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Исходя из данных по флуоресцентному титрованию ацетилхолинэсте-
разы (АХЭ, КФ 3.1.1.7) из электрического органа Torpedo californica
дийодидО'М пропидия П. Тейлор с сотрудниками [*• 2] сделали вывод,
что пропидий взаимодействует с этим ферментом исключительно
в т. н. периферическом анионном центре связывания катионных лиган-
дов для аллостерической регуляции активности ацетилхолинэстераз.
В соответствии с этим дийодид пронидия выступил в реакции АХЭ с
ацетилхолином как неконкурентный ингибитор активности фермента [’].

Это указывает на то, что пропидий может быть использован для опре-
деления роли периферического анионного центра в ацетилхолинэсте-
разном катализе.

В настоящей работе исследовалось влияние пропидия на параметры
Михаэлиса Ут и Кт в реакции АХЭ из яда кобры ( Naja naja oxiana )

с ацетилхолином. Фермент был выделен гельфильтрацией на сефадексе
G-50 и очищен до гомогенного состояния аффинной хроматографией [3].

Активность фермента определялась на pH-стате TTT2/SBR3/ABUI2
фирмы «'Radiometer» титрованием освобожденной в ходе гидролиза
ацетилхолина уксусной кислоты щелочью (КОН) при 25°С и pH 7,5.
Влияние дийодида пропидия (препарат фирмы «Calbiochem», исполь-
зовался без дополнительной очистки) на скорости ферментативного
гидролиза ацетилхолина исследовалось при двух значениях ионной
силы раствора; /= 0,04 (КСI) и /= 0,22 (0,04 М КСI и 0,1 М
КСI + 0,04 М MgCR соответственно). Значения Ki были вычислены
из зависимостей наблюдаемых Кт от концентрации добавленного инги-
битора.

Из графиков зависимостей обратной скорости гидролиза ацетил-
холина от его обратной концентрации в присутствии различных кон-
центраций дийодида пропидия видно (см. рисунок), что как при боль-
шой, так и при малой ионной силе все прямые Лайнуйвера—Берка
пересекаются на оси ординат в одной точке, т. е. имеет место чисто
конкурентное ингибирование активности фермента.

Кроме различия в типе ингибирования, отмечены различия и в чис-
ленных значениях экспериментальных констант ингибирования. Для
АХЭ из яда кобры нами получены Кг З-Ю-5 М при /=0,22 и
Кг =4*l 0-6 М при /=0,04, вто время как для АХЭ из электрического
органа Torpedo californica в сопоставимых условиях получены
Кг = 3,8-10-6 М при /=0,23 и Кг-3,2-10-7 М при /=0,001 [>]. Эти
результаты показывают, что АХЭ из яда кобры, в отличие от синапти-
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Влияние дийодида пропидия на скорость ферментативного гидролиза аце-
тилхолина под действием ацетилхолинэстеразы из яда кобры. Температура
25°, pH 7,5. а ионная сила раствора 0,22 (0,1 М КС! и 0,04 MgCl2),

концентрации дийодида пропидия: 0 (/), 5,0-10~6 (2), 2,5-10~5 (5),
5,23-10~5 М ( 4). б ионная сила раствора 0,04 (КС!) 1, концентрации

дийодида пропидия: 0 (/), 1,05• 10—6 (2), 2,10• 10-6 (5), 4,19■ 10~6 М (4).

ческих форм фермента, по всей вероятности, не имеет периферического
центра для специфического связывания иона пропидия, а его меньший
на порядок величины ингибирующий эффект обусловлен взаимодейст-
вием лиганда с каталитически активным центром фермента.

