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Çàâèñèìîñòü ñïåêòðàëüíûõ ñâîéñòâ ðàñòâîðåííûõ áåë-
êîâ îò êîíöåíòðàöèè ïîëÿðíîãî îðãàíè÷åñêîãî ðàñòâîðè-
òåëÿ èìååò îáû÷íî ïîðîãîâûé õàðàêòåð [1], ÷òî, êàê ñ÷è-
òàåòñÿ, ñâÿçàíî ñ îáðàòèìîé äåíàòóðàöèåé áåëêîâîé ãëî-
áóëû ïðè äîñòèæåíèè «êðèòè÷åñêîé» êîíöåíòðàöèè îðãà-
íè÷åñêîãî ðàñòâîðèòåëÿ (îáû÷íî îò 10 äî 40 îá.% â çàâè-
ñèìîñòè îò êîíêðåòíîé ïàðû áåëîê � ðàñòâîðèòåëü [2]). Â
òî æå âðåìÿ ëèòåðàòóðíûå äàííûå, îïèñûâàþùèå êèíåòè-
÷åñêîå ïîâåäåíèå ôåðìåíòîâ (â ÷àñòíîñòè, ñåðèíîâûõ
ïðîòåèíàç) â «äîêðèòè÷åñêèõ» êîíöåíòðàöèÿõ îðãàíè÷åñ-
êîãî ðàñòâîðèòåëÿ, äîâîëüíî ïðîòèâîðå÷èâû. Òàê, íàïðè-
ìåð, äëÿ α-õèìîòðèïñèíà â ñìåñÿõ âîäà � ÄÌÑÎ (êðèòè-
÷åñêàÿ êîíöåíòðàöèÿ 30 îá.% [1]) îòìå÷àëîñü êàê ïîðîãî-
âîå ïàäåíèå ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè  ïðè óâåëè÷åíèè
êîíöåíòðàöèè îðãàíè÷åñêîãî ðàñòâîðèòåëÿ â ñèñòåìå [1,
2], òàê è êëàññè÷åñêàÿ êàðòèíà íåêîíêóðåíòíîãî èíãèáè-
ðîâàíèÿ [3, 4]. Ïðè ñìåíå ðàñòâîðèòåëÿ íà ýòàíîë è N,N-
äèìåòèëôîðìàìèä áûëè îòìå÷åíû âåñüìà çíà÷èòåëüíûå
àêòèâàöèîííûå ýôôåêòû [5, 6]. Àíàëèç ëèòåðàòóðíûõ äàí-
íûõ ïîêàçàë, ÷òî â êàæäîì ñëó÷àå èñïîëüçîâàëèñü ñóá-
ñòðàòû, ðàçëè÷àþùèåñÿ ñîîòíîøåíèåì êîíñòàíò ñêîðîñòåé
èíäèâèäóàëüíûõ ñòàäèé ôåðìåíòàòèâíîãî ãèäðîëèçà. Êàê
èçâåñòíî, êèíåòèêà ãèäðîëèçà α-õèìîòðèïñèíîì ðàçëè÷-
íûõ ñóáñòðàòîâ îïèñûâàåòñÿ òðåõñòàäèéíîé ñõåìîé [7]

ãäå Å � ôåðìåíò, S � ñóáñòðàò (â îáùåì âèäå
R1NHCH(R2)C(O)R3), ES � ôåðìåíò-ñóáñòðàòíûé êîìïëåêñ,
EA � àöèë-ôåðìåíò, P1 è P2 � ïðîäóêòû ôåðìåíòàòèâíîé
ðåàêöèè íà ñòàäèè îáðàçîâàíèÿ àöèë-ôåðìåíòà è åãî ãèä-
ðîëèçà  ñîîòâåòñòâåííî. Â çàâèñèìîñòè îò óõîäÿùåé ãðóï-
ïû (R3) ñêîðîñòü-ëèìèòèðóþùåé ñòàäèåé ìîæåò ÿâëÿòüñÿ
ëèáî îáðàçîâàíèå àöèë-ôåðìåíòà (k2, àìèäíûå è íèòðî-
àíèëèäíûå ñóáñòðàòû), ëèáî åãî ðàñïàä (k3, ýôèðíûå ñóá-
ñòðàòû).

