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УДК 577.152.344402

M. ПАБЕРИТ А. ААВИКСААР
КИНЕТИЧЕСКОЕ ПРОЯВЛЕНИЕ ДВУХ ФОРМ ФЕРМЕНТА

В ДЕАЦИЛИРОВАНИИ /1-\,М,М-ТРИМЕТИЛАММОНИЙ-
ЦИННАМОИЛХИМОТРИПСИНА

(Представил Э. Липпмаа)

При исследовании влияния солей на деацилирование циннамоилхимо-
трипсина было найдено, что депротонизация некоторой ранее не отме-
ченной группы фермента с рКа ~12 существенно повышает чувстви-
тельность константы скорости реакции к влиянию неорганических со-
лей [‘]. Полученные данные при рН>lO описывались кинетической
схемой

в которой k 3, k' и Kaz рассматривались как функции от молярной кон-
центр ации соли с:

(2)

(3)

(4)

где коэффициенты Ах и ДБ обозначают разности в характеристиках
высаливания исходного и активированного состояний реакции урав-
нения (2) и (3) или депротонизова нной и протоиизованной форм
уравнение (4). Повышение чувствительности скорости деацилирования
к влиянию солей было вызвано увеличением Дх и уменьшением ДБ 'При
переходе ацилфермента из ЕАН в ЕА.

Чтобы выяснить, какую роль в этих изменениях играет молекула
фермента и что зависит от ацильного лиганда, требуются данные по
меньшей мере для двух разных ацилферментов. В настоящей работе
для получения таких сравнительных данных исследовалось влияние
КСI на деацилирование ц-П,М,М-триметиламмоний-циннамоилхимотрип-
сина (ТМАЦ-ХТ) в зависимости от pH.

Экспериментальная часть

В работе использовали а-химотрипсин фирмы «Reanal». Йодид пара-
нитрофенилового эфира /г-П,П,П-триметиламмоний-г/?аяс-кооичной кис-
лоты 'был получен по описанной методике [ 2]; т. пл. 180—190°С (разл.),
лит. ~l9o° (разл.) [2]. НСI, КСI и КН2РО4 марки о. ч., NaHC03 —х. ч.
Индол марки ч. 'бьщ перекристалдизован из ндептана [3]. Растворы для
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кинетических измерений приготовлялись из навески соли и растворов
буферных компонентов [ 4] или концентрированного раствора КОН о. ч.
(при высоких значениях pH) в бидистиллированной воде. При каж-
дом значении pH готовили 6 буферных растворов с разными концент-
рациями КСI, промежуточные концентрации соли (при pH 9,1) полу-
чали смешиванием растворов. pH растворов доводили до нужного
значения добавлением концентрированных растворов КОН или НСI.
pH проверяли также после проведения опытов. Запасной раствор
индола был приготовлен в буферном растворе.

В работе использовали pH-метр фирмы «Radiometer» (Дания) с
каломельным и стеклянным электродами К 4040 и G 2040 С соответст-
венно. В показания pH-метра при высоких концентрациях КСI вво-
дили поправку по номограмме, приложенной фирмой.

Раствор а-химотрипсина (150 мг/мл) готовили в 1 мМ НСI и
центрифугировали через несколько дней (8000 об/мин, 30 мин) для
удаления нерастворившихся примесей. Для получения ацилфермента
к 1 мл ферментного раствора добавляли 20 мг субстрата и (переме-
шивали смесь при 20° 12 ч в темноте (чтобы избежать 'перехода
субстрата и ацилфермента в цис-форму). Нерастворившуюся часть
субстрата отделяли центрифугированием (8000 об/мин, 30 мин), раст-
вор ацилфермента пропускали через колонку (25x1 см) с сефадексом
G-25, элюируя 0,1 мМ раствором НСI.

Кинетику деацилирования измеряли на спектрофотометре Beckman
UV 5260 по исчезновению ацилфермента при 299 нм (ТМАЦ-ХТ) или
310 нм (цнннамоилхимотрипсин). Для этого в кювету вносили 2,70 мл
буферного раствора, термостатирова'ли в кюветной камере спектро-
фотометра, добавляли 0,05 мл. раствора ацилфермента, перемешивали
и регистрировали уменьшение оптической плотности во времени. Кон-
центрация фермента в опытах была около 10-5 М.

