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• Зв’язування білок/ліганд

• Взаємодії білок/білок

• Зв’язування біополімерів з 
лікарськими препаратами

• Взаємодії ліпідних везикул та 
ліпосом

ВСТУП
Дослідження в галузі протеоміки відкривають широкий спектр нових білків, включаючи ферменти. Нині 
зрозуміло, що традиційне припущення про те, що один ген кодує один білок, є неправильним. Один ген 
може кодувати кілька білків, а багато білків виконують декілька функцій. Те, яка саме функція 
реалізується, контролюється молекулярним оточенням білка.

Структура та функція білка визначаються взаємодією з лігандами та кофакторами малих молекул, а 
також взаємодіями з макромолекулами, такими як інші білки, нуклеїнові кислоти та ліпіди. Вивчення 
білка окремо (наприклад, отримання кристалічної структури або структури за допомогою ЯМР для 
очищеного білка) має вирішальне значення для встановлення структурної основи функції або функцій 
білка.

Однак повна функціональна характеристика білка зазвичай потребує маніпулювання 
багатокомпонентними системами в суворо контрольованих умовах і оцінки ролі різних компонентів у 
регулюванні та модифікації фізико-хімічних характеристик білка. Протеоміка підкреслила необхідність 
методів, здатних кількісно визначати взаємодії між молекулами за фізіологічно релевантних умов.

Ізотермічна титраційна калориметрія (ITC) є універсальним методом для визначення теплових ефектів, 
що виникають унаслідок молекулярних взаємодій. Для вчених-біологів метод ITC є особливо потужним 
підходом для кількісної оцінки молекулярних взаємодій між двома або більше білками чи іншими 
макромолекулами, а також між білком і низькомолекулярними лігандами, такими як лікарські 
препарати або інгібітори ферментів.

Оскільки майже кожна реакція супроводжується поглинанням або виділенням тепла, більшість реакцій, 
які часто потребують лише наномолів матеріалу, можна досліджувати за допомогою калориметрії. 
Метод не потребує використання хромофорів, флуорофорів, оптичної прозорості, хімічної модифікації 
чи іммобілізації. Крім того, оскільки вимірювання тепла не залежить від складності зразка, наявність 
домішок у ньому допустима.

Ця вступна нотатка містить огляд типів біофізичних питань, які можна досліджувати за допомогою ITC, а 
також коротко описує проведення типового експерименту та інтерпретацію отриманих даних.

Застосування ITC
Застосування ITC у науках про життя загалом можна охарактеризувати як дослідження взаємодій 
зв’язування або взаємодій фермент–субстрат. Усі наведені нижче приклади можуть бути досліджені за 
допомогою одного й того ж приладу ITC.

ЗВ’ЯЗУЮЧІ ВЗАЄМОДІЇ:
Це, мабуть, найпоширеніше застосування ITC, при якому характеризується спорідненість однієї 
молекули до зв’язування з іншою за фізіологічно релевантних температур. В одному експерименті 
титрування ITC може визначати спорідненість зв’язування, ентальпію зв’язування та стехіометрію, з 
якою дві сполуки взаємодіють між собою.

Типові системи, що досліджуються методом ITC, включають:
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Калориметрія не розрізняє розмір або функцію молекул, тому позначення «ліганд», «макромолекула», 
«лікарський препарат», «рецептор» чи інша номенклатура є суто умовними та використовуються 
виключно для зручності експериментатора. Таким чином, усі перелічені вище типи взаємодій 
досліджуються з використанням подібних експериментальних підходів.

Для визначення спорідненості, з якою, наприклад, білок зв’язується з малим лігандом (наприклад, 
потенційним лікарським препаратом), розчин білка (1 мл розчину з концентрацією приблизно 10 мкМ) 
завантажують у комірку для зразка калориметра, тоді як розчин ліганду (приблизно 100 мкл) 
завантажують у шприц-інжектор, з’єднаний із коміркою для зразка.

Ліганд поступово титрують у розчин білка, і прилад реєструє тепловий ефект у вигляді піків сигналу. 
Інтегрування площі під кожним піком дозволяє визначити кількість тепла, що виділяється під час 
кожного додавання ліганду, доки білок не насититься лігандом і подальше зв’язування більше не 
спостерігається.

