
Доклады Академии наук СССР
1975. Том 220, № 4

УДК 5774:547.96 БИОХИМИЯ

Л. И. ПЕРШИНА, ААЗЕ ХВИДТ

ИЗУЧЕНИЕ МЕТОДОМ ДЕЙТЕРООБМЕНА КОНФОРМАЦИОННЫХ 
ИЗМЕНЕНИЙ КОМПЛЕКСА, ОБРАЗОВАННОГО ТРИПСИНОМ 

И ЕГО ИНГИБИТОРОМ

(Представлено академиком Е. М. Крепсом 4 XI 1974)

Метод изотропного водородного обмена успешно используется для ана­
лиза конформационных изменений белков в энзим-лигандных системах 
(1-4). В настоящей работе сочетанием методов дейтерообмена и инфра­
красной спектроскопии изучались трипсин, основной панкреатический 
трипсиновый ингибитор (ОПТИ) и их стехиометрический комплекс (1:1).

Задача исследования заключалась в том, чтобы по кинетическим дан­
ным дейтерообмена оценить доступность к обмену различных внутренних 
участков белковых молекул. При этом результаты измерений Н—D-обмена 
выражались степенью доступности пептидных групп изотропному раство­
рителю и изменением стандартной свободной энергии конформационных 
превращений, при которых достигается эта доступность.

Экспериментальные данные интерпретировались на основе теории, 
разработанной Хвидт и Нильсеном (5, в), согласно которой изотопный 
обмен в растворах белков протекает в соответствии с так называемым 
ЕХ2-механизмом, т. е. обмен сильно катализируется протонами и гидрок­
сильными ионами. Фракция X необмененных пептидных групп выра­
жается:

Х=п~1 J\xp(-pi), (1)
i-1

где п - - число пептидных групп, t — время, {3(,) — константа скорости реак­
ции первого порядка г-й пептидной группы.

i3ci)=p(iK (2)
где p(i> — вероятность нахождения г-й пептидной группы в доступном для 
растворителя состоянии, к0 — константа скорости обмена пептидных групп, 
доступных растворителю. к0 определяется по формуле

/со=(1О_рН+1ОрН-6) • 10°’05<в_25) сек-1, (3)

где 6 — температура в °C.
Изменение стандартной свободной энергии AG0<° конформационных 

превращений, при которых пептидные группы становятся доступными 
изотопному растворителю, вычисляется по формуле

(р/(1-р)). (4)
Трипсин и ОПТИ (кристаллические), фирма «Novo», Копенгаген, 

использовались без дополнительной очистки. Комплекс трипсин — ингиби­
тор получали путем смешивания и 1,5-часового выдерживания при комнат­
ной температуре растворов, содержащих 2% трипсин и 0,5% ОПТИ. Тяже­
лая вода (фирма «Norsk Hydro») содержала 99,7% D2O. Образцы прибли­
зительно 2% растворов белков при pH —3 и pH —6 по 500 мкл каждый лио- 
фильно высушивались над Р2О5, и лиофилизированные пробы растворяли 
в 500 мкл D2O перед измерением Н—D-обмена. pH определяли в растворах
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D20 на pH-метре «Radiometer», модель ТТТ 1с с микроэлектродом типа 
G 222 1с. Водородно-дейтериевый обмен пептидных групп белков в D2O 
измерялся с помощью инфракрасной спектроскопии (7_9). Использовался 
спектрофотометр IR-9 «Beckman» и кюветы с флюоритовыми окнами; 
толщина рабочего слоя в кювете составляла 0,1 мм. Температура раствора 
измерялась термопарой, вставляемой непосредственно в кювету. Оптиче­
ское поглощение в максимуме полосы амид II (около 1550 см"1), обуслов­
ленной —CONH-группамп, записывалось при температуре 25° как функция 

1,0
0,8

J_____ 1___________ \_____ \____ 1______ \___,
I 0 6 8 10 12 Щ-10, сек

Рис. 1. Оценка со (уравнение 5) для 2% 
ОПТИ, pH 3,0, 10°, при экстраполяции к 
нулю времени результатов измерения 