Полученные кривые псевдомономолекулярной реакции обрабаты-
вали методом нелинейной регрессии с . итерированием [s]. Исходное
значение для k\ было найдено методом Рудакова в координатах In гр
от т [ 6]. Первый порядок реакции соблюдался до степеней гидролиза
90% и более.

При высоких значениях pH после окончания деацилирования наблю-
далось медленное линейное увеличение оптической плотности, вызван-
ное денатурацией фермента [7]. Кинетические константы из таких кри-
вых рассчитывали тем же методом нелинейной регрессии [s], прибли-
жая итерированием соответствующую рассчитанную кривую (экспо-
ненциальное уменьшение плюс линейное увеличение оптической плот-
ности) к измеренной. Исходные значения для параметров кривой были
найдены из линеаризации соответствующего уравнения, используя под-
ход Рудакова [ 6].

Результаты экспериментов и их обсуждение

ТМАЦ-ХТ был выбран для исследования, исходя из предположения,
что, в отличие от циннамоилхимотрипсина, у которого ароматическое
ядро расположено в гидрофобной полости химотрипсина (для сход-
ного индолилакрилоилхимотрипсина это показано методом рентгено-
структурного анализа [ B]), объемистая заряженная п-|Ы,М,]Ч-триметил-
аммоний-циннамоильная группа оставляет эту полость свободной. Для
проверки этого предположения было изучено влияние индола на деа-
цилирование обоих ацилферментов. Результаты приведены на рис. 1.

Из рисунка видно, что добавление индола повышает скорость
деацилирования ТМАЦ-ХТ, не влияя на деацилирование циннамоил-



э ис. 1. Влияние индола на.
:корость деацилирования
ГМАЦ-ХТ (У) и циннамоил-
шмотрипсина (2). рН =9,20;
’,99 М КСI; концентрация

ацилфермента М0~5 М.

фермента. Наличие эф-
фекта промотирования
деацилирования ТМАЦ-
ХТ индолом показывает,
что гидрофобная по-
лость в активном центре
ТМАЦ-ХТ действительно
свободна (аргументацию
в пользу такой интерпре-
тации эффекта промоти-
рования см., например,
в Ц 10]).

Введение заряда в ацильный остаток лиганда может вызвать
электростатические возмущения значений рКа ионогенных групп фер-
мента [п ’ 12]. Известно, однако, что электростатическая составляющая
в свободной энергии межионных процессов в водных растворах при
значениях ионной силы становится равной нулю (см., напри-
мер, [ 12~ 14]). С учетом этого опыты по влиянию КСI на скорость деа-
цилирования ТМАЦ-ХТ проводили при [КСI] IМ. Полученные дан-
ные приведены в табл. 1.

На рис. 2 приведены зависимости логарифма константы скорости
деацилирования ТМАЦ-ХТ от концентрации КСI при различных зна-
чениях pH. Из рисунка видно, что повышение pH от 9 до 13,5 вызы-
вает увеличение скорости деацилирования на два порядка и при всех
значениях pH рост концентрации КСI замедляет деацилирование
ТМАЦ-ХТ. В случае циннамоилхимотрипсина присутствие соли повы-
шало скорость деацилирования, но в целом увеличение константы ско-
рости в промежутке pH от 9 до 13,4 оставалось в пределах 5 раз [П.
Следовательно, замена ацильного остатка в ацилхимотрипсине при-
водит к существенным изменениям влияния pH и солей на скорость
его деацилирования.

