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ИССЛЕДОВАНИЕ МЕХАНИЗМА ИНГИБИРОВАНИЯ 
ГЛИКОЗАМИНОГЛИКАНАМИ ПРОТЕОЛИТИЧЕСКОЙ 

АКТИВНОСТИ ТРИПСИНА

к. Л ЕРЗИНКЯН

Методами иикрокалорнмсгрпп к УФ-длфферсициалыюй спектроскопии изучено 
П.1НИНИС гликоламиногликамов (гепарина, хопдроятпясульфатм. гиалуроновой iuiw 
па) протеолитическую активность трипсина при pH среды 8.0. Установлено их ин- j 
i и Пирующее дейстлпе на протеолитическую активное ։ь трипсина, являющееся свел- 
сгинем усилсмим в щелочной среде необратимой икакгавышн трипсина и присутствии 
гликозаминогликанов. Показано, что этот процесс связан со способностью гликозами’ ■ 
могликанов вызывать деодтураононные изменения в молекуле фермойгл

Ключевые слова: трипсин, гепарин, хондроигинсилъфат, гиалуроновая кислота.,

Согласно современным представлениям, процесс язвообразонання в 
желудке и двенадцатиперстной кишке обусловлен нарушением равно­
весия между агрессивными свойствами желудочного сока, дуоденаль­
ного содержимого и резистентностью гастродуоденальной стенки.

К агрессивным факторам воздействия на слизистую гастродуоде­
нальной стенки относятся соляная кислота, секретируемая обкладочны­
ми клетками желудка, протеолитические ферменты желудочного сока 
и дуоденального содержимого [1]. Патогенное действие протеолити­
ческих ферментов дуоденального содержимого связано с «дуоденаль­
ным рефлексом», представляющим собой обратный заброс дуоденаль­
ного содержимого я антральную область желудка, что приводит к под- 
щелачиванню среды и активации протеолиза слизистой [ I. 7]. В то же , 
Дрем я в обеспечении резистентности гастродуоденальной стенки участ­
вуют входящие в состав се слизистой гликозаминогликаны (хондро- 
ним։ сульфат, гиалуроновая кислота и другие гепариноподобиые веще­
ства) [Ю].

Нами с целью выяснения природы защитного физиологического дей­
ствия гликозаминогликанов гастродуоленальной стенки изучено ИХ< 
взаимодействие с трипсином.

Материи.։ и методика Ислслыкишлнсъ препараты трииспил и тпарппа («Спо- 
фл», Чсхослоплкпя), хондронгйнсульфата («Орв.։», ФРГ), гиалуроновой кислоты; 
«илсииата нагрнм («Реахмм», СССР).



Ацетилированный трипсин получали по методу Фрсикель-Конрата с со а пт. [8]: 
препарат обрабатывали в полунасыщенном растворе ацетата натрия уксусным ангид­
ридом (1,2 мл ангидрида на I г белка), подвергали диализу в течение 24 ч при 5° 
прогни дистиллированной воды, лиофилизировали, процедуру ацетилирования повто­
ряли. Степень ацетилирования препарата составляла 76,4%.

Растворы гликозаминогликанов л казеината натрия приготовляли в 0.05 М трис- 
НС! буфере. pH 8.0. а раствор трипсина- для предотвращения автолиза—в 0,0025 М 
НС1. Концентрацию трипсина в растворе рассчитывали по величине оптической плот­
ности на 280 нм с использованием коэффициента пересчета 0,585.

Микрокалорнметрические измерения выполняли на приборе 2107-020 фирмы Л КБ 
с использованием проточной ячейки. Скорость прокачки реакционной смеси н ячейку 
микрокалориметра составляла 4,17-10 - 6 л/сек Рабочая температура была равна 25°.

Инкубационный раствор приготовляли смешением 0,5%-ного раствора трипсина с 
раствором гликозаминогликана в объемном соотношении 1:19. Реакционную смесь 
получали путем добавления инкубированной в течение определенного времени смеси 
цпиюмн-глнкозэмнноглпкан к 2% раствору казеината натрия Объемное отношение 
р<аге»тов в растворе составляло 1:50. Тепловой эффект реакции регистрировали от­
носительно базовой линии, полученной при прокачке раствора казеината натрия.

Спектрофотометрические измерения проводили на приборе «Спскорд М 40» в тер­
мостатированных при 25° I-сантиметровых кварцевых кюветах.

Результаты и обсуждение. Возможность применения метода про­
точной микрокалориметр и и для изучения ферментативных реакций под­
робно обсуждена в работе Бнзера и Тнррела [6]. Как показано авто­
рами. для реализуемого в наших экспериментах случая насыщения фер­
мента субстратом наблюдается прямо пропорциональная зависимость 
тепловой мощности реакции от активности фермента.