Из структурных особенностей АХЭ из яда кобры обращает на
себя внимание тот факт, что ее молекулярный вес 67 ООО уступает
молекулярному весу 'минимальных каталитически активных субъединиц
тканевых ацетилхолннэстераз приблизительно на 20 000 дальтонов (см.,
напр., [3]). С другой стороны, показано [4~7], что при ограниченном
трипсинолизе и последующем денатурировании субъединиц тканевых
ацетилхолннэстераз додецилсульфатом натрия в присутствии 2-меркап-
тоэтанола от них отщепляется пептид с молекулярным весом около
20 000, а активированный серин каталитического центра (меченый
диизопропилфторфосфатом) располагается в оставшейся части моле-
кулы фермента, молекулярный вес которой около 60 000. Возможно,
что аллостерический анионный центр у тканевых ацетилхолннэстераз
находится именно на этом фрагменте молекулы, а АХЭ из яда кобры
является представителем активной «фундаментальной единицы» [ 3]

ацетилхолннэстераз, лишенной аллостерического центра регулирования
каталитической активности.

ЛИТЕРАТУРА

1. Taylor, Р„ Jamson, L.-M., Lappi, S„ Rademacher, J. Propidium, a fluorescence probe
ifor peripheral anionic site on acetylcholinesterase. Molec. Pharmacol., 1974,
10, 703—708.

'

.
2. Taylor, P„ Lappi, S. Interaction of fluorescence probes with acetylcholinesterase. The

site and specificity of propidium binding. Biochemistry, 1975, 14, 1989
1997.

3. Raba, R„ Aaviksaar, A., Raba, M., Siigur, J. Cobra venom acetylcholinesterase.
Purification and molecular properties. Europ. J. Biochem., 1979, 96, 151—
158

4. Rosenberry, T. L., Chen, Y. T., Bock, E. Structure of 11S acetylcholinesterase, Subunit
composition. Biochemistry, 1974, 13, 3068—3079,



231

5. Dudai, Y., Silman, I. The molecular weight and subunit structure of acetylcholin-
esterase preparations from the electric organ of the electric eel. Biochem.
Biophys. Res. Communs, 1974, 59, 117—124.

6. Morrod, P. Marshall, A. G., Clark, D. G. Structural stability and composition of
acetylcholinesterase purified by affinity chromatography from fresh electroplax
tissue of Electrophorus electricus. Biochem. Biophys. Res. Communs, 1975,
63, 335—342.

7. Massoulie, J., Bon, S., Rieger, F., Vigny, M. Molecular forms of acetylcholinesterase.
Croatica Chem. Acta, 1975, 47, 163—179.

Институт химической и биологической физики Поступила в редакцию
Академии наук Эстонской ССР 28/111 1983


	Eesti NSV Teaduste Akadeemia toimetised
	SISUKORD
	СОДЕРЖАНИЕ
	Chapter
	СПЕЦИФИЧНОСТЬ НЕЙТРАЛЬНОЙ ПРОТЕАЗЫ BACILLUS BREVIS В РЕАКЦИИ С ДИПЕПТИДНЫМИ СУБСТРАТАМИ
	Contribution
	Рис. 1. Зависимость начальной скорости гидролиза амидов N-фурилакрилоилглицил—аминокислот под действием нейтральной протеазы В. brevis от концентрации субстратов. Условия опытов и нумерация субстратов даны в табл. 1 (здесь и на рис. 2).
	Рис. 2. Зависимость lg кц от Ян для гидролиза нейтральной протеазой В. brevis амидов N -фурилакрилоил—глициламинокислот. Темными кружками отмечены субстраты с нормальными алифатическими радикалами в боковой цепи X.
	Untitled
	Untitled

	CHARACTERIZATION AND IDENTIFICATION OF CHEMICAL AND NATURAL FIBRES BY INFRARED SPECTROSCOPIC METHOD AND COMPUTER
	Untitled
	Untitled
	Untitled
	Untitled
	Untitled
	Untitled
	Untitled
	СИНТЕЗ И СПЕКТРОСКОПИЯ ЯМР 13С ЭТИЛ-3,7,И-ТРИМЕТИЛ-2,4-ДОД ЕКАД И ЕНОАТА
	Хроматограмма синтеза этил-3.7, 11 -триметил-2,4-додекадиеноата: 6,10-диметил-З (£)-ундецен-2 он (I), этил-3,7,11-триметил-2(2) 4(£)-додекадиеноат (И), этил-3.7, 11 -триметил-2 (£), 4 (Е) -додекадиеноат (III).
	Untitled
	Untitled