Типовий повністю автоматизований експеримент ITC триває близько однієї години. Використовуючи 
програмне забезпечення NanoAnalyze, надане TA Instruments, глобального аналізу даних одного 
експерименту титрування зазвичай достатньо для визначення константи асоціації (Ka), ентальпії 
зв’язування (ΔH) та стехіометрії (n) взаємодії.

Зв’язування лікарських препаратів з ДНК, РНК та полісахаридами можна досліджувати аналогічним 
способом, як і взаємодії білок–білок (у цьому випадку другий білок займає місце низькомолекулярного 
ліганду в шприці).

Важливо зазначити, що для будь-якого з цих застосувань проведення експериментів титрування у двох 
різних буферах із однаковим pH, але різними ентальпіями протонування, дає змогу визначити кількість 
протонів, які обмінюються між лігандом і центром зв’язування. Це надає додаткову інформацію про 
функціональні групи, що беруть участь у взаємодії зв’язування.

ВЗАЄМОДІЯ ФЕРМЕНТІВ/СУБСТРАТІВ: 

Ферменти забезпечують перебіг усіх біохімічних шляхів і можуть проявляти різні каталітичні функції 
залежно від фізіологічного стану організму. З цієї причини ферменти беруть участь практично в 
кожному захворюванні і тому є дедалі важливішими мішенями для лікарських препаратів.

Метод ITC дозволяє швидко аналізувати практично будь-яку ферментативну реакцію, 
використовуючи широкий спектр фізіологічних або синтетичних субстратів та інгібіторів, без 
потреби застосування хромогенних похідних або допоміжних (сполучних) ферментів. Крім того, 
оскільки спостережуваний тепловий сигнал прямо пропорційний швидкості реакції, аналіз даних є 
відносно простим.

Для визначення швидкості каталізу фермент завантажують у комірку для зразка калориметра, а 
субстрат, розчинений у тому самому буфері, що й фермент, завантажують у шприц-інжектор. 
Відповідні концентрації субстрату та ферменту залежать від конкретної реакції, що досліджується, 
але зазвичай становлять приблизно 1–20 нМ для ферменту та 10–100 мкМ для субстрату.

У комірку вводять приблизно 25 мкл субстрату, після чого швидкість теплоутворення безперервно 
контролюють доти, доки субстрат не буде вичерпано. За допомогою програмного забезпечення, що 
постачається разом із приладом, отримані дані подають у вигляді графіка (швидкість реакції проти 
концентрації субстрату) та апроксимують для визначення каталітичної константи (kcat) і константи 
Міхаеліса (Km).

Експеримент можна повторити, вводячи другу аліквоту субстрату. Якщо інгібування продуктом 
відсутнє, буде отримано ту саму криву; якщо ж інгібування продуктом має місце, його ступінь можна 
визначити протягом кількох ін’єкцій.

Використовуючи варіацію цього підходу, також можна досліджувати кінетику псевдопершого 
порядку шляхом багаторазових невеликих ін’єкцій субстрату. У наступних розділах буде наведено 
більш детальний аналіз взаємодій зв’язування та кінетики ферментів із використанням методу ITC.
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Характеристика зв’язуючих взаємодій за 
допомогою ITC

Вступ
Усі біохімічні реакції передбачають розпізнавання, зв’язування та утворення нековалентних комплексів. Оскільки характеристика 
процесів зв’язування є ключовою для розуміння будь-якого фізіологічного процесу на молекулярному рівні, біохімічні та 
біомедичні дослідження потребують методів точного аналізу таких реакцій. Ізотермічна титраційна калориметрія (ITC) швидко 
стає методом вибору для вимірювання міжмолекулярних взаємодій, каталізу та рівноваги зв’язування — і все це з винятковою 
чутливістю. Як низькоафінні взаємодії, наприклад деякі білок-білкові контакти, так і високоафінні взаємодії, зокрема зв’язування 
білок-кофактор або фермент-субстрат, можна швидко й точно охарактеризувати, використовуючи наномольні кількості нативного 
(недериватизованого) зразка. Загальний опис принципів, що лежать в основі ITC, а також типів біологічних задач, які можна 
розв’язувати за допомогою цього методу, наведено в оглядовій записці TA Instruments «Застосування ITC у науках про життя». 

