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О ВЛИЯНИИ ИНГИБИТОРА ИЗ БОБОВ СОИ
НА ЭНЗИМАТИЧЕСКУЮ АКТИВНОСТЬ И АВТОЛИЗ ТРИПСИНА

Натуральные ингибиторы протеолитических ферментов широко распространены в
различных органах и тканях животных и растений [ 1~3 ]. По своим ингибирующим
свойствам они намного превосходят все известные синтетические ингибиторы.

В последнее время интенсивно исследуется интеракция между важным для обмена
веществ пищеварительным ферментом трипсином (Т) и натуральными ингибиторами
трипсина (ИТ).

Изучение изменения энзиматической активности Т in vivo и in vitro связано с
выяснением влияния натуральных ИТ на его активность. Синтезируемый в животном
организме (панкреасе) Т начиная с момента его образования находится в близком и
постоянном соприкосновении с подавляющими активность Т протеинами. Это взаимо-
действие кончается в пищеварительном тракте.

Поскольку ИТ обнаружены в тканях, не содержащих доступных для ингибирования
ферментов, то можно предположить, что действие ИТ не ограничивается панкреасом
и пищеварительным трактом.

Данные ряда исследований позволяют сделать предположение, что кроме селек-
тивного ингибирования протеолитических ферментов ИТ могут выполнять в их отно-
шении и другие функции [4_6]. Интересны данные о влиянии введенных с едой нату-
ральных ИТ на физиологические показатели организма подопытных животных [ 7 ~9 ].

Целью настоящей работы является изучение автокатализа Т, связанного с соевым
ИТ (СТИ), в зависимости от весового соотношения между ферментом и ингибитором
в условиях минимальной и максимальной активности Т. Некоторые аспекты этой про-
блемы изучены намй ранее, а результаты опубликованы в кратких сообщениях [ lO-12 ].

Методика

Реагенты. Основным объектом исследования служил кристаллический
Т фирмы «Спофа». Для изучения автолиза Т применяли СТИ фирмы
«Реанал».

При проведении экспериментальной части работы использовались
неочищенные имеющиеся в продаже Т и СТИ.

Смесь трипсина и ингибитора трипсина из бобов сои (Т—СТИ-комп-
лексы) составлялись в шести различных весовых соотношениях компонен-
тов 8 : 1, 4 : 1, 2 : 1, 1:1, 1:2, 1:4. Одну серию Т—СТИ-комплексов
(т. н. неавтолизованные Т—СТИ-комплексы) растворяли в 0,1 М фор-
миатном буфере (pH 3,2), другую в таких же количествах и соотношениях
(т. н. автолизованные Т—СТИ-комплексы) в 0,1 М боратном буфере
(pH 8,6) и инкубировали в течение 3,5 ч при температуре 35° С. Автолиз
заканчивали добавлением формиатного буфера до достижения в растворе
pH 3,2.
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Определение энзиматической активности. Энзиматическую активность
Т в растворах, в автолизатах и в Т—СТИ-комплексах оценивали по ин-
тенсивности гидролиза казеина (по Хаммарстену, «Реанал») и этилового
эфира N-a-бензоил-Е-аргинина (БАЕЕ, «Реанал») [ 13 > 14]. Определения
активности проводили в диапазоне волн 280 (казеин) и 253—254 лщ
(БАЕЕ) с помощью УФ-спектрофотометра «Spektromom 201».

Гель-фильтрация на сефадексах. При гель-фильтрации нативного Т,
автолизованного Т, СТИ и Т—СТИ-комплексов использовали уста-
новку, состоящую из колонны (1,2X140 см), сосуда элюента и фракцион-
ного коллектора «Fractiomat ОЕ-604» (Венгрия). Для наполнителя
колонны в основном применяли сефадекс G-100 («Pharmacia»),

В большинстве случаев фракционирования в качестве элюента при-
меняли 0,1 М формиатный буфер (pH 3,2; ц =0,5). При проверке ста-
бильности Т—СТИ-комплексов использовали 0,5 М фосфатный буфер
(pH 8,4, (1 0,5). При гель-фильтрации во всех случаях в колонну вносили
предварительно центрифугированный (6000 об/мин) раствор, который
содержал 2,5—25 мг исследуемой пробы (Т, СТИ, Т—СТИ-комплекс).
Величина фракций составляла 1 мл. Содержание белка во фракциях
определяли с помощью оптической плотности в диапазоне 280 мр. на
ультрафиолетовом спектрофотометре.