Ðåçêîå ïàäåíèå àêòèâíîñòè â îòíîñèòåëüíî íåáîëüøèõ
êîíöåíòðàöèÿõ îðãàíè÷åñêîãî ðàñòâîðèòåëÿ îòìå÷àëîñü â
ðàáîòàõ ñ èñïîëüçîâàíèåì ýôèðíûõ ñóáñòðàòîâ α-õèìî-
òðèïñèíà [3, 4], â òî âðåìÿ êàê ïðè èñïîëüçîâàíèè íèòðî-
àíèëèäíûõ ñóáñòðàòîâ íàáëþäàëàñü ïîðîãîâàÿ çàâèñè-
ìîñòü [1, 2] èëè àêòèâàöèîííûå ýôôåêòû [5, 6].

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâèëîñü âûÿâëåíèå âëèÿíèÿ
ñòðóêòóðû è ñêîðîñòü-ëèìèòèðóþùåé ñòàäèè  ðåàêöèè ãèä-
ðîëèçà ñóáñòðàòà (èñïîëüçîâàííûå ñóáñòðàòû ïðèâåäåíû â
òàáëèöå) íà êèíåòè÷åñêîå ïîâåäåíèå α-õèìîòðèïñèíà â ñè-
ñòåìå âîäà � ÄÌÑÎ ïðè íåäåíàòóðèðóþùèõ êîíöåíòðàöèÿõ
ÄÌÑÎ â ñìåñè (ìåíåå 30 îá.%).

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè êðèñòàëëè÷åñêèé α-õè-
ìîòðèïñèí ìàðêè À (ÎÀÎ «Ñàìñîí», Ðîññèÿ); àêðèëà-
ìèä (ÀÀ), N,N'-ìåòèëåí-áèñàêðèëàìèä (ÌÁÀ), N,N,N',N'-
òåòðàìåòèëýòèëåíäèàìèí (ÒÅÌÅÄ), ïåðñóëüôàò àììîíèÿ
(Reanal, Âåíãðèÿ); äèìåòèëñóëüôîêñèä (ÎÀÎ «Õèìðåàê-
òèâêîìïëåêò», Ðîññèÿ), àêðèëîèëõëîðèä (Merk, Ãåðìà-
íèÿ). Ñóáñòðàòû: ýòèëîâûé ýôèð N-àöåòèë-L-òèðîçèíà
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Èçó÷åíî âëèÿíèå ñòðóêòóðû è ñêîðîñòü-ëèìèòèðóþùåé ñòàäèè  ðåàêöèè ãèäðîëèçà ñóáñòðà-
òîâ, ðàçëè÷àþùèõñÿ  ìåæäó ñîáîé N-àöèëüíûìè çàìåñòèòåëÿìè è óõîäÿùèìè ãðóïïàìè, íà
êèíåòè÷åñêîå ïîâåäåíèå ααααα-õèìîòðèïñèíà â ñèñòåìå âîäà�äèìåòèëñóëüôîêñèä (ÄÌÑÎ) ïðè
íåäåíàòóðèðóþùèõ êîíöåíòðàöèÿõ îðãàíè÷åñêîãî ðàñòâîðèòåëÿ (ìåíåå 30 îá.%). Ïîêàçàíî,
÷òî ôàêòîðîì, îïðåäåëÿþùèì íàáëþäàåìûå êèíåòè÷åñêèå çàêîíîìåðíîñòè, ÿâëÿåòñÿ ñòðóê-
òóðà N-çàìåñòèòåëÿ àìèíîãðóïïû ñóáñòðàòà. Âûäâèíóòî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ÄÌÑÎ
ñïåöèôè÷åñêèì îáðàçîì âçàèìîäåéñòâóåò ñ áåëêîâîé ãëîáóëîé ααααα-õèìîòðèïñèíà, ïî âñåé âåðî-
ÿòíîñòè, â ðàéîíå ñîðáöèîííîãî ó÷àñòêà R1-ãðóïïû ñóáñòðàòà. Êîâàëåíòíàÿ èììîáèëèçàöèÿ
ααααα-õèìîòðèïñèíà â ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü ïðîòåêòèðóåò áåëîê ïî îòíîøåíèþ êàê ê íåñïå-
öèôè÷åñêîìó (äåíàòóðèðóþùåìó), òàê è ê ñïåöèôè÷åñêîìó äåéñòâèþ ÄÌÑÎ. Ñîâîêóïíîñòü
ïîëó÷åííûõ äàííûõ ïîçâîëÿåò óòâåðæäàòü, ÷òî ñïåöèôè÷åñêîå âçàèìîäåéñòâèå ÄÌÑÎ ñ ααααα-
õèìîòðèïñèíîì (ïðåäïîëîæèòåëüíî â êàðìàíå ñâÿçûâàíèÿ R1-ãðóïïû N-çàìåùåííûõ àìèíî-
êèñëîòíûõ ñóáñòðàòîâ) èíäóöèðóåò ëîêàëüíûå êîíôîðìàöèîííûå èçìåíåíèÿ «íàòèâíîé»
ñòðóêòóðû àêòèâíîãî öåíòðà ôåðìåíòà.

