG IN THE
REACTION WITH O-n-ALKYL-p-NITROPHENYL METHYLPHOSPHONATES

В одной из публикаций нашей лаборатории совместно с лабораторией
химии белка ВНИИ генетики и селекции промышленных микроорганиз-
мов Главмикробиол-ром а была показана перспективность использования
фосфорорганических ингибиторов сериновых эстераз для исследования
топографии активных центров бактериальных протеиназ и приведены
данные по кинетике взаимодействия ряда д-нитрофенпловых эфиров
О-и-алкил-метилфосфоновых кислот,

с субтилизином BPN' fl]. Влияние структуры фосфорильной части инги-
биторов на их реакционную способность в фосфорилировании активного
центра фермента у соединений i с п 2—6 описывалось уравнением
\gki = ( 1,29±0,15) + (0,68±0,07) л; (r = 0,984, s =0,112), где> бимо-
лекулжрная константа скорости фосфорилирования и л? 'константа
гидрофобности заместителя С пН2п+l [2 ].

К настоящему времени выяснилось, что субтилизины BPN' и Карл-
сберг не являются экзопротеазами двух штаммов одного вида Bacillus
subtilis, как предполагалось ранее, а синтезируются разными видами
бацилл: продуцентом субтилизииа BPIsT оказался Bacillus amylolique-
faciens, а субтилизииа Карлсберг Bacillus licheniformis [3 > 4]. Этот
факт хорошо согласуется с данными о значительных различиях в пер-
вичных структурах этих ферментов [ s].

Представляло интерес выяснить, проявляются ли различия в первич-
ных структурах субтилизинов BPN' и Карлсберг в специфичности их
действия в реакции с низкомолекулярными субстратами и ингибиторами.
В целях получения «количественных данных для сравнения двух фермен-
тов нами была изучена кинетика необратимого ингибирования субти-
лизина Карлсберг под действием серии О-н-алкил-д-нитрофенил-метил-
фосфонатов (w-CnH 2n+iO) (СН 3 ) Р (О) OСеН4МO2 -/г, где п =2—B. Мето-
дика определения ki и условия опытов были такими же, как в [’] в случае
субтилизииа BPN'. Синтез и очистка фосфорорганических ингибиторов
проводились, как описано в [ 6]. Субтилизин Карлсберг (фирма «Sigma»,
США) использовался без дополнительной очистки.

Сравнивая бимолекулярные константы ингибирования субтилизииа
Карлсберг (см. таблицу), можно видеть, что увеличение числа атомов
углерода п в нормальном алкоксильном радикале фосфорильной части
ингибиторов от 2 до б приводит к 10-кратному увеличению константы
скорости фосфорилирования активного центра 1 фермента, что указывает
на гидрофобное взаимодействие этого радикала с поверхностью фер-
мента.

На рисунке эти данные, а также аналогичные данные для субтили-
зина BPN' [ ! ] представлены в виде зависимости от лнконстанты
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алкильного радикала ингибитора. Кик вид-
но, 'константы скоростей для соединений с
п 2—5 в пределах погрешностей измерения
совпадают в случае обоих ферментов. Об-
щее 'корреляционное уравнение, описываю-
щее зависимость lg ki от jt для ингибиторов
сп =2—6 для оубтилнзина BPN' ис п = 2—5
для субтилизина Карлсберг, имеет вид
\ g ki= (- 1,27±0,10) + (0,67±0,05)я (/*=
= 0,979, s = 0,104). Начиная же с п— 6
(я =3) значения 1gki для субтилизина
Карлсберг оказались значительно ниже,
чем для субтилизина BPN' на графике
зависимости 1g ki от я у первого образуется
излом при я= 2,5 {п=5), тогда как у дру-
гого при я= 3 (я =6). Возможно это свя-
занб с различной протяженностью гидро-
фобного участка в активном центре этих
ферментов: у субтилизина Карлсберг он
короче, чем у BPN'.

Отметим, что и в случае сложноэфирных
субстратов различие в топографии активных
центров этих протеиназ более четко прояв-
ляется при длинных радикалах в боковой части аминокислот. Так, отно-
шение бимолекулярных констант скоростей гидролиза метиловых эфиров
N-ацетиламинокислот под действием субтилизинов Карлсберг и BPN' в
случае аланина равно 3, а в случае лейцина 20. Кинетические данные
по сравнительному исследованию
специфичности действия субтилизи-
нов с использованием представи-
тельной серии этих субстратов будут
опубликованы нами отдельно.

Зависимость I g ki от я для фосфорилиро-
вания активных центров субтилизинов
под действием О-н-алкил-п-нитрофенил-

-метилфосфонатов,
(н-С„Н 2п+ 10) (СН3 )Р(О) OC6H 4NO2-п.
Темными кружками отмечены \gki для
субтилизина BPN’, светлыми для
субтилизина Карлсберг. Условия опытов

даны в таблице.
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