ОИамид и/ОРамид I

Рис. 2. Сравнительное определение от­
ношения О I);)-.,r,;f Il/ODaMHfl I ДЛЯ 2% 
ОПТИ, pH 3,2 и 25°. Точки 1 измерены 
как высоты пиков в максимумах полос, 
точки 2 - как спектральные площади

времени. Обмен прослеживался в интервале от 3—5 мип. (начало измере­
ний) до 20—25 час. В подходящие периоды времени сканировалась спек­
тральная область 1300—1800 см-1. Фоновое поглощение полосы амид II, 
т. е. поглощение поело полного дейтерирования пептидных групп, опреде­
лялось после нагревания раствора трипсина до 65° и раствора ОПТИ до 
80° в течение нескольких часов. Фоновое поглощение полосы амид II для 
комплекса трппсип — ингибитор не удалось измерить прямо. Поэтому оно 
вычислялось как сумма фоновых поглощений составляющих белков.

Полоса амид I (около 1650 см"1), обусловленная —СО-колебаниями 
пептидных групп, была ничтожно чувствительной к Н—D-обмену и ис­
пользовалась для оценки общей концентрации пептидных групп.

Фракция X необмененных (—CONH—) пептидных групп для данного 
момента времени определялась из кинетических спектров обмена:

.Х—ООамид II/Ь) * ОПамид I, (5)

где а — величина отношения оптических плотностей СЮамид ц/OD амид I во 
время, равное нулю, т. е. это величина отношения для полностью педей- 
терированного белка.

И.-к. спектрометрическое измерение а представляет существенные 
методические трудности (*°). Мы определяли а в растворах белков в D2O 
при пониженной температуре (10°) и pH 3,0 с последующей экстраполя­
цией экспериментальных данных к нулю времени, как показано на рис. 1 
для ОПТИ. Величина а вычислялась как средняя из двух величин: 
а = 1/2 (at+a2). at получена при прямолинейной экстраполяции к £=0 
экспериментальных точек, измеренных за период от 330 сек. до 2500 сек. 
а2 — это ордината при £=0, отсекаемая прямой линией, проходящей через 
экспериментальную точку при t=330 сек. и проведенной с наклоном, соот­
ветствующим величине fc0, вычисленной по формуле (3). По данным наших 
измерений, а для ОПТИ была равна 0,46, а для трипсина 0,40. Значение, 

■равное 0,40, мы приняли как величину а для растворов, содержащих 2% 
трипсин и 0,5% ОПТИ.

У всех изучаемых белков мы сопоставляли отношения оптических 
плотностей ОБампд ii/ODaM„a 1? измеренных в максимумах полос, с отноше­
ниями интегральных поглощений. Результаты сравнительного измерепия, 
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показанные на рис. 2 для ОПТИ, убедительно демонстрируют пропорцио­
нальность между сопоставленными величинами. Это послужило основа­
нием рассчитывать кинетические данные дейтерообмена более простым из 
двух способов, а именно, как отношения оптических плотностей в макси­
мумах амидных полос.

Рис. 3 иллюстрируют и.-к. спектры комплекса трипсин — ингибитор, 
записанные при 25°, pH 3,0 и pH 6,0 в различные моменты времени. И.-к. 
спектры трипсина и ОПТИ качественно мало отличались от спектров 
комплекса. Белковые полосы представлены амидом I и амидом II. Полоса

Рис. 3. И.-к. спектры комплекса трипсин - ингибитор в D2O, 25°. 
а — pH 3,1: 7 — 27 мин., 2 — 63 мин., 3 - 180 мтш., 4- 21 час., б — 

pH 6,2: 7-27 мин., 2 - 118 мил., 3 - 23 часа

амид II уменьшалась во времени, а образующиеся — COND-группы и HOD 
имели поглощения в области 1400—1500 см-1. Во всех спектрах присутст­
вовала полоса у 1515 см-1, приписываемая тирозину (и), и полоса 
с 1575 см-1, обусловленная СОО_-группами (|2). Только в трипсине при 
pH 3,0, полоса у 1575 см-1 отсутствовала. У ОПТИ при обоих значениях 
pH наблюдалось четко выраженное плечо у 1615—1620 см-1, что может 
служить доказательством присутствия антипараллельпой ^-структуры 
в конформации этого белка (13, 14).