*Àäðåñàò äëÿ ïåðåïèñêè.
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(ÀÒÝÝ), ýòèëîâûé ýôèð N-áåíçîèë-L-òèðîçèíà (ÁÒÝÝ),
ð-íèòðîàíèëèä N-àöåòèë-L-òèðîçèíà (ÀÒÍÀ), ð-íèòðîàíè-
ëèä N-áåíçîèë-L-òèðîçèíà (ÁÒÍÀ) ñèíòåçèðîâàíû ãðóïïîé
îðãàíè÷åñêîé õèìèè êàôåäðû õèìè÷åñêîé ýíçèìîëîãèè õè-
ìè÷åñêîãî ôàêóëüòåòà ÌÃÓ èì. Ì.Â. Ëîìîíîñîâà (÷èñòîòà
íå ìåíåå 99%). Ñîëè è êîìïîíåíòû áóôåðíûõ ðàñòâîðîâ
ìàðêè íå íèæå «÷.ä.à.» (Ðåàõèì, Ðîññèÿ).

Ïîëó÷åíèå ïðåïàðàòîâ èììîáèëèçîâàííîãî α-õèìîò-
ðèïñèíà. Ïðåïàðàòû èììîáèëèçîâàííîãî α-õèìîòðèïñèíà
ïîëó÷àëè ïî ìåòîäèêå, îïèñàííîé â [9]. Ê 5 ìë ðàñòâîðà
α-õèìîòðèïñèíà (êîíöåíòðàöèÿ îò 0,2 äî 0,8 ìÌ) â 0,1 Ì
àììèà÷íî-àöåòàòíîì áóôåðå (0,05 Ì CaCl2, ðÍ 8,0) ïðè 0°
è ïåðåìåøèâàíèè äîáàâëÿëè òðè ïîðöèè àêðèëîèëõëîðèäà
ïî 10 ìêë ñ èíòåðâàëîì â 15 ìèí è èíêóáèðîâàëè ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå åùå 30 ìèí. Ê ïîëó÷åííîìó ðà-
ñòâîðó àêðèëîèëõèìîòðèïñèíà äîáàâëÿëè ìîíîìåð (ÀÀ,
1 ã),  ñøèâàþùèé àãåíò (ÌÁÀ, 100 ìêë âîäíîãî ðàñòâîðà
êîíöåíòðàöèè 18 ìã/ìë), ââîäèëè èíèöèàòîðû (100 ìêë
âîäíîãî 0,78 Ì ðàñòâîðà ïåðñóëüôàòà àììîíèÿ è 50 ìêë
ÒÅÌÅÄ) è ïðîâîäèëè ñîïîëèìåðèçàöèþ â áëîêå. Ïîëó-
÷åííûé áëîê-ñîïîëèìåð èçìåëü÷àëè â ãîìîãåíèçàòîðå äî
÷àñòèö ðàçìåðîì 20�150 ìêì è ïðîìûâàëè ñîëåâûì ðà-
ñòâîðîì (0,2 Ì NaCl, 0,02 MCaCl2) èëè ôîñôàòíûì áóôå-
ðîì (0,05 Ì, ðÍ 9,0) äî èñ÷åçíîâåíèÿ ôåðìåíòàòèâíîé àê-
òèâíîñòè â ïðîìûâíûõ âîäàõ (îáû÷íî  3�4 ðàçà).