	ТЕМПЕРАТУРНАЯ ЗАВИСИМЮСТЬ ДАВЛЕНИЯ ПАРА к-АЛКЕНОВ
	Рис. 1. Зависимость константы А уравнения Антуана от числа атомов углерода в молекуле изомера н-алкена: О наши данные, X литературные данные (здесь и на рис. 2,3).
	Рис. 2. Зависимость константы В уравнения Антуана от числа атомов углерода в молекуле изомера н-алкена.
	Рис. 3. Зависимость константы С уравнения Антуана от числа атомов углерода в молекуле изомера н-алкена.
	Untitled

	ИССЛЕДОВАНИЕ ЭКСТРАКЦИОННЫХ СВОЙСТВ НЕПРЕДЕЛЬНЫХ АМИНОВ
	Рис. I. Изотермы экстракции урана 0,1 М растворами смесей АПИ в керосине: АПИ-7 (/) и АПИ-8 (2). Xv, у и концентрации урана в водной и органической фазах соответственно,
	Рис. 2. Зависимость емкости 0,1 М растворов АПИ в керосине по отношению к урану от средней молекулярной массы АПИ. Номера точек на графике соответствуют номерам смесей АПИ в табл. 1.
	Рис. 3. Зависимость коэффициента распределения урана от его концентрации в водной фазе. Экстрагент 0,1 М раствор смеси АПИ в керосине: АПИ-7 (/) и АПИ-8 (2).
	Untitled
	Untitled

	ДИНАТРИЕВЫЕ СОЛИ 1-АМИНОАЛ КИЛ-М,\-БИС(со-ЭТАНСУЛ ЬФОКИСЛОТЫ)
	Рис. 1. Изотермы поверхностного натяжения водных растворов ДААБЭС: 1 динатриевая соль 1-аминооктил-IМ,|М-бис(со-этансульфокислоты) при 20°, 2 она же при 50°, 3 натриевая соль 1-аминооктил-М-этансульфокислоты при 20°, 4 динатриевая соль 1 -аминододецил-N,N-бис (со-этансульфокислоты) при 20°, 5 она же при 50°.
	Рис. 2. Краевой угол смачивания водных растворов ДААБЭС: I динатриевая соль ПаминооктшнМ, N-бис (о-этансульфокислоты), 2 динатриевая соль 1-аминодецил-IМ,N-бис(м-этансульфокислоты), 3 динатриевая соль 1-аминододецил-М,П-бис(о)-этансульфокислоты), 4 динатриевая соль 1-аминотетрадецил-N,N-бис (ю-этансульфокислоты), 5 динатриевая соль 1-аминогексадецил-IЫ,ЙМ-бис(со-этансульфокислоты).
	Рис. 3. Краевой угол смачивания водных растворов ДААБЭС в зависимости от длины алкильной цепи при концентрации 2-10-3 М.
	Untitled
	Untitled
	Untitled
	Untitled


	ИССЛЕДОВАНИЕ ТЯЖЕЛОЙ СМОЛЫ ПОЛУКОКСОВАНИЯ СЛАНЦА-КУКЕРСИТА
	Схема разделения тяжелой смолы полукоксования сланца-кукерсита, % на ТСС.
	Untitled
	Untitled
	Untitled
	Untitled