Кинетические данные Н—D-обмена водородных атомов пептидных 
групп в трипсине, ОПТИ и их комплексе при 25°, pH 3,0—6,0, представ­
лены на рис. 4. Экспериментальные результаты изображены в виде зави­
симостей X от ]g(4'0I). Такой способ представления результатов Н—D-об­
мена является наиболее подходящим для сравнения данных, полученных 
при различных pH (е, 15). Кривые на рис. 4, вычерченные в виде штрихо­
вых линий, рассчитаны по формуле (1) для гипотетических полипепти job, 
у которых величина р, т. е. вероятность доступности пептидных групп рас­
творителю, указана па рисунке.

Из рис. 4 видно, что самая высокая скорость дейтерообмена обнару­
жена у трипсина. В трипсине (рис. 4а) 50% пептидных групп обмени­
вают водородные атомы легче, чем пептидные группы гипотетического 
полипептида с р=10-1; для ОПТИ (рис. 46) такая высокая доступность 
растворителю (р = 10~’) возможна лишь для 25% пептидных групп. При 
pH 6,0 количество пептидных групп с незначительной доступностью для 
обмена (р=10-4) у трипсина было наименьшее — 20%, у ОПТИ 35%, 
а у комплексов — более 40 % .

Расчеты изменения стандартной свободной энергии (формула (4)) 
показали, что при pH 6,0 комплекс трипсин — ингибитор имеет достаточно 
высокое содержание пептидных групп (свыше 35%), для которых 
AG°>6 ккал/моль. Для трипсина фракция пептидных групп с АО£1>6 ккал/ 
/моль составляла менее 20%. Основная часть пептидных групп трипсина 
(70%) была защищена от доступности растворителю конформация-
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ми с величинами ДС?0, мень- 
щими, чем 4 ккал/моль. 
Более высокие значепия ДО0 
для комплекса по сравнению 
с трипсином указывают на 
то, что внутренние области 
белковой молекулы комплек­
са являются более трудно 
доступными для Н—D-обме­
на. При образовании комп­
лекса . трипсин — ингибитор 
часть пептидных групп трип­
сина, который количественно 
преобладает в комплексе, 
становится, по-видимому, ме­
нее доступной изотопному 
растворителю за счет воз­
никновения более плотной 
структуры и более тесного 
контакта между ферментом 
и ингибитором (16).

Из рис. 4а, б видно, что 
зависимости X от lg (kot) 
для трипсина и ОПТИ пред­
ставляют более или менее 
сплошные и переходящие 
одна в другую кривые, что 
дает основание делать вывод 
об отсутствии существенных 
конформационных изменений 
в этих белках при pH 3,0— 
6,0. Отчетливо выраженное 
смещение кривой для комп­
лекса трипсин — ингибитор 
при pH 6,0 (рис. 4в) можно 
интерпретировать
ствие изменения конформа­
ции белков комплекса (6). 
Относительно пологий харак­
тер кривых для трипсина, 
о том, что обменный процесс 
пептидных групп и что имеется широкое распределение величин р (или 
ДС°) для пептидных групп исследованных белков.
Институт эволюционной физиологии и биохимии 
им. И. М. Сеченова 
Академии паук СССР
Ленинград 
Институт Эрстеда 
Копенгагенский университет

Рис. 4. Данные дейтерообмепа трипсина 
ОПТИ (б) и комплекса трипсин - ингибитор 
представленные как зависимости X от lg (fcot) 

при pH 3,0 и pH 6,0 и 25°

как след- (а),
(в),

ОПТИ и их комплекса свидетельствуют 
протекает как ряд независимых реакций
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