Îïðåäåëåíèå ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè íàòèâíîãî
è èììîáèëèçîâàííîãî α-õèìîòðèïñèíà. Àêòèâíîñòü íà-
òèâíîãî è èììîáèëèçîâàííîãî α-õèìîòðèïñèíà îïðåäåëÿ-
ëè ïî íà÷àëüíûì ñêîðîñòÿì ãèäðîëèçà ñóáñòðàòîâ â ðÍ-
îïòèìóìå èõ äåéñòâèÿ (ðÍ 8,0 è 9,0 äëÿ íàòèâíîãî è èì-
ìîáèëèçîâàííîãî ñîîòâåòñòâåííî) ïðè òåìïåðàòóðå 20°. Â
ðåàêöèè ãèäðîëèçà ÀÒÍÀ è ÁÒÍÀ àêòèâíîñòü îïðåäåëÿëè
ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè, â ðåàêöèè ãèäðîëèçà ÀÒÝÝ è
ÁÒÝÝ � ïîòåíöèîìåòðè÷åñêè.

Ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêèé ìåòîä.  Àêòèâíîñòü  îïðåäå-
ëÿëè íà ñïåêòðîôîòîìåòðå EPS-124 (Hitachi, ßïîíèÿ) ïðè
äëèíå âîëíû 390 íì (0,05 Ì Na-ôîñôàòíûé áóôåð). Êîí-
öåíòðàöèè ñóáñòðàòîâ âàðüèðîâàëè îò 0,025 äî 0,32 ìÌ.
Êîýôôèöèåíò ýêñòèíêöèè ïðîäóêòà (ð-íèòðîàíèëèäà) îï-
ðåäåëÿëè íåçàâèñèìî äëÿ êàæäîé èñïîëüçîâàííîé êîíöåí-
òðàöèè ÄÌÑÎ â âîäíî-îðãàíè÷åñêîé ñìåñè.

Ïîòåíöèîìåòðè÷åñêèé ìåòîä. Àêòèâíîñòü îïðåäåëÿëè
íà ðÍ-ñòàòå RTS-822 (Radiometer, Äàíèÿ). Îáúåì ÿ÷åéêè
5 ìë, èîííàÿ ñèëà ñîçäàâàëàñü 0,2 Ì NaCl è 0,02 M CaCl2.
Êîíöåíòðàöèè ñóáñòðàòîâ âàðüèðîâàëè îò 2,5 äî 10 ìÌ.

Ìàêñèìàëüíûå ñêîðîñòè ðåàêöèé è êîíñòàíòû Ìèõàý-
ëèñà äëÿ ðåàêöèé ãèäðîëèçà ðàçëè÷íûõ ñóáñòðàòîâ íàòèâ-
íûì è èììîáèëèçîâàííûì α-õèìîòðèïñèíîì îïðåäåëÿëè
èç  çàâèñèìîñòåé íà÷àëüíûõ ñêîðîñòåé ãèäðîëèçà îò êîí-
öåíòðàöèè ñóáñòðàòà â êîîðäèíàòàõ Ëàéíóèâåðà�Áåðêà.

