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Высокую активность трипсина (КФ 3.4.21.4) по отношению к его спе-
цифическим катионным субстратам производным лизина и аргинина,
по сравнению с их неионнымн аналогами, в литературе (для обзора
см. [']) объясняют взаимодействием катионной боковой цепи аминокис-
лоты специфического субстрата с отрицательно заряженной карбоксиль-
ной группой Асп-189 на «дне» гидрофобной полости в активном центре
фермента [2~4]. Согласно теории межионных реакций [s], тогда в ацили-
ровании активного центра трипсина под действием специфических
катионных субстратов можно ожидать проявления первичного солевого
эффекта.

С целью экспериментальной проверки этого предположения в настоя-
щей работе было изучено влияние различных неорганических солей, КСI,
KNO3 , NaN0 3, CsCl, LiCl, NH 4CI, СаС12 и MgClo, на кинетику гидроли-
за п-нитроанилида М-бензоил-D,L-аргинина (БАПНА) под действием
бычьего трипсина. Специальными опытами было установлено, что соли
в этой реакции оказывают влияние только на стадию нековалентного
связывания субстрата в активном центре фермента. Это позволило изу-
чить действие солей на константу Ks, используя бимолекулярные конс-
танты скорости гидролиза, ku =k 2/ определяемые из кинетических кри-
вых первого порядка для реакции

K s К к г
E+S ЕА+РI -> £+Р2

в условиях [s] <С/С, когда
(?--1

■= -
Ы£]°

[s ] Кинетика триптического
си Ks

гидролиза БАПНА регистрировалась при А, =405 нм на спектрофотомет-
ре «Beckman UV 5260» (США) при температуре 25 °С и pH 8,3 в 0,05 М
растворе трис-НС\.

Результаты работы показывают (см. рисунок), что наблюдаемые
эффекты не могут быть объяснены влиянием на скорость реакции ионной
силы: MgCl2 до одномолярной концентрации не влияет на величину &ц,
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Влияние солей на гидролиз п-нитроани-
лида М-бензоил-О,L-аргинина под дей-
ствием трипсина при температуре 25°С
и pH 8,3 в О,05 М трис- НСI буферном
растворе. # CsCl, О NH4 CI, □
КСI, ■ KNO 3 Д NaNO3 , А

LiCl, V MgCl2. А СаС12 .

СаС12 при низких концентрациях несколько увеличивает скорость гидро-
лиза, но затем его влияние также приближается к нулю, в то время как
эффект всех использованных 1,1-электролитов удовлетворительно опи-
сывается конкурентным ингибированием гидролиза БАПНА катионами

солей согласно уравнению-Д-=——4-——-г- ГМе+] (конкурентный ха-yv kn k°n k° n Ki 1 J

рактер ингибирующего эффекта одновалентных катионов в триптическом
гидролизе был выяснен в нашей лаборатории также в случае другого
субстрата, где & 2<С&3, метилового эфира М-карбобензокси-Б-аргини-
на).

[Е]о
Аналогичное предложенному уравнению выражение——-—А-\-В[l],

где k константа скорости первого порядка, [/] обозначает концентра-
цию соли, рассматриваемой как обратимый ингибитор фермента, а Л и
В являются неконкретизированными константами, было использовано в
[6] для описания влияния NH4CI на триптический гидролиз бензоил-арги-
нинамида.

гг 1 не-прямые через экспериментальные точки по зависимости ==■——

ka h
от Сол Ь для 1,1-электролитов на рисунке проведены, исходя из значений

и =66,9±0,6М- 1 с- 1 ,
Аг,сз + =0,П8±0,007М (CsCl), Ki, nh; =0,18±0,01 М

(NH 4CI), Аг,к+
= 0,28±0,01 М (КСI и KNO 3 ), Кг, Na

+
= 0,72±0,05М

(NaNO 3 ) и Ki, ы+
= 1,5±0,2M (LiCl), полученных в результате

статистической обработки данных методом последовательных прибли-
жений [7 ] на основе рабочего уравнения

, g ,l=lg4rlg (. + i:Ä), ■?_:;
j=i г > j

где [Ме +]/ является концентрацией /-го катиона {п = 30, г = 0,991, s =

-0,0184).
Таким образом, из представленных данных вытекает, что неоргани-

ческие катионы являются конкурентными обратимыми ингибиторами
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активности трипсина в его реакциях со специфическими аминокислот-
ными субстратами, и, несмотря на анионный характер центра связыва-
ния субстрата в активном центре этого фермента, в его взаимодействии
с катионными субстратами первичный солевой эффект не проявляется
ни на стадии связывания, ни на последующей стадии ацилирования.

