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Общепринято, что активность ферментов в воде в значительной степени определяется гидрофобным взаимодействием. Однако последнее время наблюдается значительный интерес к изучению ферментативного катализа в средах с низким содержанием воды, а ферментативные реакции в органических растворителях нашли практическое применение. Несмотря на эти успехи, взаимодействие фермент-субстрат в органических средах изучено недостаточно. Конкурентные ингибиторы – хорошие модельные объекты для исследования связывания ферментами субстратов, поскольку не участвуют в дальнейших превращениях и связываются с теми же центрами, что и специфические субстраты.
Профлавин является высокоэффективным конкурентным ингибитором α-химотрипсина (Ka~25000 л/моль в воде). В настоящей работе мы изучили связывание профлавина с химотрипсином в ацетонитриле, диоксане, тетрагидрофуране, ацетоне, пиридине, диметилформамиде и диметилсульфоксиде с содержанием воды от 0,05 до 100%. Была использована УФ/Виз-спектрофотометрическая методика определения связывания.
Найдено, что зависимости доли профлавина находящегося в связанном состоянии (концентрация профлавина 1·10-5 моль/л, фермента – 2·10-4 моль/л, pH 8.0 (Трис-буфер), 25ºC) от содержания воды (в координатах активности воды) имеют сложный вид. В ацетонитриле, ацетоне, ТГФ и диоксане с уменьшением содержания воды вначале наблюдается снижение связывания (активность воды 0.7–0.9), после наблюдается восстановление связывания (активность воды 0.5–0.6) до 10-30% от связывания в чистой воде. В пиридине, ДМФА и ДМСО в низководной области связывание подавлено.
Полученные данные свидетельствуют о том, что связывание субстрата происходит даже в средах, где сетка водородных связей воды разрушена, что говорит о большой роли специфических взаимодействий между ферментом и субстратом. Способность фермента связывать профлавин существенно зависит от природы растворителя, а сложная форма зависимостей связывания от содержания воды вероятнее всего связана с действием кинетических факторов, которые определяют структуру фермента в органических средах.