У цій методичній записці розглядається застосування ITC для аналізу некаталітичного зв’язування макромолекул; у супровідній 
записці пояснюється, як ITC можна використовувати для визначення кінетичних параметрів ферментів.

Рисунок 1: ITC дозволяє швидко та точно оцінювати реакції 
зв’язування без необхідності розробляти нові протоколи аналізу 
для кожної біомолекули чи ліганду. Стехіометрію зв’язування, 
константу асоціації, ентальпію та ентропію реакції можна 
безпосередньо визначити, використовуючи лише наномолі 
матеріалу. Примітка: ITC може охарактеризувати реакцію 
зв’язування приблизно за одну годину.

Зв’язування зумовлене термодинамікою
Оскільки всі події зв’язування супроводжуються виділенням або 
поглинанням тепла (тобто зміною ентальпії, ΔH), повна 
термодинамічна характеристика реакції зв’язування надає 
фундаментальну інформацію про молекулярні взаємодії, що 
визначають цей процес.

Якщо досліджувана реакція є, наприклад, взаємодією 
кандидатного лікарського препарату з мутантним білком (який 
коекспресується з нативним білком унаслідок генетичного 
порушення), отримана термодинамічна інформація може 
вказувати на необхідні зміни хімічної структури препарату. Такі 
зміни здатні покращити молекулярні взаємодії на межі між 
препаратом і білком, підвищити специфічність до мутантного 
білка, посилити зв’язування та, зрештою, підвищити 
ефективність препарату.

Хоча існує багато методів дослідження реакцій зв’язування, 
майже всі вони вимагають розрахунку ентальпії на основі 
непрямих вимірювань, що може вносити певну похибку у 
значення ΔH. Калориметрія є унікальною: за сталих температури 
й тиску ізотермічна титраційна калориметрія (ITC) 
безпосередньо вимірює ентальпію реакції зв’язування.

Розчин одного компонента (наприклад, ліганду — такого як 
кандидатний лікарський препарат) титрують у розведений 
розчин другого компонента (наприклад, мутантного білка). Після 
кожного введення ліганду в зразку встановлюється рівновага 
між вільним і зв’язаним лігандом, при цьому тепло або 
виділяється (екзотермічний процес), або поглинається 
(ендотермічний процес).

Після завершення титрування всі сайти зв’язування в зразку 
насичуються, що дає змогу визначити спостережувану константу 
асоціації (Ka) (Wiseman et al., 1989). Оскільки температура (T) 
підтримується сталою протягом усього експерименту, вільну 
енергію реакції зв’язування (ΔG) можна визначити за формулою: 

lTC безпосередньо вимірює ΔH, тому зміну ентропії (ΔS) можна 

визначити за допомогою:

Таким чином, кілька 1–2-годинних автоматизованих ITC-
експериментів, що вимагають лише наномолів зразка, 
забезпечують константу асоціації, ентальпію та ентропію реакції 
зв’язування. Крім того, знання концентрацій двох компонентів 
(наприклад, ліганду та білка) дозволяє визначити стехіометрію 
реакції зв’язування (Wiseman et al., 1989; O’Brien et al., 2001). 
Зрештою, якщо титрування проводиться при (принаймні) двох 
температурах, зміну теплоємності при постійному тиску (ΔCp) 
можна визначити за формулою:

де T1 та T2 – дві температури, за яких проводилися 
експерименти ITC. Зауважте, що ΔCp може потребувати корекції 
на зв’язані рівноваги, що виникають внаслідок змін гідратації під 
час утворення комплексу (Privalov and Privalov, 2000). 
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Кількісна оцінка цих термодинамічних параметрів дає змогу 
виявити фізичні процеси, що лежать в основі реакції 
зв’язування. Спонтанний процес зв’язування характеризується 
негативним значенням ΔG, причому зі зростанням міцності 
взаємодії ΔG стає дедалі більш негативним. Як видно з 
наведених співвідношень, зміна вільної енергії включає як 
ентальпійну, так і ентропійну складові.