На рис. 3 в качестве типичной приведена кривая зависимости \g к
от pH в 3,4 М (растворе КСI.
В интервале pH от 9 до 12
форма 'кривой близка к сиг-
моиде, а -при дальнейшем уве-
личении pH наблюдается при-
ближение к прямой с единич-
ным наклоном. Учитывающая
такую зависимость lg k от pH
схема

Рис. 2. Зависимость логарифма конс-
танты скорости деацилирования
ТМАЦ-ХТ от концентрации КСI при
25,0 °С и pH 9,10 (У); 10,00 (2);
10,37 (5); 10,84 (4); 11,49 (5); 11,82
(6); 12,16 (7); 12,49 (5); 12,78 (9);
13,09 {10) ; 13,25 {11) и 13,50 {l2).
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Таблица 1
Влияние КС1 на константы скорости деацилирования

при температуре 25,0 °С и различных значениях pH*

с к си м £-10 4 , с- 1 с кс1, М k- 104 , с -1

1 2 3 4

pH=9,10
1,24 1,378 ±0,008 2,47 1,118±0,009
1,48 1,330± 0,009 2,72 1,095±0,008
1,73 1,256±0,006 2,97 1,056±0,007
1,98 1,203±0,008 3,22 1,009±0,007
2,23 1,1(53±0,009 3,47 1,005±0,006

Р н== 10,00
0,978 1,80 ±0,02 2,45 1,347±0,007
1,47 1,655± 0,008 2,93 1,283±0,006
1,96 1,445±0,009 3,42 1,235± 0,005

Р н== 10,37
0,981 2,253 ±0,006 2,45 1,807±0,008
1,47 2,071 ±0,008 2,95 1,616±0,008
1,97 1,927±0,008 3,44 1,479 ±0,008

Р н== 10,84
0,984 3,42 ±0,02 2,46 2,64±0,02
1,48 3,20±0,02 2,95 2,52 ±0,02
1,97 2,92±0,02 3,44 2,30±0,02

Р н== 11,49
0,978 7,96±0,04 2,45 6,73± 0,04
1,47 7,79 ±0,04 2,94 6,29±0,06
1,96 7,26±0,04 3,42 5,87 ±0,04

Р н== 11,82
0,978 12,06± 0,08 2,45 9,93 ± 0,04
1,47 11,26±0,09 2,94 9,03±0,05
1,96 10,49± 0,06 3,43 8,25 ± 0,04

рн== 12,16
0,978 16,8 ±0,1 2,45 15,5±0,1
1,47 17,6±0,1 2,93 15, 17±0,07
1,96 16,53±0,08 3,42 12,76 ±0,08

Р н== 12,49
0,983 28,8 ± 0,3 2,46 22,8±0,2
1.47 27,2 ± 0,3 2,95 21,1 ±0,2
1,96 24,8 ±0,2 3,44 18,8± 0,2

Р н== 12,78
0,980 43,9 ±0,6 2,45 32,9 ±0,3
1,47 41,3 ±0,4 2,93 28,9±0,4
1,06 36,4±0,б 3,42 24,7 ±0,4

рн== 13,09
0,982 106± 2 2,46 61,3±0,3
1,47 81,3 ± 0,6 2,95 52,0 ±0,5
1,96 68,5 ± 0,4 3,44 44,1 ±0,3

рн== 13,25
0,984 131 ±2 2,46 72,8±0,4
1,48 101,2± 0,9 2,95 ' 62,7 ±0,4
1,97 87 ±1 3,44 54,1 ±0,5
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Рис. 3. Зависимость константы деацилирования ТМАЦ-ХТ
от pH при концентрации КСI 3,4 М (см. табл. 1). При
pH 9,10 использовано значение, интерполированное по
уравнению (2). Через точки проведена теоретическая
кривая в соответствии со схемой (5) при использовании
значений £ 3 £' р/С а2 и £он, рассчитанных по уравне-

’ з ’

ниям (2) (4), (7) и параметрам табл. 2. Пунктиром
и прерывистой линией показаны составляющие прове-
денной кривой: сигмоида (если принять £он=o) и пря-
мая, соответствующая значению &он, рассчитанному по

уравнению (7) и параметрам табл. 2.

(5)

отличается от схемы (1) для циннамоилхимотрипсина наличием парал-
лельного щелочного гидролиза формы ЕА. Схема (5) дает для наблю-
даемой константы деацилирования выражение

где K w ионное произведение воды, а символ (с) означает, что
параметры схемы (5) рассматриваются как функции от концентрации
соли.