Результаты и обсуждение

Сравнение энзиматической активности Т в Т—СТИ-комплексах.
Энзиматическая активность Т в Т-СТИ-комплексах с различными
соотношениями компонентов определялась в условиях близких к мини-
мальной (pH 3,2) и максимальной (pH 8,6) активности энзима, т. е. до
и после автолиза. Строгое соблюдение аналогичных условий опыта (pH,
температура и продолжительность автолиза, использование одинаковых
соотношений и весовых количеств реагентов) позволило сравнить полу-
ченные данные между собой (рис. 1).

Рис. 1. Влияние СТИ на энзиматиче-
скую активность Т при различных

соотношениях компонентов.
I и 2 протеолитическая активность
комплексов, 3 и 4 эстеразная
активность комплексов, 5 протео-
литическая активность несвязанного
с СТИ трипсина (количество Т экви-
валентны количествам, применяемым

в комплексах).

Из рис. 1 выясняется, что
протеолитическая активность Т
в Т—СТИ-комплексах вследст-
вие автолиза существенно
уменьшилась во всех соотноше-
ниях фермента и'ингибитора, за
исключением соотношения 1 : 1

и в некоторой степени 2:1 и 1:2. Уменьшение протеолитической актив-
ности у Т, не связанного с СТИ, при автолизе было более значительным,
чем у Т, связанного с СТИ, или даже полностью исчезала (кривая 5).
Данные об эстеразной активности в комплексах показывают, что актив-
ность при автолизе во всех исследованных соотношениях исчезла пол-
ностью (кривые 3 и 4). Следовательно, можно сказать, что автолиз воз-
действует на отдельные формы энзиматической активности Т, связан-
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ного с СТИ, различно; в то время как эстеразная активность во всех
компонентных соотношениях отсутствует, протеолитическая активность
уменьшается существенно, но не полностью.

При избытке Т в комплексах (8:1, 4:1) протеолитическая актив-
ность уменьшается в основном вследствии автолитического распада мо-
лекул Т, не связанных с ингибитором. В этих условиях добавление СТИ
ингибирует активность Т не более чем на 50—60%. При существенном
избытке СТИ (1:4) все молекулы Т связаны с ингибитором, что пораж-
дает 100%-ный спад активности и торможение автолиза. При соотноше-
нии Т и СТИ 1 : 1 сохранение протеолитической активности лучшее по
сравнению с активностью неавтолнзованного Т—СТИ-комплекса. Тен-
денция к сохранению протеолитической активности в автолизованных
комплексах 1 ; 1 наблюдалась и в том случае, когда весовые количества
обеих компонентов увеличивались в пять или десять раз. Из этого сле-
дует, что описанный эффект при применении данного метода носит зако-
номерный характер и действителен только для протеолитической актив-
ности Т. Обстоятельство, что протеолитическая активность 2,5 мг Т

(соответствует количеству Т в
г, пнав 1: 1 комплексах), не связанного
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Определение протеолитической активности фракций, полученных при
гель-фильтрации автолизата комплекса 1:1, показало, что активность
полностью сосредоточена в области, которая соответствует молекуляр-
ному весу Т. Из этого следует, что слабое торможение протеолитической
активности все же связано с молекулами нативного Т.

Из результатов опытов выяснилось, что протеолитическая активность
продажных препаратов Т варьирует не только в различных партиях, но
и в рамках одной и той же партии. Установлено, что различная актив-
ность исходного Т заметно влияет на результаты, полученные при срав-
нении энзиматической активности Т—СТИ-комплексов (рис. 2).
Несмотря на то что данные трех опытов (кривые I—3 ) являются не-
сколько различными, они указывают на одно при весовых соотноше-
ниях 2: 1 и 1 : 1 наблюдается тенденция к большему сохранению протео-
литической активности и в одном случае даже к возрастанию его (кри-
вая 2).