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå

Äàííûå ïî èçìåíåíèþ îòíîñèòåëüíûõ ìàêñèìàëüíûõ
ñêîðîñòåé ðåàêöèè  ãèäðîëèçà ðàçëè÷íûõ ñóáñòðàòîâ íà-
òèâíûì α-õèìîòðèïñèíîì â çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè
ÄÌÑÎ â ñìåñè ïðèâåäåíû íà ðèñ. 1, ãäå ïîêàçàíî, ÷òî
êèíåòè÷åñêîå ïîâåäåíèå α-õèìîòðèïñèíà â ñìåñÿõ âîäà �
ÄÌÑÎ ñèëüíî çàâèñèò îò èñïîëüçóåìîãî ñóáñòðàòà. Îïðå-
äåëÿþùèì ôàêòîðîì çäåñü ÿâëÿþòñÿ âîâñå íå ïðèðîäà
ãèäðîëèçóåìîé ñâÿçè (ðèñ. 1) è íå ñêîðîñòü-ëèìèòèðóþ-
ùàÿ ñòàäèÿ ãèäðîëèçà ñóáñòðàòà (òàáëèöà), à ñòðóêòóðà
N-çàìåñòèòåëÿ àìèíîãðóïïû L-òèðîçèíà. Åñëè êèíåòè÷åñ-
êèå äàííûå ïî ãèäðîëèçó ýôèðíîãî è íèòðîàíèëèäíîãî
N-áåíçîèë-çàìåùåííûõ ñóáñòðàòîâ ïðàêòè÷åñêè èäåíòè÷-
íû, òî ñìåíà N-çàìåñòèòåëÿ íà àöåòèëüíóþ ãðóïïó ïðèâî-
äèò ê ïîÿâëåíèþ ñóùåñòâåííûõ ðàçëè÷èé â íàáëþäàåìîé
êèíåòè÷åñêîé êàðòèíå (ðåçêîå ïàäåíèå àêòèâíîñòè óæå â
íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ÄÌÑÎ äëÿ ýôèðíîãî ñóáñòðàòà è
çíà÷èòåëüíàÿ àêòèâàöèÿ â òåõ æå êîíöåíòðàöèÿõ ÄÌÑÎ
äëÿ íèòðîàíèëèäíîãî ñóáñòðàòà).

Î÷åâèäíî, ÷òî ïîäîáíîå ðàçëè÷èå â ïîâåäåíèè íàòèâ-
íîãî α-õèìîòðèïñèíà ïðè ãèäðîëèçå ðàçíûõ ñóáñòðàòîâ
ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì òîãî, ÷òî ÄÌÑÎ ñïåöèôè÷åñêèì îá-
ðàçîì âçàèìîäåéñòâóåò ñ áåëêîâîé ãëîáóëîé, ïî âñåé âå-
ðîÿòíîñòè, â ðàéîíå ñîðáöèîííîãî ó÷àñòêà R1-ãðóïïû
ñóáñòðàòà. Èçâåñòíî, ÷òî ñâÿçûâàíèå R1-îñòàòêà ðàñùåïëÿ-
åìîãî ñóáñòðàòà â àêòèâíîì öåíòðå α-õèìîòðèïñèíà ïðî-
èñõîäèò çà ñ÷åò ãèäðîôîáíûõ âçàèìîäåéñòâèé ñ îñòàòêàìè
Ile99 è (èëè) Trp215 [10]. Ïðè ýòîì ñóáñòðàòû, èìåþùèå
áîëåå ãèäðîôîáíûé N-áåíçîèëüíûé çàìåñòèòåëü, ñâÿçûâà-
þòñÿ  α-õèìîòðèïñèíîì çíà÷èòåëüíî áîëåå ýôôåêòèâíî
(óìåíüøåíèå óðîâíÿ ñòàíäàðòíîé ñâîáîäíîé ýíåðãèè
ôåðìåíò-ñóáñòðàòíîãî êîìïëåêñà ïðè ïåðåõîäå îò N-àöå-
òèëüíûõ ê N-áåíçîèëüíûì ïðîèçâîäíûì àìèíîêèñëîò ñî-
ñòàâëÿåò 2,7�2,9 êêàë/ìîëü [11]). Òàêèì îáðàçîì, åñëè ìî-
ëåêóëà ÄÌÑÎ ñïîñîáíà çàíèìàòü êàðìàí ñîðáöèè R1-
ãðóïïû ñóáñòðàòà, òî ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî íà ñòàäèè