	ИССЛЕДОВАНИЕ ТЯЖЕЛОЙ СМОЛЫ ПОЛУКОКСОВАНИЯ СЛАНЦА-КУКЕРСИТА
	Рис. 1. Хроматограммы продуктов окисления тяжелой сланцевой смолы при 30 (а) и 95°С (б), полученных на 111 колонке; кислоты в виде сложных эфиров. Цифры число атомов углерода в алифатических дикарбоновых кислотах.
	Рис. 2. Состав алифатических кислот, полученных при окислении тяжелой смолы (/ и 2) и керогена кукерсита (5); 1 —р монокарбоновые и 2, 3 дикарбоновые кислоты.
	Untitled
	Untitled
	Untitled

	ИССЛЕДОВАНИЕ ТЯЖЕЛОЙ СМОЛЫ ПОЛУКОКСОВАНИЯ СЛАНЦА-КУКЕРСИТА
	Рис. 1. Хроматограмма кислородсодержащих соединений смолы конверсии тяжелой смолы сланца-кукерсита. Цифры 9—23 количество атомов углерода в н-алканонах.
	Рис. 2. Хроматограмма фенолов из смолы конверсии тяжелой смолы сланца-кукерсита: 1 фенол, 2 о-крезол, 3 —• уи+л-крезолы, 4 2,5-диметилфенол, 5 3,5-диметилфенол, 6 2,3-диметилфенол, 7 3,4-диметилфенол, 8 5-метилрезорцин, 9 диметилрезорцин, 10 а-нафтол, Л4—Л9 алкилрезорцины. Цифры количество атомов углерода в боковой цепи.
	Рис. 3. ИК-спектры: 1 исходной тяжелой смолы полукоксования сланцакукерсита, 2 гидрогенизата, 3 смолы конверсии.
	Untitled
	Untitled

	ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ КОМПОНЕНТОВ СЛАНЦЕВОЙ СМОЛЫ
	Untitled
	Untitled
	Untitled

	РЕДКОЗЕМЕЛЬНЫЕ ЭЛЕМЕНТЫ В ФОСФАТНЫХ КОНЦЕНТРАТАХ ПРИБАЛТИКИ
	Состав лантаноидов в фосфоритных концентратах Прибалтики: 1 Тоолсе, 2 Рягавере, 3 Маарду, 4 Кингисепп, 5 среднее содержание РЗЭ в фосфоритах по данным i[2].
	Untitled
	Untitled

	ИЗУЧЕНИЕ КИНЕТИКИ ТРАНСФОРМАЦИИ И ПРОЦЕССОВ СОРБЦИИ ХЛОРОРГАНИЧЕСКИХ ПЕСТИЦИДОВ И ПОЛИХЛОРИРОВАННЫХ БИФЕНИЛОВ ПРИ ХРАНЕНИИ ПРОБ ВОДЫ
	Рис. 1. Хроматограмма стандартного раствора ПХБ (хлофена А-50) в морской воде. Концентрацию ПХБ определяли суммированием пиков /—7.
	Рис. 2. Хроматограммы ПХБ через 1 (а) и 105 сут (б) хранения проб.
	Рис. 3. Отношение высот семи основных пиков ПХБ через 1 (/), 2—7 (2), 3—14 (5) и 4—105 сут (4) хранения проб. Температура воды 6—B°.
	Рис. 4. Отношение высот семи основных пиков ПХБ через 1 (/), 2—7 (2), 3—14 (3), 4—30 (4) и 5—105 сут (5) хранения проб. Температура воды 20—22°.
	Рис. 5. График падения концентраций п,п’ДДД (а), п,п’ДДЕ (б), п,п’ДДТ (в) и ПХБ (г) по мере хранения проб при температуре морской воды 6—B° (/) и 20—22° (2). Рис. 6. График падения концентраций п,п’ДДЕ (/), п.п’ДДД (2) и п,п’ДДТ (3) в морской воде в присутствии бифенилов (ДДТ : ПХБ «1 ; 1). Температура воды 6—B°.
	Untitled