Коли дві молекули взаємодіють нековалентно, ця взаємодія 
здебільшого відбувається через поверхневі гідрофобні ділянки. 
Винятком є випадки, коли зв’язування спричиняє часткове 
розгортання молекули (наприклад, білка), що призводить до 
оголення ділянок гідрофобного ядра. Специфічність взаємодії 
забезпечується точним узгодженням донорів і акцепторів 
водневих зв’язків, а також електростатичними, диполь-
дипольними та іншими типами міжмолекулярних взаємодій. 
Для утворення комплексу дві молекули повинні мати більшу 
спорідненість одна до одної, ніж до молекул розчинника; інакше 
зв’язування не відбудеться.

Ентальпійний внесок у зв’язування зумовлений насамперед 
утворенням більшої кількості водневих зв’язків з оптимальною 
(лінійною) геометрією донор-акцептор і відповідною 
міжатомною відстанню на межі розділу ліганд–мішень, а також 
сприятливішими ван-дер-ваальсовими взаємодіями між 
взаємодіючими молекулами. Гідрофільність системи визначає, 
наскільки суттєвими будуть електростатичні, полярні та 
дипольні взаємодії у формуванні комплексу.

Ентропійний внесок має два основні компоненти: 
конформаційні зміни (наприклад, згортання або розгортання 
макромолекул) та вивільнення зв’язаного розчинника внаслідок 
взаємодії гідрофобних груп. Коли гідрофобні поверхні ліганду та 
мішені контактують, велика кількість впорядкованих молекул 
води вивільняється у об’єм розчинника. Саме це є основною 
рушійною силою гідрофобних взаємодій. Така рушійна сила 
може компенсувати несприятливу конформаційну ентропію 
макромолекули та ліганду, що виникає через зменшення їхньої 
конформаційної та обертальної свободи після утворення 
комплексу.

Окрім ентропійного ефекту, зменшення доступної площі 
поверхні також впливає на теплоємність зразка. Це пов’язано з 
тим, що молекули води, впорядковані на гідрофобних 
поверхнях, мають іншу теплоємність, ніж вода, яка після 
зв’язування переходить у об’ємний розчинник.

Практичні наслідки
Очевидно, що на загальний тепловий ефект впливає багато 
взаємопов’язаних рівноваг. Тому калориметрія як окремий 
метод надає узагальнену інформацію про взаємодії зв’язування, 
а не дані на атомному рівні. Проте існують два підходи, які дають 
змогу отримати відомості про основні хімічні та структурні 
детермінанти, що визначають взаємодію.

Перший підхід полягає у систематичній зміні умов 
протонування зразка. Джерело протонування часто можна 
встановити, повторюючи експерименти ITC або при різних 
значеннях pH, або при одному значенні pH, але використовуючи 
два буфери з різними ентальпіями іонізації (Gomez and Freire, 
1995; Baker and Murphy, 1996).

Другий підхід полягає у поєднанні термодинамічних даних, 
отриманих за допомогою ITC, зі структурними даними на 
атомному рівні, отриманими методами рентгенівської 
кристалографії або ЯМР (Andujar-Sanchez et al., 2005; Hung et al., 
2005; Wylie et al., 2005).

Ця методологія має значний вплив на фармацевтичну 
промисловість. До широкого впровадження ITC було складно 
узгодити термодинамічні та структурні дані. За відсутності 
детального термодинамічного розуміння взаємодії лікарських 
сполук із молекулярними мішенями спорідненість і 
специфічність кандидатних препаратів оптимізували переважно 
in silico. Однак після синтезу та експериментального тестування 
спорідненість таких сполук часто суттєво відрізнялася від 
прогнозованої.

Оскільки розробка лікарських засобів нерідко ґрунтувалася 
лише на прогнозах зміни вільної енергії взаємодії (ΔG), 
ентальпійні внески часто ігнорувалися, що призводило до 
невтішних експериментальних результатів. Широке 
впровадження ITC як передової методології у процесі розробки 
лікарських засобів допомагає розв’язати цю проблему.

З появою повністю автоматизованих приладів ITC з підвищеною 
чутливістю та високою пропускною здатністю, які 
впроваджуються у фармацевтичних скринінгових лабораторіях, 
як вихідні структури для оптимізації лікарських сполук дедалі 
частіше використовуватимуться молекули з більшою 
термодинамічною різноманітністю (Ladbury, 2001; Holdgate, 2001).

