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ВЛИЯНИЕ ТЯЖЕЛОЙ ВОДЫ (D2O) НА УСТОЙЧИВОСТЬ 
ПРОКОЛЛАГЕНА К ТЕПЛОВОЙ ДЕНАТУРАЦИИ 

И К ДЕЙСТВИЮ КОЛЛАГЕНАЗЫ

(Представлено академиком Е. М. Крепсом 22 XI 1974)

Нами было высказано мнение, что изменение устойчивости белка 
к тепловой денатурации и к гидролитическому действию протеиназ может 
служить косвенным показателем изменения конформационной гибкости 
белковых молекул (*, '). В связи с этим важно выяснить, в какой мере 
данная модификация белка или изменение состава растворителя, меняю­
щие конформационную гибкость белковых макромолекул, сходно отразятся 
на устойчивости их к нагреву и протеолизу. Хотя в литературе неодно­
кратно указывалось па параллельное изменение этих обоих показателей, 
следует продолжить подобное сопоставление, так как имеются и противо­
речащие данные (смотри литературу в (*)).

В ряде работ показано, что замена в растворителе Н2О на D2O повы­
шает устойчивость белков к денатурации. Описано повышение устойчи­
вости к мочевине яичного альбумина (3), к нагреву лизоцима и дезокси­
рибонуклеазы (4), рибонуклеазы (5), кератина (6), коллагена (7), фико­
цианина (8) актомиозина (9, 10). Стабилизация белков является причиной 
повышения устойчивости растительных, животных и бактериальных кле­
ток к различным повреждающим воздействиям при более или менее пол­
ной замене в среде И2О на D2O (и). В данной работе сравнивалась устой­
чивость проколлагена (тропоколлагена), растворенного в D2O и Н2О 
к денатурирующему действию нагрева и к протеолитическому действию 
коллагеназы.

Коллагеназа Cl. histolyticum, не . содержащая измеримых количеств 
примесей неспецифпческих протеиназ, была получена из культуральной 
жидкости Cl. histolyticum по методу, описанному нами ранее (12). Цитрат­
но-растворимый коллаген (проколлаген) был выделен из кожи белых 
крыс и лиофилизирован. Перед лиофилизацией проколлаген суспендиро­
вали в дистиллированной воде, либо растворяли в 0,25% уксусной кис­
лоте.

Гексапеитиды z-гли-про-ала-гли-про-гли-ОСН и z-гли-про-глю-гли-про- 
гли-ОСН были синтезированы в институте Молекулярной биологии 
АН СССР В. А. Шибневым.

Для приготовления трис-HCl буфера pH 7,6, содержащего 4% СаС12, 
прокаленный СаС12 и трис растворяли в Н2О и D2O, а затем оттитровывали 
до нужного pH концентрированной НС1. Для растворов в D2O pD вычис­
ляли путем прибавления к величине,.измеренной па потенциометре, 0,4 еди­
ниц. Расчеты показали, что при приготовлении буфера существенного 
разведения тяжелой воды не происходило. Использовавшиеся в опытах 
растворы содержали в конечном счете не менее 97—98% D2O. Фермента­
тивную реакцию гидролиза проводили при 25° в 0,1 М трис-буфере, содер­
жащем 2% СаС12. Следует отметить, что проколлаген, подвергнутый лио­
филизации нам не удавалось полностью растворить в нейтральном буфере, 
даже в присутствии СаС12. Ввиду этого, для приготовления из лиофилизи- 
ровапного материала растворов проколлагена поступали следующим обра­
зом. К навескам белка добавляли растворы 0,25% уксусной кислоты, при-
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готовленной из ледяной кислоты, растворенной в Н2О или D2O и выдер­
живали в холодильнике в течение суток. В том случае, когда проколлаген 
был лиофилизировал из раствора 0,25% кислоты, для приготовления рас­
творов добавляли D2O и Н2О без кислоты. За сутки проколлагеп полностью 
растворялся. Перед опытом получепньте растворы разводили соответст­
вующими объемами трис-буферов с СаС12. В целях соблюдения стапдарт-

ностп условии с синтетическими 
субстратами поступали подобным 
же образом.

Концентрация проколлагена 
в реакционной смеси была 2,5 мг/ 
/мл, концентрация фермента 40 цг/ 
/мл. В случае гексапептидов ис­
пользовали концентрации субстра­
та и фермента 2 [лМ и 10—20 цг/ 
/мл соответственно. О скорости 
расщепления природпого и синте­
тических субстратов в этих опы­
тах судили по нингидриновой 
реакции по (13).