	ИНГИБИРОВАНИЕ АЦЕТИЛХОЛИНЭСТЕРАЗЫ ИЗ ЯДА КОБРЫ ПРОПИДИЕМ
	Влияние дийодида пропидия на скорость ферментативного гидролиза ацетилхолина под действием ацетилхолинэстеразы из яда кобры. Температура 25°, pH 7,5. а ионная сила раствора 0,22 (0,1 М КС! и 0,04 MgCl2), концентрации дийодида пропидия: 0 (/), 5,0-10~6 (2), 2,5-10~5 (5), 5,23-10~5 М (4). б ионная сила раствора 0,04 (КС!)1, концентрации дийодида пропидия: 0 (/), 1,05• 10—6 (2), 2,10• 10-6 (5), 4,19■ 10~6 М (4).
	ИССЛЕДОВАНИЕ ГИДРИРОВАНИЯ СИНТЕТИЧЕСКИХ ЦИТРАЛЯ И ГЕРАНИОЛА НАД СКЕЛЕТНЫМ НИКЕЛЕВЫМ КАТАЛИЗАТОРОМ
	ПОЛУЧЕНИЕ ИНДИВИДУАЛЬНОЙ ИЗОВАЛЕРИАНОВОЙ КИСЛОТЫ
	ÜLDKOGU KOOSOLEKUTELT
	CONTENTS