При pH ~9, когда влияние протонизации гистидина-57 с
рК а ~7 J7 ] и депротонизации ионогенной группы с рКа2 минимально,

кЕАН
Ka 2 \\ к;

ЕАL \

b _ k 3 {c) -ан-/Ка2{с)+к' 3 (с)+^он(с) -Kw/aw
1 +аш-/Ког{с)

1 2 3 4

Р н== 13,50
0,982 240±3 2,46 116,6±0,8
1,47 195 ±2 2,95 103± 1
1,96 143+1 3,44 85 ± 1

* Приведены средние значения 3—4 измерений со стандартными отклонениями;
pH поддерживали 0,05 М карбонатным буфером (pH 9,10—10,37), 0,1 М карбонат-
ным буфером (pH 10,84), 0,05 М КН2Р0 4 , оттитрованным щелочью (pH 11,49—11,82),
и избытком щелочи (pH 12,16).
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возможно изучение влияния соли на константу к 3 ТМАЦ-ХТ. Значе-
ния параметров уравнения (2), приведенные в табл. 2, были опреде-
лсны при рП 9Ц- - Ко-эф-ф ициеит кор-ре л яции 0,9975, етандартноо-отк ло -

нение 0,0036.
Предварительная обработка данных по уравнению (6) отдельно

при каждой концентрации КСI дала оценочные значения для к'„ ,

рКа2 и коя при разных концентрациях соли. Оказалось, что зависи-
мости к'0 и рк(а.2 от концентрации . КС] удовлетворительно описы-
ваются уравнениями • (3) и (4), а влияние КСI на коя выражается
уравнением '

• ,

I
Для получения значений для параметров уравнений' (3), (4) и (7)

была проведена обработка методом нелинейной регрессии с итериро-
ванием [ s] всех данных, измеренных при в совокупности,
согласно уравнению (6) (в логарифмированном виде). С этой целью
в уравнение (6) вместо к ъ (с), к' 3 {с), КагЦ) и коя (с) были подстав-
лены уравнения (2) (4) и (7).

Искомые параметры уравнения (6), содержащего соотношения
(2) (4) и (7), приведены в табл. 2. Коэффициент корреляции между
логарифмами измеренных констант и логарифмами соответствующих
рассчитанных значений к составлял 0,9995, стандартное отклонение
было 0,020. Проверка значимости квадратных членов в уравнениях
(4) и (7) но критерию F o, os [ls] дала отрицательный результат.

Полученное для ТМАЦ-ХТ значение &^н =o; 106±0,005 Мг^-с-1

ниже, чем значение 0,365±0,005 М_l -с-1 для константы скорости
щелочного гидролиза модельного соединения, сложного эфира корич-
ной кислоты с N-ацетилсеринамидом [ l6 ],. что указывает на опреде-
ленные затруднения в щелочном гидролизе сложноэфирной связи в
ацилферменте. В случае циннамоилхимотрипсина эти затруднения
должны быть еще !бoлыпими, так как щелочной гидролиз не был заме-
тен до значения pH 13,4 if I ], Интересно отметить, что щелочной гидро-
лиз N-ацетил-Е-фенилаланилхимотрипсина с метилированным остатком
гистидина-57 проходил в несколько раз быстрее, чем у модельных
соединений [l7].

::

В табл. 2 для сравнения включены данные о влиянии КСI на
деацилирование циннамоилхимотрипсина [']. Близость значений рК°
приводит к выводу о депротонизации одной и той же ионогенной
группы в обоих случаях.