Другие опыты по фермента­
тивному гидролизу проколлагена 
выполнены на автоматическом 
титраторе Radiometer. Освобож­
дающиеся в процессе протеолиза

Рие. 1. Тепловая денатурация проколлаге­
на, растворенного в Н2О (7) и в D2O (2)

Н+ ионы титровали прибавлением приготовленного па Н2О или D2O 
8-10—3 М раствора КОН. Термостатированная ячейка титратора содер­
жала 5 мг проколлагена и 60 иг коллагеназы в 5 мл 0,1 М раствора КС1 
в Н2О или D2O, pH и pD которых были 7,6 в первой серии и 8,6 во второй 
серии опытов. Гидролиз проводили при 20° при постоянном перемешива­
нии. В опытах с проколлагеном помимо этого был использован вискози- 
метрический метод.

Определение температуры тепловой денатурации проводили в вискози­
метре Оствальда, помещенном в водяной термостат. Температура в тер­
мостате повышалась со скоростью 1—1,5° в мин. Температурный порог 
денатурации определяли по положению точки перегиба кривой зависи­
мости относительной вязкости от температуры. Растворы проколлагена 
для этой процедуры готовили так, как описано выше, а затем дополни­
тельно разводили соответствующим 0,1 М трис-буфером, содержащим 2% 
СаС12 до концентрации 0,1%. В опытах, посвященных исследованию влия- 
пия тепловой денатурации на вязкость проколлагена, вискозиметры с рас­
творами белка в Н2О и D2O помещались одновременно в один и тот же 
термостат.

Как видно из рис. 1, тепловая денатурация проколлагена, растворен­
ного в тяжелой воде, начиналась при более высокой температуре, чем 
в случае с Н2О. Разница составляла в разных опытах от 2,5 до 3°. Эти 
данпые близки к результатам, полученным в (7) для коллагена кожи 
и сухожилий, а также в (14) для охлажденных растворов желатины.

Сравнительное исследование скоростей ферментативного расщепления 
проколлагена показало, что проколлаген, растворенный в О2О, гидроли­
зуется медленпее чем в Н2О. О степени расщепления проколлагена судили 
по нарастанию аминного азота в реакционной смеси (нингидриновая реак­
ция) (рис. 2А), по титрованию выделяющихся в процессе гидролиза Н+ 
ионов (рис. 2Б), а также по уменьшению вязкости раствора в вискози­
метре Оствальда (рис. 25). Во всех случаях получены сходные результа­
ты. Как указывалось выше, проколлаген был выдержан в тяжелой воде 
в течение суток. Более продолжительное выдерживание (до 5 дней) не- 
меняло общей картины.
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Снижение скорости протеолиза в D2O может быть результатом стаби­
лизации вторичной или третичной структуры проколлагена, следствием 
влияния D2O на фермент или на взаимодействие его с субстратом. Точно 
расчленить указанные возможности нелегко. Однако некоторое уточнение 
можно получить, исследовав влияние D2O на гидролитическое расщепле­
ние коллагеназой синтетических субстратов, лишенных вторичной и тре­
тичной структуры.

Рис. 2. Действие коллагеназы на проколлаген. 1 — растворитель Н2О, 2 — 
растворитель D2O. А — коллагеназа 40 рг/мл, проколлаген — 2,5 мг/мл. 
Б — коллагеназа 12 цг/мл, коллаген 1 мг/мл. Объем реакционной смеси 
5 мл. а — pH, pD 7,6; б — pH, pD 8,6. В — коллагеназа 40 itr/мл, проколла­

ген — 1,0 мг/мл

С этой целью было использовапо два гексапептнда, указанные в методи­
ческой части. При действии коллагеназы на синтетические пептиды, раст­
воренные в Н2О и D2O, мы не обнаружили снижения скорости фермента­
тивной реакции в D2O. В трех сериях опытов синтетические субстраты гид­
ролизовались в D2O несколько быстрее, чем в Н20. В одном опыте разница 
не обнаружена. Интерпретация этих фактов в настоящее время затрудни­
тельна. Однако, результаты, полученные с синтетическими субстратами, 
позволяют считать более вероятным, что повышение устойчивости прокол­
лагена в D2O к коллагеназе, так же, как и к нагреву, является результатом 
повышения жесткости молекул проколлагена в тяжелой воде. Эти данные 
хорошо согласуются с ранее установленным параллельным изменением в 
филогенезе устойчивости коллагена к нагреву и к протеиназам. Известно, 
что проколлагены, взятые от видов животных, обитающих при разной 
температуре, соответственно отличаются друг от друга по своей устойчи­
вости к денатурирующему действию нагрева. В то же время более термо­
стабильные проколлагены оказались более устойчивыми и к протеолити­
ческому действию коллагеназы (15, 16). Параллельное изменение в филоге­
незе устойчивости к нагреву и протеолизу описано и на ряде других белков 
(смотри литературу в (17)).
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