Зрештою може стати можливим встановлення прямого зв’язку 
між структурними деталями та термодинамікою 
комплексоутворення. Це дозволить більш точно прогнозувати 
процеси зв’язування на основі фундаментальних 
термодинамічних принципів (Cliff and Ladbury, 2003; Luque and 
Freire, 2002).

Крім того, поєднання даних ITC з інформацією, отриманою 
іншими методами (наприклад, поверхневим плазмонним 
резонансом або акустичними біосенсорами), дасть змогу 
комплексно досліджувати процеси, що відбуваються в місці 
зв’язування. Досягнення такого рівня розуміння може істотно 
вплинути на різні галузі, зокрема розробку лікарських засобів, 
діагностику, системи доставки лікарських засобів і моніторинг 
довкілля (Cooper, 2003).

Практичні застосування
Проєктування та аналіз експерименту ITC можна 
проілюструвати на прикладі титрування РНКази A інгібітором 
цитидинмонофосфатом (2′CMP). На рисунку 2a показано сигнал, 
що виникає внаслідок послідовності ін’єкцій, тоді як на рисунку 
2b наведено дані після інтегрування кожного піку ін’єкції.

Сигмоїдна форма кривої на рисунку 2b, а також наявність 
численних експериментальних точок уздовж її зростаючої 
ділянки полегшують визначення середньої точки переходу і, 
відповідно, стехіометрії реакції зв’язування (у цьому випадку — 
1:1).

Константу асоціації (Ka) та зміну ентальпії (ΔH) визначають 
методом ітераційного наближення. Спочатку задають початкову 
оцінку Ka, після чого для кожної ін’єкції розраховують 
концентрацію утвореного комплексу. У поєднанні з виміряною 
теплотою ці значення використовують для визначення 
середнього значення ΔH.

Далі ΔH і розраховану концентрацію застосовують для 
оцінювання очікуваної теплоти кожної ін’єкції. Після цього 
обчислюють суму квадратів похибок між виміряною та 
розрахованою теплотою для кожного піку. Потім значення Ka 
коригують, і процедура повторюється доти, доки не буде 
досягнуто мінімального значення суми квадратів похибок.

Ці розрахунки детально описані в роботі Eatough et al. (1985) і 
виконуються автоматично за допомогою програмного 
забезпечення, що постачається разом із приладами ITC компанії 
TA Instruments.
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Рисунок 2: РНКазу А титрували 2’-CMP у TA Instruments ITC. 
РНКазу А діалізували (2 × 72 год, 4 °C) проти 15 мМ буфера 
ацетату калію, pH 5,5, потім концентрацію білка доводили до 80 
мкМ. Ліганд (1,58 мМ 2’-CMP) готували з використанням буфера 
для остаточного діалізу. РНКазу А завантажували в комірку для 
зразка об’ємом 7,0 мл, а 2’-CMP завантажували в шприц об’ємом 
100 мкл. Двадцять аліквот ліганду по 5 мкл титрували в білок, при 
цьому температура системи підтримувалася на рівні 25 °C.

Рисунок 2a: Сигнал (тепло), що утворюється після кожного 
додавання інгібітора. 

Рисунок 2b: Інтегрування теплотворних сил протягом 
експерименту; мкДж у кожному піку відображаються на графіку 
у залежності від мольного співвідношення титранту (інгібітора) 
до титруваної речовини (білка). «Exo» позначає знак 
екзотермічної реакції. Ka зв’язування 2’-CMP: 1 × 10⁶ M-¹. Ентальпія 
зв’язування: -65 кДж/моль-¹.

Концентрації ліганду та макромолекули для експерименту 
можна підібрати таким чином, щоб оптимізувати вимірювання 
потрібних параметрів. Наприклад, якщо головним є визначення 
ΔH, експерименти слід проводити за умов повної асоціації при 
частковому насиченні (висока концентрація макромолекули 
забезпечує повне зв’язування ліганду на початку титрування) 
(Holdgate, 2001).