Предположение о влиянии одновалентных неорганических катионов
как конкурентных ингибиторов активности трипсина нашло в нашей
работе подтверждение также в данных по влиянию КСI на взаимодей-
ствие трипсина с его типичным конкурентным ингибитором бензами-
дином. Полученная из этих данных величина Кг,к+= o,2B хорошо согла-
суется со значением, полученным из анализа данных по влиянию КСI и
KNO 3 на гидролиз БАПНА. Так же, как и в случае субстратной реакции,
MgCl2 не влияет на ингибирование трипсина бензамидином.
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	Рис. 2. Графическая экстраполяция функции He/x\X2 на область бесконечного разбавления спирта (х2) при 298,15 К в системах: н-октан—l-пропанол (/), 1-октен—l-пропанол (2), 1-октин 1-пропанол (3).
	Untitled
	Untitled
	Untitled
	Рис. 1. Характеристики диссоциации гидрофильных групп различного типа. +
	Рис. 2. Зависимость поверхностного натяжения 0,1%-ных растворов ПАВ с различными характеристиками диссоциации от pH среды при 16±1°С [B] (5 при 22 °С, измерена
	Untitled
	Untitled
	СlС2= 1,341 А, С2СЗ= 1,491 А, СЗС7=I,497А, СIН6 = 1,114 А, СЗНB= 1,123 А, С7Нl4= 1,111 А, С7Нl5= 1,111 А; СIС2СЗ= 134,6°, СIС2НS= 116,3°, С7СЗС2-124,3°, СЗС7НIS= 115,1°, С2СЗН9= 106,3е; сг(С4СIС2СЗ) =o°; С2н, Hf=—63,68 кДж/моль.
	СlС2= 1,393 Ä, С2СЗ= 1,463 Ä, СЗС7= 1,497 Ä, СlН6= 1,116 Ä, СЗНB= 1,133 Ä, С7Нl4= 1,107 Ä, С7Нl5= 1,109 Ä; СIС2СЗ = 138,2°, СIС2НS = 109,8°, С7СЗС2 = 126,3°, СЗС7НIS = 113,5°, С2СЗН9= 108,1°; а(С4СIС2СЗ) =32,3°; С2, = 764,64 кДж/моль.
	С1 С2= 1,405 Ä, С2СЗ = 1,460 Ä, СЗС7=I,SOOА, СlН6= 1,113 Л, СЗНB= 1,132 Ä, С7НI4 = 1,109 Ä, С7Н 15=1,110 Ä; СIС2СЗ = 133,8°, СIС2НS= 113,3°, С7СЗС2= 125,9°, СЗС7НIS= 113,6°, С2СЗН9= 107,1°; гг(С4СIС2СЗ) = 151,1°; С2, Я/ = 765,51 кДж/моль.
	Рис. 1. Высшие занятые молекулярные орбитали цис и транс-2-бутенов и 3-гексенов.
	Рис. 2. Корреляционная диаграмма высших молекулярных орбиталей цис- и гранс-2-бутена.
	Рис 3. Корреляционная диаграмма высших молекулярных орбиталей цис- и транс-3-гексена
	Рис. 4. Корреляционная диаграмма электронных состояний цис- и транс-изомеров 2-бутена и 3-гексена.
	Рис. 5. Корреляционная диаграмма электронных состояний молекулярного иона цис- и тра«с-2-бутена.
	Рис. 6. Сечение поверхности потенциальной энергии вдоль координаты реакции quc-гранс-изомеризации двухзарядного иона 2-бутена.
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	Рис. 2. Ка//-кривые адсорбции азота на ln203 (I, 1) и (3-Ga2o3 (11, 2). Рис. 3. VJt-кривые адсорбции азота на a-Ga203 годичной выдержки {]), на свежеприготовленном и подвергнутом дегазации в течение 48 ч (2) и 24 ч (3).
	Рис. 1. Зависимость концентрации неполярных углеводородов от глубины горизонта донных отложений. Станции 8 (1), 9 (2), 6 (3) и 5 (4). Координаты станций см. в табл. 2.
	Рис. 2. Хроматограммы неполярных углеводородов, выделенных из донных осадков со станции 8 (57° 18'; 20°36'). Глубина: 0 2,5 (А), 2,5 5 (Б), 5 7,5 (В) и 7,5 10 см (Г). Номера над пиками означают число атомов углерода в молекулах н-алканов. Условия хроматографирования: стеклянный капилляр 20 м, неподвижная фаза OV-17, 2,5°/мин от 90 до 250°, газ-носнтель водород, пламенно-ионизационный детектор.
	Влияние солей на гидролиз п-нитроанилида М-бензоил-О,L-аргинина под действием трипсина при температуре 25°С и pH 8,3 в О ,05 М трис-НСI буферном растворе. # CsCl, О NH4CI, □ КСI, ■ KNO3 Д NaNO3, А LiCl, V MgCl2. А СаС12.
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	Fig. 4. Residual sum of squares 2z2 for different integer values of the Hill coefficient (H) in processing of data obtained at 25 °C (-0 and O°C (2).
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	Рис. 4. Рекомендуемая классификация ПАВ. Основные классы образованы на основе трех (С, A, N) типов гидрофильных групп, а подклассы— на основе пяти (С7, С, A 7, A, N) типов (по характеристикам диссоциации).
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