	Illustrations
	Рис. 1. Зависимость начальной скорости гидролиза амидов N-фурилакрилоилглицил—аминокислот под действием нейтральной протеазы В. brevis от концентрации субстратов. Условия опытов и нумерация субстратов даны в табл. 1 (здесь и на рис. 2).
	Рис. 2. Зависимость lg кц от Ян для гидролиза нейтральной протеазой В. brevis амидов N -фурилакрилоил—глициламинокислот. Темными кружками отмечены субстраты с нормальными алифатическими радикалами в боковой цепи X.
	Хроматограмма синтеза этил-3.7, 11 -триметил-2,4-додекадиеноата: 6,10-диметил-З (£)-ундецен-2 он (I), этил-3,7,11-триметил-2(2) 4(£)-додекадиеноат (И), этил-3.7, 11 -триметил-2 (£), 4 (Е) -додекадиеноат (III).
	Untitled
	Рис. 1. Зависимость константы А уравнения Антуана от числа атомов углерода в молекуле изомера н-алкена: О наши данные, X литературные данные (здесь и на рис. 2,3).
	Рис. 2. Зависимость константы В уравнения Антуана от числа атомов углерода в молекуле изомера н-алкена.
	Рис. 3. Зависимость константы С уравнения Антуана от числа атомов углерода в молекуле изомера н-алкена.
	Рис. I. Изотермы экстракции урана 0,1 М растворами смесей АПИ в керосине: АПИ-7 (/) и АПИ-8 (2). Xv, у и концентрации урана в водной и органической фазах соответственно,
	Рис. 2. Зависимость емкости 0,1 М растворов АПИ в керосине по отношению к урану от средней молекулярной массы АПИ. Номера точек на графике соответствуют номерам смесей АПИ в табл. 1.
	Рис. 3. Зависимость коэффициента распределения урана от его концентрации в водной фазе. Экстрагент 0,1 М раствор смеси АПИ в керосине: АПИ-7 (/) и АПИ-8 (2).
	Рис. 1. Изотермы поверхностного натяжения водных растворов ДААБЭС: 1 динатриевая соль 1-аминооктил-IМ,|М-бис(со-этансульфокислоты) при 20°, 2 она же при 50°, 3 натриевая соль 1-аминооктил-М-этансульфокислоты при 20°, 4 динатриевая соль 1 -аминододецил-N,N-бис (со-этансульфокислоты) при 20°, 5 она же при 50°.
	Рис. 2. Краевой угол смачивания водных растворов ДААБЭС: I динатриевая соль ПаминооктшнМ, N-бис (о-этансульфокислоты), 2 динатриевая соль 1-аминодецил-IМ,N-бис(м-этансульфокислоты), 3 динатриевая соль 1-аминододецил-М,П-бис(о)-этансульфокислоты), 4 динатриевая соль 1-аминотетрадецил-N,N-бис (ю-этансульфокислоты), 5 динатриевая соль 1-аминогексадецил-IЫ,ЙМ-бис(со-этансульфокислоты).
	Рис. 3. Краевой угол смачивания водных растворов ДААБЭС в зависимости от длины алкильной цепи при концентрации 2-10-3 М.
	Схема разделения тяжелой смолы полукоксования сланца-кукерсита, % на ТСС.
	Рис. 1. Хроматограммы продуктов окисления тяжелой сланцевой смолы при 30 (а) и 95°С (б), полученных на 111 колонке; кислоты в виде сложных эфиров. Цифры число атомов углерода в алифатических дикарбоновых кислотах.
	Рис. 2. Состав алифатических кислот, полученных при окислении тяжелой смолы (/ и 2) и керогена кукерсита (5); 1 —р монокарбоновые и 2, 3 дикарбоновые кислоты.
	Untitled
	Рис. 1. Хроматограмма кислородсодержащих соединений смолы конверсии тяжелой смолы сланца-кукерсита. Цифры 9—23 количество атомов углерода в н-алканонах.
	Рис. 2. Хроматограмма фенолов из смолы конверсии тяжелой смолы сланца-кукерсита: 1 фенол, 2 о-крезол, 3 —• уи+л-крезолы, 4 2,5-диметилфенол, 5 3,5-диметилфенол, 6 2,3-диметилфенол, 7 3,4-диметилфенол, 8 5-метилрезорцин, 9 диметилрезорцин, 10 а-нафтол, Л4—Л9 алкилрезорцины. Цифры количество атомов углерода в боковой цепи.
	Рис. 3. ИК-спектры: 1 исходной тяжелой смолы полукоксования сланцакукерсита, 2 гидрогенизата, 3 смолы конверсии.
	Untitled
	Состав лантаноидов в фосфоритных концентратах Прибалтики: 1 Тоолсе, 2 Рягавере, 3 Маарду, 4 Кингисепп, 5 среднее содержание РЗЭ в фосфоритах по данным i[2].
	Рис. 1. Хроматограмма стандартного раствора ПХБ (хлофена А-50) в морской воде. Концентрацию ПХБ определяли суммированием пиков /—7.
	Рис. 2. Хроматограммы ПХБ через 1 (а) и 105 сут (б) хранения проб.
	Рис. 3. Отношение высот семи основных пиков ПХБ через 1 (/), 2—7 (2), 3—14 (5) и 4—105 сут (4) хранения проб. Температура воды 6—B°.
	Рис. 4. Отношение высот семи основных пиков ПХБ через 1 (/), 2—7 (2), 3—14 (3), 4—30 (4) и 5—105 сут (5) хранения проб. Температура воды 20—22°.
	Рис. 5. График падения концентраций п,п’ДДД (а), п,п’ДДЕ (б), п,п’ДДТ (в) и ПХБ (г) по мере хранения проб при температуре морской воды 6—B° (/) и 20—22° (2). Рис. 6. График падения концентраций п,п’ДДЕ (/), п.п’ДДД (2) и п,п’ДДТ (3) в морской воде в присутствии бифенилов (ДДТ : ПХБ «1 ; 1). Температура воды 6—B°.
	Untitled
	Влияние дийодида пропидия на скорость ферментативного гидролиза ацетилхолина под действием ацетилхолинэстеразы из яда кобры. Температура 25°, pH 7,5. а ионная сила раствора 0,22 (0,1 М КС! и 0,04 MgCl2), концентрации дийодида пропидия: 0 (/), 5,0-10~6 (2), 2,5-10~5 (5), 5,23-10~5 М (4). б ионная сила раствора 0,04 (КС!)1, концентрации дийодида пропидия: 0 (/), 1,05• 10—6 (2), 2,10• 10-6 (5), 4,19■ 10~6 М (4).
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