À Ò Ý Ý

Á Ò Í À  

Á Ò Ý Ý  
À Ò Í À  

Êîíñòàíòû èíäèâèäóàëüíûõ ñòàäèé ãèäðîëèçà
ααααα-õèìîòðèïñèíîì ñóáñòðàòîâ, èñïîëüçîâàííûõ â  ðàáîòå

Ðèñ. 1. Çàâèñèìîñòü îòíîñèòåëüíûõ ìàêñèìàëüíûõ ñêîðîñòåé
ðåàêöèè ãèäðîëèçà ÀÒÝÝ, ÁÒÝÝ, ÀÒÍÀ è ÁÒÍÀ  íàòèâíûì α-
õèìîòðèïñèíîì îò êîíöåíòðàöèè ÄÌÑÎ â ñìåñè (20°, ðÍ 8,0)

Ñóáñòðàò k2, c−1 k3, c−1 kêàò, c−1

Ýòèëîâûé ýôèð           
N-àöåòèë-L-òèðîçèíà
[8]

5000 200 192

Ýòèëîâûé ýôèð

N-áåíçîèë-L-òèðîçèíà

[8]
249 131 85,9

ð-Íèòðîàíèëèä

N-àöåòèë-L-òèðîçèíà
k2 << k3 0,041

ð-Íèòðîàíèëèä

N-áåíçîèë-L-òèðîçèíà
[5]

k2 << k3 0,100
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îáðàçîâàíèÿ ôåðìåíò-ñóáñòðàòíîãî êîìïëåêñà N-áåíçî-
èëüíûé çàìåñòèòåëü ñïîñîáåí ê âûòåñíåíèþ ýòîé ìîëåêó-
ëû (ñòðóêòóðû îáðàçîâàííûõ â âîäå è ñìåñÿõ âîäà �
ÄÌÑÎ ôåðìåíò-ñóáñòðàòíûõ êîìïëåêñîâ èäåíòè÷íû), â òî
âðåìÿ êàê äëÿ ñóùåñòâåííî ìåíåå ãèäðîôîáíîé àöåòèëü-
íîé ãðóïïû òàêîå âûòåñíåíèå ýíåðãåòè÷åñêè íåâûãîäíî.

Êîñâåííûì ïîäòâåðæäåíèåì äàííîãî âûâîäà ÿâëÿåòñÿ
õàðàêòåð èçìåíåíèÿ çíà÷åíèÿ êîíñòàíò Ìèõàýëèñà èñïîëü-
çîâàííûõ ñóáñòðàòîâ. Åñëè äëÿ N-áåíçîèë-çàìåùåííûõ
ñóáñòðàòîâ âåëè÷èíû Km â ïðåäåëàõ îøèáêè ýêñïåðèìåí-
òà íå çàâèñÿò îò êîíöåíòðàöèè ÄÌÑÎ â ñìåñè, òî äëÿ N-
àöåòèë-çàìåùåííûõ ïðîèçâîäíûõ óæå â ìèíèìàëüíûõ êîí-
öåíòðàöèÿõ ÄÌÑÎ ïðîèñõîäèò ïðèìåðíî äâóêðàòíîå óâå-
ëè÷åíèå  âåëè÷èíû Km, ïîñëå ÷åãî çíà÷åíèå êîíñòàíòû
âíîâü ñòàíîâèòñÿ ïîñòîÿííûì. Ýòî ãîâîðèò î òîì, ÷òî
ÄÌÑÎ íå âëèÿåò íà ñâÿçûâàíèå N-áåíçîèë-çàìåùåííûõ
ñóáñòðàòîâ, íî óõóäøàåò âçàèìîäåéñòâèå èõ N-àöåòèë-ñî-
äåðæàùèõ àíàëîãîâ ñ àêòèâíûì öåíòðîì α-õèìîòðèïñèíà.

