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В работе представлены результаты исследования реакционной спо-
собности новых для химотрипсина субстратов, тиохолиновых эфиров

+

алифатических карбоновых кислот H-Cn H2n+ iC (О) S (СН 2 )2М(СН3 ) 3 с
/г=l—3. Показано, что при химотрипсиновом гидролизе этих соединений
время достижения стационарного состояния в трехстадийной реакции

Ks hz hs
E+S ЕА-^Е+Р2 (1)

4 Pi
при 25 °C и значениях pH, близких к оптимальным, охватывает минуты,
что позволяет регистрировать кинетику предстационарной фазы про-
цесса на обычном спектрофотометре, используя метод Эллмана [*] для
определения выделяющегося тиохолина', и получать значения Ks, k 2 и &3
из прямых измерений, т. е. без добавления в реакционную смесь каких-
либо селективных эффекторов или нуклеофильных агентов, как в случае
определения этих констант из стационарной кинетики (для обзора
см. [ 2]).

Зависимости pKs, \gk2 и lg& 3 от п показаны на рисунке. Видно, что
увеличение длины углеводородной цепи в ацильной части соединений
приводит к одинаковому увеличению pKs и \gk 2 . Этим тиохолиновые
эфиры как субстраты химотрипсина принципиально отличаются
от аналогичных /г-нитрофениловых эфиров карбоновых кислот,
н-С„Н2n+iC (О) для которых показано [ 3 s ], что при измене-
нии п от 1 до 3 константа k 2/Ks практически не меняется, а начиная с
/г = 3 (до /2 =6) между \g{k 2/Ks) и п наблюдается линейная зависимость
с наклоном около 0,4, который, согласно результатам анализа, прове-
денного А. А. Клесовым иИ. В. Березиным [s ], вызван изменением Ks
при постоянстве k 2 (собственно значений k 2 и Ks для реакции химотрип-
сина с серией п-нитрофенилкарбоксилатов определить не удалось).

4-
В случае же тиохолиновых эфиров H-Cn H2n +iC (О) S (GH2 ) 2N (СН 3) 3

наклон прямой в координатах \g{k 2/Ks) от п при увеличении п от 1 до 3
составляет 0,93 (значения k 2/Ks для этой корреляции были получены из
отдельных опытов как бимолекулярные константы скорости гидролиза
при [S] <^К^Ж), а для зависимостей \gk 2 и pKs от п 0,50 и 0,44 соответ-
ственно. Так как для специфических субстратов химотрипсина, метило-

Н
I

вых эфиров М-ацетил-Ь-аминокислот, н-С п Н2п+ 1—С—С(O)ОСН 3,

1
NH—С(O)СН3

151



152

Зависимость кинетических констант реакции а-химотрипсина с субстратами

[н-С„Н2п + I С(O)B(СН2 )*Н(СН3 )з]Вг- (или /-) от п, 1 рКв, 2 \gk 2 , 3 lgk 3 .

Условия опытов: 25 °С, pH 7,5, фосфатный буфер, ценная сила 0,15. Анализ кинетиче-
ских данных по предстационарной кинетике проведен, как описано в [ 2 ].

прямые в координатах \gk2 и pKs от п {п = I—4)1 —4) по данным [s ] имеют
наклоны 0,50 и 0,52, то можно предположить, что взаимодействие ациль-
ной части тиохолиновых эфиров алифатических карбоновых кислот с
химотрипсином хорошо моделирует взаимодействие боковой цепи ами-
нокислоты в его специфических субстратах с активным центром фер-
мента, чего нельзя сказать о серии п-нитрофенилкарбоксилатов. Инте-
ресно отметить, что линейная зависимость \g{k 2/Ks) от п с наклоном 0,9
наблюдается также в реакции химотрипсина с имидазольными карбо-

ксилатами, h -c/) h 2/7+1 c(0)-n'^4n
,

с n =h 3, 5 [6 ], для которых k 2 иKs
отдельно не получены.

Слабая зависимость \gk 3 от п (см. рисунок) согласуется с литератур-
ными данными по деацилированию «неспецифических» ацилхимотрип-
синов с короткой ацильной частью [ 4 - 5 - 7 • B ].

Возможность прямого определения констант Ks, k 2 и k$ из предста-
ционарной кинетики в минутной шкале времени делает тиохолиновые
эфиры карбоновых кислот удобными субстратами для исследования
влияния реакционной среды на отдельные стадии химотрипсин-катали-
зируемых реакций. Кроме того, бутирилтиохолин с соотношением k 2/
около 80 может быть использован для титрования активных центров
химотрипсина: при концентрациях субстрата от 0,005 до 0,01 М
{[S]o/К™т

— 15—30) величина начального «выброса» тиохолина равна
концентрации активных центров фермента. Учитывая значение 8412 =

= 13 600 для комплекса тиохолина с реагентом Эллмана, наиболее удоб-
ным диапазоном концентраций фермента при его титровании можно счи-
тать Ю" 6—l0-S М, где величина выброса имеет значения от 0,014 до 0,14
единиц оптической плотности,
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