Якщо ж, як у наведеному вище прикладі, важливими є значення 
Ka, ΔH і n (стехіометрія), їх часто можна визначити в одному 
експерименті, за умови що концентрації макромолекули та 
ліганду точно відомі (O’Brien et al., 2001) і вибрані таким чином, 
щоб виконувалася умова:

де [M]T — загальна концентрація макромолекули у зразку, яку 
титрують лігандом (Wiseman et al., 1989).

Якщо концентрації виходять за межі цього діапазону, кривина 
титраційної кривої може бути або настільки малою, що 
залежність стає майже лінійною, або настільки великою, що 
формується різкий ступінчастий профіль. Ці випадки показано 
на рисунку 3.

Зазвичай використовують концентрації макромолекул порядку 
10–100 мкМ, що дає змогу точно визначати значення Ka в 
діапазоні 10²–10⁹ М ¹. Вищі концентрації білків і лігандів 
застосовують для визначення спорідненості у нижній частині 
цього діапазону, тоді як нижчі концентрації — для вимірювання 
дуже сильних взаємодій.

Хоча розчини високої концентрації часто мають проблеми з 
розчинністю або схильні до агрегації, ці труднощі зазвичай 
можна подолати, використовуючи співрозчинники. Якщо ж 
обмежувальним фактором є розчинність ліганду, титрування 
можна проводити у зворотному напрямку (тобто ліганд 
міститься у вимірювальній комірці, а білок — у шприці) 
(Holdgate, 2001).

Альтернативним підходом є безперервна ізотермічна 
титраційна калориметрія, у якій взаємодію між лігандом і 
рецепторною молекулою досліджують шляхом повільного та 
безперервного введення одного реагенту в інший протягом 15–
20 хв. Такий підхід дає змогу швидко визначати константи 
зв’язування в діапазоні від мілімолярного до мікромолярного. 
Експерименти з безперервним титруванням не потребують 
модифікації апаратного забезпечення приладу TA Instruments 
ITC. Детальний опис цієї методики наведено в примітці щодо 
застосування «Характеристика зв’язування за допомогою 
безперервної ізотермічної титраційної калориметрії» для 
повного опису цієї методики.

Ще одним підходом до визначення констант дуже слабкої або, 
навпаки, дуже сильної асоціації є конкурентне зв’язування 
(Khalifah et al., 1993; Zhang and Zhang, 1998; Velazquez-Campoy and 
Freire, 2005). У конкурентному експерименті два ліганди з різною 
спорідненістю конкурують за один і той самий сайт зв’язування 
на макромолекулі. Наприклад, у типовому експерименті для 
визначення Ka слабко зв’язуваного ліганду приблизно 50% 
сайтів зв’язування спочатку займає цей ліганд. Під час 
експерименту ITC сайти зв’язування поступово заповнюються 
іншим лігандом, який має вищу спорідненість до того самого 
сайту і витісняє слабший ліганд. Процес триває доти, доки всі 
сайти зв’язування не будуть насичені сильніше зв’язуваним 
лігандом. Ступінь витіснення першого ліганду другим залежить 
від відносної спорідненості та концентрацій конкуруючих 
сполук. Якщо значення Ka для сильніше зв’язуваного ліганду 
відоме, можна розрахувати Ka слабкого ліганду, константу 
зв’язування якого неможливо точно визначити методом 
прямого ITC через її низьке значення. Такий підхід дозволяє 
уникнути використання надто високих концентрацій реагентів 
(рисунок 3). Конкурентні експерименти також можна 
застосовувати для визначення Ka лігандів із дуже високою 
спорідненістю (Velazquez-Campoy and Freire, 2005).
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Рисунок 3: Вплив спорідненості зв’язування на форму 
титраційної кривої для реакції зі стехіометрією 1:1. У цих 
симуляціях концентрації реагентів і значення ΔH залишалися 
сталими, тоді як константа асоціації Ka змінювалася. Реакції з 
низькою спорідненістю дають майже лінійну залежність, тоді як 
реакції з високою спорідненістю за вибраних концентрацій 
реагентів формують різко виражену прямокутну криву. Для 
точного визначення Ka добуток концентрації макромолекули (у 
моль/л) і константи асоціації повинен перебувати в межах від 10 
до 1000.