Учитывая все приведенные данные, можно полагать, что присутствие
подходящего количества СТИ содействует сохранению протеолитической
активности Т при автолизе.
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Рис. 3. Гель-фильтрация СТИ (/), автолизованного Т ( 2), автолизованных Т—СТИ-
комплексов (3), нативного Т (4) и неавтолизованных комплексов (5).

Количества реагентов: 3:1 20 лгг Т и 2,5 мг СТИ; 4:1 10 мг Т и 2,5 мг СТИ;
2:1 6 мг Т и 2,5 мг СТИ; 1:1 2,5 мг Т и 2,5 мг СТИ; 1:2 2,5 мг Т и 5 мг

СТИ; 1 : 4 2,5 мг Т и 10 мг СТИ.

Гель-фильтрация Т—СТИ-комплексов. Для выяснения действия СТИ
на ход автолиза трипсина Т—СТИ-комплексы и компоненты комплексов
исследовались гель-фильтрацией на сефадексах. Весовые количества
изучаемых компонентов были эквивалентны количествам, применяемым
в Т—СТИ-комплексах. Для торможения автокаталического разложе-
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ния Т при элюировании использовали буферный раствор с низким pH
(формиатный буфер, pH 3,2). При гель-фильтрации проб во всех слу-
чаях применяли одну и ту же колонну, результаты даны на рис. 3
(I-IX).

Сравнение кривых элюирования показывает, что в автолизованных
Т—СТИ-комплексах при избытке Т (8:1, 4:1) количество последнего
заметно уменьшилось по сравнению с неавтолизованными комплексами
(рис. 3, I —III). При комплексе с соотношением 1 : 1 уменьшение коли-
чества Т при автолизе наименьшее, т. е. автолиз Т максимально затор-
можен.

Можно полагать, что вероятной причиной количественного уменьше-
ния Т при избытке его является протеолиз. Стабильность Т при приме-
нении одинаковых количеств Т и СТИ обусловлена полным связыванием
Т с СТИ. Сильное тормозящее действие СТИ на автолиз Т в комплексе
с соотношением 1 : 1 проявляется и в том случае, когда весовые коли-
чества обоих компонентов увеличивались в пять или десять раз.

Таким образом, данные гель-фильтрации подтверждают наблюдения,
сделанные при исследовании энзиматической активности комплексов
Т-СТИ, что присутствие СТИ в подходящем соотношении (1:1) способ-
ствует сохранению протеолитической активности Т при автолизе.

Из кривых элюирования выясняется, что автолизованный Т, эквива-
лентный количествам, применяемым в комплексах, сильно разложен
(рис. 3, IV—IX). При этом степень разложения не зависит существенно
от количеств Т. В то же время разложение Т, связанного с СТИ в соот-
ношениях 8:1, 4:1, 2:1, зависит от его количества: чем больше коли-
чество Т, тем глубже протеолиз (рис. 3, IV—VI). При соотношениях 1:1,
1:2, 1:4 разложение Т приблизительно одинаково и по сравнению с
предыдущими соотношениями более заторможено (рис. 3, VII —IX).

При гель-фильтрации автолизованных и неавтолизованных Т—-
СТИ-комплексов выяснилось, что несмотря на различные соотношения
компонентов, Т во всех случаях элюировался фракцией, характерной
выходу из колонки нативного и несвязанного Т.

Это обнаружено и при соотношении 1:1, которое по данным литера-
туры самое подходящее для образования Т—СТИ-комплекса и при-
близительно равно соотношению 1 моль Т: 1 моль СТИ. Полученные
результаты показывают, что длительная гель-фильтрация проб в кислой
среде обусловливает диссоциацию комплекса. При проведенной для
проверки гель-фильтрации выяснилось, что при элюировании щелочным
буферным раствором (фосфатный буфер, pH 8,4) стабильность Т—СТИ-
комплексов сохранилась (рис. 4).