Сопоставление характеристик высаливания Ах и АВ для кинети-ческих констант и къ показывает, что, хотя численные значения
этих параметров у разных ацилферментов различаются вплоть до
обращения знака, величины- их изменений при переходе от ЕАН кЕА
одинаковы (табл. 2). Совпадение значений разностей Ах/г3 Ax/i3 и
АЛ/г3 ;— ABk, тем более. примечательно, что исследованные ацилфер-
менты принципиально отличаются друг от друга, так как в цннна-
мсилхимотрипсине фенильная группа лиганда расположена в гидро-
фобной полости-активного центра фермента, а в ТМАЦ-ХТ эта полость
свободна. Величины Ахр хп2 для перехода от ЕАН к ЕА для этих ацил-
ферментов также практически одинаковы. Таким образом, параметры,
характеризующие изменение взаимодействия ацилфермента с окружаю-
щим раствором при депротонизации, не зависят от природы ациль-
ного лиганда и, видимо, отражают изменения в белковой глобуле. Это
позволяет- предполагать, что вследствие депротонизации этой группы

= lg^H 4-Ax&OH c. (7)
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происходит конформационное изменение фермента и обозначения ЕАН
и ЕА в схемах (1) и (6) соответствуют отдельным коиформационным
формам ацилхимотрипсина.

Выводы

ТМАЦ-ХТ находится в щелочном растворе в двух активных формах-*
на деацилирование которых присутствие КСI влияет по-разному: при
деацилировании протонизованной формы наблюдается кинетический
эффект всаливания, а депротонизованной формы эффект высалива-
ния. Это изменение кинетического эффекта высаливания (всаливания)
связано с переходом фермента из одной конформационной формы в
другую и не зависит от природы ацильной группы в его активном
центре.

Авторы выражают благодарность Т.-М. Лахт за синтез субстрата
и В. Тыугу за полезные замечания при обсуждении результатов.
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М. PABERIT. A. AAVIKSAAR

FERMENDI KAHE VORMI KINEETILINE AVALDUMINE
p-N,N,N-TRIMETÜÜLAMMOONIUM-TSINNAMOÜÜLKÜMOTRÜPSIINI

HÜDROLÜÜSIL

Artiklis on käsitletud KCI mõju p-N,N,N-trimetüülammooniumTrans-tsinnamoüülkümo-
trüpsiini (TMAT-KT) hüdrolüüsi kineetikale pH-vahemikus 9,1 —13,5. TMAT-KT esi-
neb leeliselises lahuses kahe aktiivse vormina, kusjuures KCI mõjutab nende hüdro
lüüsi kineetikat erinevalt; protoniseeritud vormi puhul avaldub kineetiline sissesoola-
mine, deprotoniseeritud vormi puhul väljasoolamine. Kui võrrelda neid tulemusi and-
metega soolade mõju kohta tsinnamoüülkümotrüpsiini hüdrolüüsile, ilmneb, et muutu-
sed soola toimes iseloomustavad fermendi üleminekut ühest vormist teise ega sõltu
atsüülrühmast tema aktiivtsentris.

M. PABERIT, A. AAVIKSAAR

KINETIC MANIFESTATION OF TWO FORMS OF ENZYME IN THE
DEACYLATION OF p-N,N,N-TRIMETHYLAMMONIUM

CINNAMOYLCHYMOTRYPSIN
The influence of KCI over the pH range from 9.1 to 13.5 on the deacylation kinetics
of p-N,N,N-trimethylammonium /rans-cinnamoyl-chymotrypsin (TMAC-CT) has been
studied. It has been shown that TMAC-CT exists in alkaline solution in two
active forms. The presence of KCI influences their deacylation kinetics differently:
deacylation of the protonized form shows a kinetic salting-in effect, while a salting-
out effect is observed in the deacylation of the deprotonized form. Comparison of the
results with the data on the influence of salts on the deacylation of cinnamoylchymo-
trypsin shows that the changes established in the salting patterns characterize the
transition of the enzyme from one form to another and do not depend on the nature
of the acyl ligand in the active centre.
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	Рис. 2. Расчетный выход продуктов расщепления фитановой цепи при отношении вероятностей разрыва по одной и одновременно по двум углерод-углеродным связям 2: 1 (/), 4:1 (2) и 1:0 (5). Выход продуктов найден при условии, что реализуются все однократные распады по указанным связям и дополнительно двукратные согласно заданной относительной вероятности.
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