Застосування методу конкурентного зв’язування для 
визначення Ka слабко зв’язуваного ліганду показано на рисунку 
4. Єдиний сайт зв’язування РНКази A сильно інгібується 2′-CMP 
(рисунок 1), але взаємодія з 5′-CMP є настільки слабкою, що за 
концентрацій, використаних у цьому експерименті, 
спорідненість 5′-CMP можна оцінити лише приблизно (рисунок 
4). Однак введення 2′-CMP як конкурента для 5′-CMP дозволяє 
розрахувати як Ka, так і ентальпію зв’язування 5′-CMP з РНКазою 
A (відповідно 3100 М-¹ та −47 кДж/моль; рисунок 4).

Огляди теорії та практичного застосування конкурентного 
зв’язування в ITC-експериментах наведено в роботах Holdgate 
(2001) і Sigurskjold (2000). Детальні обговорення планування та 
оптимізації експериментів ITC, а також підходів до аналізу 
отриманих даних подано у працях Leavitt and Freire (2001), 
Velazquez-Campoy and Freire (2005) і Tellinghuisen (2005). Огляд 
застосування калориметрії у процесі розробки лікарських 
засобів наведено в роботі Weber and Salemme (2003).

Висновок
Ізотермічна титраційна калориметрія (ITC) швидко стає одним з 
основних методів характеристики реакцій зв’язування. Цей 
підхід є універсальним: зв’язування малих молекул з білками, 
ДНК, РНК і полісахаридами можна досліджувати так само, як і 
взаємодії типу білок–білок, білок–нуклеїнова кислота та 
нуклеїнова кислота–нуклеїнова кислота. Зростаюча роль ITC як 
фундаментального інструменту біохімічних і біомедичних 
досліджень зумовлена можливістю швидко та точно оцінювати 
параметри взаємодії без необхідності розробляти окремі 
аналітичні протоколи для кожної нової біомолекули чи ліганду. 
Крім того, прямий характер вимірювання та висока точність 
роблять цей метод надзвичайно цінним для перевірки 
результатів, отриманих іншими, менш строгими методами 
високопродуктивного аналізу.

Рисунок 4: Визначення константи зв’язування дуже слабко 
зв’язуючого ліганду за допомогою калориметра TA Instruments. 
РНКаза А зв’язує як 2’-CMP, так і 5’-CMP в одній кишені 
зв’язування, але зміщення гідроксильної групи з положення 2’ у 
положення 5’ значно знижує спорідненість ліганду до 
зв’язування.

Червоний: поступове титрування 5′-CMP у розчин РНКази A (950 
мкл розчину РНКази A концентрацією 70 мкМ у вимірювальній 
комірці; у шприці — 100 мкл розчину 5′-CMP концентрацією 1,3 
мМ; об’єм кожної ін’єкції — 20,5 мкл). Усі розчини були 
приготовлені в ацетатному буфері (0,15 М, pH 5,5), а 
експерименти проводилися при 25 °C. У цьому випадку 
спостерігаються дуже малі теплові сигнали (верхня панель). 
Інтегрування теплових ефектів протягом експерименту дає 
залежність з незначною кривизною (нижня панель). За таких 
умов моделі зв’язування, що описують ці дані, дозволяють лише 
приблизно оцінити константу зв’язування.

Синій: поступове титрування 2′-CMP у розчин РНКази A, 
попередньо інкубованої з 5′-CMP (950 мкл розчину РНКази A 
концентрацією 70 мкМ, що містить 0,32 мкМ 5′-CMP; у шприці — 
100 мкл розчину 2′-CMP концентрацією 1,3 мМ; об’єм ін’єкції — 
20,5 мкл). Розчини готували в тому самому буфері, а експеримент 
проводили при 25 °C.

Титрування за механізмом витіснення супроводжується 
значними тепловими ефектами (верхня панель), що приводить 
до отримання кривої інтегрованих теплот (нижня панель), яку 
можна адекватно описати відповідною моделлю зв’язування 
(незалежні сайти зв’язування, стехіометрія 1) за допомогою 
програмного забезпечення NanoAnalyze, що постачається разом 
із приладами ITC.
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Знання константи зв’язування для 2′-CMP (рисунок 1) дозволяє 
точно розрахувати константу зв’язування 5′-CMP (3100 М-¹) та 
ентальпію зв’язування (−47 кДж/моль) без необхідності 
використовувати високі концентрації РНКази. Обидва значення 
добре узгоджуються з попередніми вимірюваннями (Velazquez-
Campoy and Freire, 2005). Слід зазначити, що експеримент із 
витісненням дає теплові сигнали та інтегровані теплові ефекти 
приблизно вдвічі менші, ніж ті, що спостерігаються під час 
титрування лише 2′-CMP у розчин РНКази A (рисунок 2).