Диссоциация Т—СТИ-'комплексов не препятствует выяснению влия-
ния СТИ на течение автолиза Т, так как для исследования представляла
интерес лишь та часть элюата, в которую выходила фракция, содержа-
щая Т.

При сравнении литературных данных с полученными в настоящей
работе результатами было обнаружено отсутствие прямых указаний на
подобные сведения, что, очевидно, объясняется различным подходом к
данной проблеме. Однако необходимо отметить некоторые данные о
сохранении или даже увеличении при автолизе энзиматической актив-
ности связанного или несвязанного с ингибитором Т.

Интересна работа В. Мосолова и М. Логиновой, где из автолизата Т
гель-фильтрацией была выделена одна низкомолекулярная фракция,
эстеразная активность которой оказалась даже выше, чем у исходного
Т [ls ]. По мнению Дэнуэль [l6 ], малые количества ИТ способны полностью
тормозить энзиматическую активность Т и тем самым вызывать т. н.
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временную защиту Т или трипсиногена. По данным [ 4], Т полностью за-
щищается от инактивации, если он окружен молекулами ингибитора при
предпосылке, что он не разлагает этих молекул. Подобное явление опи-
сано в [ l7 ] при связывании Т с синтетическими конкурирующими инги-
биторами. Авторы сделали вывод, что образование комплекса Т—-ИТ
предохраняет фермент от денатурации в кислой или щелочной средах.

Рис. 4. Гель-фильтрация T и Т СТИ-комплексов при pH 3,2 и 8,4.
1 1 : 4 Т СТИ-комплекс, 2 1 ; 1 Т СТИ-комплекс,

3 нативный 1.

В [ s] утверждается, что казеинолитическая активность Т не полно-
стью ингибируется ИТ. Интересна работа [6 ], где сказано, что под дейст-
вием СТИ энзиматическая активность слизистой оболочки тонкой кишки
падает частично, а после двухчасового автолиза даже увеличивается.

Заключение

В результате исследования автокаталитического разложения и изме-
нения энзиматической активности Т, связанного с СТИ, при различных
количественных соотношениях фермента и ингибитора (соотношение Т
и СТИ 8: 1,4: 1, 2 ; 1, 1:1, 1:2, 1:4) показано, что оптимальное соотно-
шение Т и СТИ (1:1) способствует лучшему сохранению протеолитиче-
ской активности Т при автолизе.
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H. HEINLO, О. KIRRET
TRÜPSIINI AUTOLÜÜSI JA ENSÜMAATILISE AKTIIVSUSE MÕJUTAMISEST

SOJAOAST ISOLEERITUD INHIBIITORIGA
Uuriti sojaoast isoleeritud inhibiitori mõju trüpsiini autolüüsile ja ensümaatilisele

aktiivsusele. Katsetes kasutati trüpsiini ja inhibiitorit vahekorras 8:1, 4:1, 2:1, 1:1, 1:2
ja 1:4, kusjuures tingimused olid lähedased trüpsiini minimaalse ja maksimaalse aktiiv-
suse tingimustele. Määrati trüpsiini-inhibiitori komplekside ensümaatiline aktiivsus eri-
neva pH korral. Jõuti järeldusele, et sobivas vahekorras valituna soodustab inhibiitor trüp-
siini proteolüütilise aktiivsuse säilimist, kusjuures optimaalne suhe on 1:1.

H. HEINLO, О. KIRRET
ABOUT THE INFLUENCE OF THE SOYBEAN TRYPSIN INHIBITOR ON THE

AUTOLYSIS AND ENZYMATIC ACTIVITY OF TRYPSIN
The paper deals with results of an investigation of the influence of the soybean

trypsin inhibitor on the autolysis and enzymatic activity of trypsin. Investigations were
carried out with different weight relations of trypsin and inhibitor (8:1, 4:1, 2:1, 1:1,
1:2, 1:4). The experiment conditions were near to the minimum and maximum ones of
trypsin enzymatic activity. The enzymatic activity of trypsin inhibitor complexes at
different pH was determined. It was found that the presence of inhibitor in optimal
relation promotes the preservation of proteolytic activity of trypsin. The preservation of
activity is most favourable at relation 1:1 of trypsin and inhibitor.


