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Исследование механизма катализируемого пепсином гидролиза пепти­
дов осложняется отсутствием достаточно удобных для кинетических изме­
рений субстратов. Обычно используемые дипептиды ароматических ами­
нокислот гидролизуются пепсином свиньи очень медленно, обладают низ­
кой растворимостью и требуют применения трудоемких методов кинетики

2). Наилучшими субстратами пепсина, несомненно, являются предло­
женные Фрутоном и сотрудниками (3) соединения — у-пиридиловые эфи­
ры пептидов, содержащих остаток n-нитрофенилаланина, например, 
ZGlyGlyPhe (NO2) PheOR, где R— (CH2)3C5H5N. Однако и эти субстраты 
имеют невысокую растворимость в воде, что не дает возможности добиться 
в кинетическом опыте условия, когда концентрация субстрата [S]o при­
близительно равна константе Михаэлиса (Ам).

С целью восполнить этот недостаток мы исследовали новый тип соеди­
нений — пептиды, содержащие морфолиновый остаток (I) — (III):

СбН5СН2ОСО—X—NH—СНСОХН(СН2)3Х О,

CHaCeHs

где (I) X=Phe; (II) X=n-(NO2)Phe; (III) X=AlaAla(NO2)Phe

(IV) : О ;NCH2CONHCHCONHCHCOOCH3
I I
CH2 CH2C6H5

C6H4NO2-n

Соединения I — III получали, исходя из у-морфолинопропиламида фе­
нилаланина, который был синтезирован конденсацией карбобензоксифенил- 
аланина и у-аминопропилморфолина в присутствии этилового эфира хлор­
угольной кислоты. Дальнейший синтез соединений I — III проводился 
обычными методами пептидной химии. Чистота полученных соединений 
проверялась хроматографически. Свойства полученных веществ приведе­
ны в табл. 1.

Как видно из приведенных данных, растворимость полученных соедине­
ний в воде при pH, близких к оптимальному для активности пепсина, до­
статочна для надежных кинетических измерений.

Скорость гидролиза соединения I измерялась методом с использовани­
ем тринитробензолсульфокислоты (4). Кинетика гидролиза соединений 
II — IV изучалась спектрофотометрически на спектрофотометре СФ-4а, 
снабженном приставкой Гилфорда (5) и термостатированным кюветным 
отделением. Измерения проводились при А 320 мц. При этой длине волны 
разница в экстинкциях субстрата и продуктов (Де) составляет 900 при 
pH 4,0.

Все измерения проводились при 37±0,5°, pH 4,0 в 0,1 М ацетатном бу­
фере. Начальные скорости гидролиза измерялись по прямолинейному 
участку кривой, составляющему не более 20% полного гидролиза субстра-
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Рис. 1. Зависимость констант фер­
ментативного гидролиза соединения 
II от pH. [Е] =410-6—110-5 М-, 

[S] =3-10-4—1,5-10-3 М-, 37°

та. Результаты измерений обрабатывались по методу Лайнуивера — Берка 
и обсчитывались на ЭВМ «Наири-2» с использованием метода наимень­
ших квадратов. Полученные значения констант ферментативного гидроли­
за приведены в табл. 2, в которой для сравнения приведены и данные по 

гидролизу метилового эфира N-ацетил- 
фенилаланилфенилаланина (V), взятые 
из работы (6).

Полученные нами результаты пока­
зывают, что введение 'у-пропилморфоли- 
новой группы существенно улучшает 
субстратные свойства дипептидов. Ве­
личина константы скорости второго по­
рядка (Лкат/ТГм) соединения I более чем 
на порядок превышает аналогичную кон­
станту соединения V. Эта разница обус­
ловлена в основном увеличением ккаг, 
тогда как величина К№ изменяется мало. 
Отсюда можно заключить, что введение 
морфолиновой группировки способству­
ет правильной ориентации расщепляе­
мой связи субстрата, т. е. понижает сте­
пень непродуктивного связывания. Осо­
бенно резко степень непродуктив­
ного связывания уменьшается в 
случае соединения III, константа ка­
талитической скорости которого при­
мерно в 104 раз большем, чем константа 
соединения V. Такое увеличение скорос­
ти гидролиза при введении в субстрат 
группировки Ala Ala согласуется с на­
блюдениями Фрутона и сотрудников (7). 

в N-концевой фрагмент дипептида (со-Введение морфолиновой группы
единение IV) не только не повышает константу скорости гидролиза, но 
ухудшает константу Михаэлйса. Если учесть, что соединения, содержащие 
положительно заряженную группировку в N-концевом фрагменте субст­
рата, такие как, например, ZHis-Phe(NO2)PheOMe (8) (&Кат=17,4 мин-1, 
Ам=0,46 мМ), являются достаточно хорошими субстратами пепсина, то

Таблица 1

Физико-химические свойства новых субстратов пепсина

Соедине­
ние Т. пл., °C M2d

в ДМФ
на А120з 

(этилацетат)

Раствори­
мость 

при pH 4,0, 
М-103

I 191-193 -23,1 
с = 0,63

0,5 6

II 192-193 —16,8 
с = 3,0

0,1 3

III 226—228 -17,7
с = 0,3

0,7 1

IV 117-119 -10,7
с = 0,7

0,35 3

результаты, полученные для соединения IV, показывают, что положение 
этого заряда в цепи должно быть строго фиксированным.

Способность "у-морфолинопропильной группы понижать степень непро­
дуктивного связывания, по-видимому, обусловлена взаимодействием поло­
жительно заряженной группы этого остатка с какой-то анионной группой 
фермента. Для того чтобы проверить это предположение, мы изучили 
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pH-зависимость констант ферментативного гидролиза соединения II в об­
ласти pH 2—4,5. Полученные данные представлены на рис. 1, из которого 
видно, что каталитическая константа АгКат очень мало меняется в этом ин­
тервале pH. Что касается величины Км, то она резко возрастает при рН<3. 
Отсюда следует, что субстрат взаимодействует с группой фермента, име­
ющей р7С~2,9. Вероятно, такой группой является карбоксильная группа

Константы ферментативного гидролиза соединений I—V pH 4,0; 
0,1’ М ацетатный буфер; 37° С

Таблица 2

Соединение [Sj-103, M [El *-10', M /скат, мин_1 км-ю», M
kKaT-10 3

М-'-миц-1

I 4,0-0,7 5 2.83±0,ll 0.49 ±0,05 5,69± 0,5
II 1,5-0,3 4 3,37 ±0,17 0,52 ±0,03 6,46 ±0,3

III 0,6-0,2 0,02 2632+79 1,51+0,05 1739 ±12
IV 1,5-0,3 10 0.49 ±0,06 2,77 ±0.36 0,18 ±0,004

V 0,36 (6) 1,1 (6) 0,33 (6)

* [Е] — концентрация пепсина.

остатков аспарагиновой или глутаминовой кислот. Следует отметить, что 
эта группа проявляется только в кинетике гидролиза субстратов рассмат­
риваемого типа. Исследование pH-зависимости гидролиза пептидов, содер­
жащих пропилпиридиновую группировку (7), не выявило зависимости Км 
от pH в кислой области.

Хотя скорости гидролиза исследованных нами субстратов пепсина усту­
пают скоростям гидролиза некоторых из полученных Фрутоном и сотруд­
никами (7) соединений, субстраты, содержащие морфолиновую группиров­
ку, выгодно отличаются от всех прочих своей растворимостью и могут с- 
успехом быть использованы для подробного кинетического анализа реак­
ций, катализируемых пепсином.
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