Изменение исходной активности фермента в зависимости от време­
ни инкубации с гликозаминогликанами графически может быть прел- 
иавлемо в виде прямых в координатах (С0/Ст) I. где Со величина, 
определяемая путем экстраполяции прямой автолиза к моменту време­
ни 1=0.

На рис. 1 представлены кинетические прямые инактивации трипси­
на в присутствии различных концентраций гиалуроновой кислоты, хон-- 
дроитииеульфата и гепарина Из наклона прямых были определены 
константы скорости автолиза фермента, что позволило построить за­
висимости скорости инактивации трипсина от содержания глвкозамино- 
(ли-канов в инкубационной смеси (рис. 2).

Как видно из рис. 2, для гиалуроновой кислоты, хондронтинсуль- 
фата и гепарина зависимости имеют экстремальный характер, причем 
в точке Жстромума скорость автолиза трипсина в присутствии гликоз­
аминогликанов значительно превышает скорость инактивации трипси­
на в растворе, не содержащем их.

С целью выявления природы взаимодействия трипсина с гликоз­
аминогликанами было проведено сравнительное изучение их влияния 
на протеолитическую активность трипсина । ацетилтри псин а, получе­
ны дифференциальные спектры поглощения смесей трнпсигя—гликоз­
аминогликан относительно составляющих их компонентов.

Ацетилирование трипсина делает его устойчивым к са1моперевари- 
занцю в слабощелочной среде, pH 8,0, что согласуется с литературными 
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данными [3]. Добавление в раствор гликозаминогликанов также не 
приводит к инактивации ацстилтрипсина.

Дифференциальные спектры поглощения смесей трипсин-гепарин. 
|рип֊син-хондроитинсульфат и трнпсин-гиалуроновая кислота (время

Рис. 1. Кинетика инактийацин нативного трипсина (I) и трипсина в при­
сутствии различных концентраций (мг/мл) гиалуроновой кислогь— 9.5.
10՜՜՜’(2); 9.5-Ю՜3 <3): 2,85-10 * (4); хондроитинсульфага — 1.9՛ 10՜՜3 
(5); 4.75.10 "2 (6); 3,8-10 ’ (7); гепарина—9,5.10 “3 (8); 4,75.1С՜2 

(9); 3.16.10՜* (10).

ннкубании 10 мин) Относигелию составляющих их компонентов ука­
зывают на изменение в поглощении остатков ароматических аминокис­

лот трипсина при его взаимодействии с гликозаминогликанами (рис. 3). 
В наибольшей степени эти изменения выражены для комплекса трип- 
сид—гепарин.

Экстремальный характер зависимостей констан г скоростей инакти­
вации трипсина от концентрации гликозаминогликанов можно объяс­
нить изменением эффективной концентрации фермента вблизи поли­
мерной цепи | I]. С повышением концентрат!-! гликозаминогликанов 
в растворе локальная концентрация трипсина в области молекул поли- 
кислоты возрастает (усиление автолиза), достигая максимума при на­
сыщении молекул полпкнелогы. При дальнейшем увеличении концент­
рации гликозаминогликана происходит перераспределение молекул фер­
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мента между молекулами поликислоты л уменьшение локальной кои- 
нентрацин трипсина.

В рассматриваемой области физиологических значений pH 8,0 ко­
личество положительно заряженных групп в молекулах фермента прева­
лирует над отрицательно заряженными группами (изоэлектрическая 
точка трипсина 10,5) и вследствие этого они в целом заряжены положм-

Рис. 2 Зависимость относительной константы автолиза трипсина от лог­
арифма концентрации гликозаминогликанов (мг/мл): гиалуроновая кис­

лота (1), хондроиткнеульфат (2), гепарин (3).

.сльно- В этих же условиях полимерные цепи гликозаминогликанов 
полностью ионизированы и несут отрицательный заряд ввиду значи­
тельного содержания ионогенных групп (карбоксильные группы гиалу­
роновой кислоты, сульфо-, карбоксильные группы гепарина и хондро- 
птинсульфата). Последние вступают в электростатическое взаимодей­
ствие с положительно заряженными аминогруппами трипсина.

Участие «-аминогрупп фермента в электростатическом связывании 
подтверждается полученными данными об отсутствии инактивирующе­
го действия гликозаминогликанов на ацетил трипсин, у которого эти 
1 рупп ы за бл ок и рованы
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Связывание трипсина гликозаминогликанами сопровождается раз­
рушением гидрофобной оболочки фермента. Молекула трипсина со­
держит большое количество остатков с гидрофобными боковыми цепя­
ми. играющими важную роль в поддержании его нативной структуры 
[11]. При комплексообразовании фермента с гликозаминогликанами 
част։, аминокислотных остатков тирозина и триптофана, л ока лизов а н-

Рнс. 3. Дифференциальные спектры поглощения смесей трипсин—гналуро- 
новая кислота (1), трипсин—хондроншнсульфаг (2). трипсин—гепарин 
(3) относительно состлздяюйиа нх компонентой. Концентрация трипсина 
и растворе 0,25 мг/мл. гиалуроновой кислоты—ОД мг/мл; хондройгин- 

сульфата—0,075 мг/мл; гепарина—0.015 мг/мл.