Òàêèì îáðàçîì, â ñìåñÿõ âîäà � ÄÌÑÎ α-õèìîòðèï-
ñèí, ïðåäïîëîæèòåëüíî, êàòàëèçèðóåò ãèäðîëèç N-áåíçîèë-
çàìåùåííûõ ñóáñòðàòîâ èç «íàòèâíîé» ñòðóêòóðû ôåð-
ìåíò-ñóáñòðàòíîãî êîìïëåêñà, â òî âðåìÿ êàê ïðè èñïîëü-
çîâàíèè N-àöåòèë-çàìåùåííûõ ñóáñòðàòîâ ãèäðîëèç îñó-
ùåñòâëÿåòñÿ èç íåêîåé åãî ñòðóêòóðíîé ìîäèôèêàöèè, îá-
ðàçîâàâøåéñÿ â ðåçóëüòàòå âçàèìîäåéñòâèÿ áåëêîâîé
ãëîáóëû ñ ìîëåêóëàìè ÄÌÑÎ. Êàê âèäíî èç çàâèñèìîñòåé
ìàêñèìàëüíûõ ñêîðîñòåé ðåàêöèé ãèäðîëèçà N-àöåòèë-çà-

ìåùåííûõ ñóáñòðàòîâ îò êîíöåíòðàöèè ÄÌÑÎ â ðåàêöèîí-
íîé ñìåñè (ðèñ. 1), òàêîå èçìåíåíèå ñòðóêòóðû àêòèâíîãî
öåíòðà ôåðìåíòà (èëè ôåðìåíò-ñóáñòðàòíîãî êîìïëåêñà)
âûçûâàåò âîçíèêíîâåíèå äâóõ ïàðàëëåëüíûõ ïðîöåññîâ �
óìåíüøåíèå âåëè÷èíû k3 (ÀÒÝÝ, ðèñ. 1) è óâåëè÷åíèå âå-
ëè÷èíû k2 (ÀÒÍÀ, ðèñ. 1). Ðåçóëüòàòîì ÿâëÿåòñÿ ñìåíà ñêî-
ðîñòü-ëèìèòèðóþùåé ñòàäèè ãèäðîëèçà ÀÒÍÀ α-õèìîòðèï-
ñèíîì.

Äëÿ ïðîâåðêè ïðåäïîëîæåíèÿ î âîçíèêíîâåíèè êîíôîð-
ìàöèîííûõ èçìåíåíèé â ðàéîíå àêòèâíîãî öåíòðà ôåðìåí-
òà â ñìåñÿõ âîäà � ÄÌÑÎ áûëî èññëåäîâàíî êèíåòè÷åñêîå
ïîâåäåíèå α-õèìîòðèïñèíà, êîâàëåíòíî èììîáèëèçîâàííî-
ãî â ïîëè-àêðèëàìèäíûé (ïîëè-ÀÀ) ãåëü (ìíîãîòî÷å÷íàÿ
êîâàëåíòíàÿ èììîáèëèçàöèÿ áåëêîâ � îäèí èç íàèáîëåå
øèðîêî ïðèìåíÿåìûõ ìåòîäîâ ïðîòåêòèðîâàíèÿ ôåðìåíòîâ
ïðîòèâ êîíôîðìàöèîííûõ èçìåíåíèé). Êàê âèäíî èç
ðèñ. 2, óæåñòî÷åíèå íàòèâíîé êîíôîðìàöèè α-õèìîòðèï-
ñèíà â ðåçóëüòàòå ìíîãîòî÷å÷íîãî ñâÿçûâàíèÿ ñ íîñèòå-
ëåì äåéñòâèòåëüíî ñòàáèëèçèðóåò áåëêîâóþ ãëîáóëó îò
ðàçâîðà÷èâàíèÿ (íàïîìíèì, ÷òî íàòèâíûé α-õèìîòðèïñèí
äåíàòóðèðóåò óæå ïðè 30 îá.% ÄÌÑÎ â ñìåñè, â òî âðå-
ìÿ êàê èììîáèëèçîâàííûé ïðåïàðàò äåìîíñòðèðóåò äîñ-
òàòî÷íî áîëüøîé ïðîöåíò ñîõðàíåíèÿ àêòèâíîñòè âïëîòü
äî 40 îá.% ÄÌÑÎ). Ñàìîå èíòåðåñíîå, îäíàêî, çàêëþ÷àåò-
ñÿ â òîì, ÷òî äëÿ èììîáèëèçîâàííîãî ôåðìåíòà çàâèñèìî-
ñòè ìàêñèìàëüíûõ ñêîðîñòåé ãèäðîëèçà îò êîíöåíòðàöèè
ÄÌÑÎ àáñîëþòíî èäåíòè÷íû äëÿ âñåõ èñïîëüçîâàííûõ
ñóáñòðàòîâ. Áîëåå òîãî, õîä ýòèõ çàâèñèìîñòåé ïîâòîðÿåò
õîä àíàëîãè÷íûõ çàâèñèìîñòåé äëÿ ãèäðîëèçà N-áåíçîèë-çà-
ìåùåííûõ ñóáñòðàòîâ íàòèâíûì α-õèìîòðèïñèíîì. Îòñþäà
ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî, âî-ïåðâûõ, âçàèìîäåé-
ñòâèå ìîëåêóë ÄÌÑÎ ñ áåëêîâîé ãëîáóëîé äåéñòâèòåëüíî
âûçûâàåò êîíôîðìàöèîííûå èçìåíåíèÿ â àêòèâíîì öåíòðå
α-õèìîòðèïñèíà è, âî-âòîðûõ, âûñîêàÿ ýíåðãèÿ ñîðáöèè
N-áåíçîèëüíîãî çàìåñòèòåëÿ ñóáñòðàòà, êàê è óæåñòî÷åíèå
êîíôîðìàöèè áåëêà â ðåçóëüòàòå ìíîãîòî÷å÷íîé êîâàëåíò-
íîé èììîáèëèçàöèè, ïðîòåêòèðóåò «íàòèâíóþ» êîíôîðìà-
öèþ àêòèâíîãî öåíòðà ôåðìåíòà (ôåðìåíò-ñóáñòðàòíîãî
êîìïëåêñà) îò ñïåöèôè÷åñêîãî âëèÿíèÿ ÄÌÑÎ. Ñîâîêóï-
íîñòü ïîëó÷åííûõ äàííûõ ïîçâîëÿåò óòâåðæäàòü, ÷òî ñïå-
öèôè÷åñêîå âçàèìîäåéñòâèå ÄÌÑÎ ñ α-õèìîòðèïñèíîì
(ïðåäïîëîæèòåëüíî â êàðìàíå ñâÿçûâàíèÿ R1-ãðóïïû N-çà-
ìåùåííûõ àìèíîêèñëîòíûõ ñóáñòðàòîâ) èíäóöèðóåò ëî-
êàëüíûå êîíôîðìàöèîííûå èçìåíåíèÿ «íàòèâíîé» ñòðóê-
òóðû àêòèâíîãî öåíòðà ôåðìåíòà.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü Â.Â. Ðûæîâîé è
Í.À. Óñêîâîé çà ñèíòåç ñóáñòðàòîâ, èñïîëüçîâàííûõ â
äàííîé ðàáîòå.
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