пых внутри гидрофобного ядра белка, переходит в область доступного 
растворителю (из среды с более высоким показателем преломления я 
среду с более низким показателем преломления), что должно обуслав­
ливать наблюдаемый на дифференциальных спектрах «голубой сдвиг» 
[9].

В пользу вывода о конформационных перестройках в молекуле 
трипсина под действием гликозаминогликанов свидетельствует диффе­
ренциальный спектр денатурированного в 8 М мочевине трипсина отно­
сительно нативного трипсина, который, согласно литературным данным 
[2]. имеет аналогичный «голубой сдвиг».

Процесс автолиза трипсина можно рассматривать как расщепление 
нативным ферментом своей частично денатурированной формы [I]. Это 
позволяет предположить, «гто усиление процесса самопереваривання 
трипсина иод действием гликозаминогликанов связано с их способно­
стью вызыв,/ть дензтуранионные изменения в молекуле фермента.

Предложенный механизм усиления необратимой инактивации трип­
сина под действием гликозамингликанов хороню согласуется с экспери­
ментальными данными. Гепарин вызывает наибольшие денатурацнои- 
иые изменения н молекуле трипсина н обладает способностью макси­
мально увеличивать скорость инактивации фермента.

В заключение следует отметить, что одним из механизмов защит­
ного физиологического действия гликозаминогликанов гастродуодс- 
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пильной стенки может являться их способность усиливать процесс само- 
лереварнвания трипсина.
НИИ по биологическим испытаниям химических соединений.

Купсвиэ. Московская область Поступило I5.VIII 1984 г.

ՏՐԻՊՍԻՆԻ ՊՐՈՏԵՈԼԻՏԻԿ ԱԿՏԻՎՈՒԹՅԱՆ ՎՐԱ ԴԼԻԿՈԱԱՄԻՆԴԷԻԿԱՆՆԵՐԻ 
ԻՆ2ԻՐԻՏՈՐԱԿԱՆ ԱԶԴԵՑՈՒԹՅԱՆ ՄԵԽԱՆԻԶՄԻ ՈՒՍՈՒՄՆԱՍԻՐՈՒԹՅՈՒՆԸ

«« (. 1»1(2ՆԿ5ԱՆ

// իկրոկայորիմետրիկ և ույտրամանուշակաղոէյն ( ՈՒՄղիֆերենցիսւյ 
մեքեւղով ւսսումնասիրվեյ Լ ղլիկողամ ինղյիկանների (հեպարինի , խոնղրոիտին. 
ւււսլֆաաի, հիայուրոՆաքւխվի) աղղեցութ յունր տրիպսինի պրո։ոեոյիս։իկ ։ոկ- 
աիվաք! յան վրա pH Ճ.6 միջավայրում։ Որոշված է նրանց ին Հ ի ր ի տ ո րա յին 
աղղեցութ յունյ։ տրիսյւ/ինի պրոտեոյիտիկ ա կւոիվ ո։ խյան վրա, որր ղյիկոդսւ- 
մինղյիկանների ներկա յութ յամ ր տրիպսինի անղաոնայի ինակտի վո։ք7յան ուժե­
ղացման հետեանր / այկայային միջավայրումI Ցույց Լ տրված, որ այղ պրոցեոր 
կախված է ղլիկողամ ինղյիկանների կարողով! յունից' կատարեյո։ անղաոնայի 
փոփոխով) յրէններ տրիպսինի մոյեկոպում։

INVESTIGATION OF THE MECHANISM OF 
GLYGOSEAMI.NOGLICANES INHIBITORY INFLUENCE 

ON THE TRIPSINE PROTEOLYTIC ACTIVITY

K. L. ERZINKYAN

The influence of glycoseaminogllcanes (heparine, chondroillnesulp- 
haie, hlaluronic acid) on the tripsine proteolytic activity in pH 8,0 me­
dium has been investigated by microcalorimetric and ultraviolet (UV) 
differential method. Their inhibitory influence on the tripsine proteolytic 
activity has been revealed, which in case of the glycoseaminogiicanes 
presence is the result of trlpsine inactivation strengthening In alkaline 
medium. This process depends on the giycoseaminoglicaiics ability 
of making changes in tripsine molecule.
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