Для отримання додаткової інформації зверніться до примітки 
щодо застосування TA Instruments під назвою «Характеристика 
зв’язування білок/ліганд за допомогою ДСК». У ній показано, як 
диференціальна сканувальна калориметрія (DSC) може 
доповнити дані ITC, зокрема при дослідженні дуже високої 
спорідненості зв’язування або при вимірюваннях у присутності 
високих концентрацій органічних розчинників.
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Матеріали та методи
Для дослідження взаємодії фуросеміду (постачальник Creoptix) з 
карбоангідразою II (Sigma-Aldrich) використовували прилад 
Affinity ITC (TA|Waters) та три методи:  ентальпійний скринінг, 
безперервне титрування, поступове (інкрементне) титрування.

Експерименти проводили в двох повторностях при 25 °C у 
буфері 1× PBS з додаванням 3% DMSO, з перемішуванням на 
швидкості 125 об/хв.

Аналіз отриманих даних та візуалізацію результатів здійснювали 
за допомогою програмного забезпечення NanoAnalyze (TA|
Waters). Детальний опис методики представлено у відповідному 
розділі «Результати».

Результати
ЕНТАЛЬПІЙНИЙ СКРИНІНГ: 
ВИСОКОПРОДУКТИВНИЙ ПІДХІД

Ентальпійний скринінг стає дедалі популярнішим завдяки 
значному скороченню витрат матеріалів і часу на експерименти. 
Зазвичай метод реалізують так, що мішень знаходиться в шприці 
(титрант), а ліганд — у вимірювальній комірці (титранд). Така 
конфігурація дозволяє швидко провести експеримент і 
збільшити пропускну здатність. Рекомендують використовувати 
ненасичуючі умови, коли більша частина титранту взаємодіє з 
титрандом, що забезпечує точне визначення ентальпії 
зв’язування. У таких умовах ентальпійний скринінг потребує 
лише 3–4 ін’єкцій мішені, тому одним заповненням шприца (250 
мкл) можна виконати до 31 скринінгового експерименту. Для 
кожного нового скринінгу комірка очищується та 
завантажується новим лігандом. Середній час проведення 
одного експерименту становить 10–15 хвилин. При використанні 
автосамплера можна провести до 96 експериментів протягом 
одного робочого дня. Метод ентальпійного скринінгу також 
застосовують, якщо константа дисоціації (KD) вже відома іншим 
методом і цікавить лише ентальпійний внесок, або якщо K_D 
виходить за межі діапазону приладу — у цьому випадку все одно 
можна отримати ентальпію зв’язування. На рисунку 1 наведено 
приклад скринінгу ентальпії зв’язування фуросеміду з 
карбоангідразою II. У цьому експерименті 50 мкМ 
карбоангідрази II титрували в 50 мкМ фуросеміду. Менш ніж за 
15 хвилин визначено ентальпію зв’язування (−34,53 кДж/моль). 
Експеримент проводили у двох повторностях, і завдяки функції 
накладання графіків у програмному забезпеченні NanoAnalyze 
спостерігалася відмінна відтворюваність результатів.

Рисунок 1. Ентальпійний екран

ІНКРЕМЕНТАЛЬНЕ ТИТРУВАННЯ: ТРАДИЦІЙНИЙ 
МЕТОД ДОСЛІДЖЕННЯ ЗВ’ЯЗУВАННЯ

Поступове (інкрементальне) титрування є класичним 
експериментом ITC і протягом багатьох років вважається 
стандартним методом для детальної характеристики 
зв’язування. Цей підхід застосовують, коли необхідно отримати 
повний термодинамічний профіль взаємодії. У робочому 
процесі поступове титрування зазвичай виконують після 
попереднього відбору кандидатів на ліки за допомогою 
ентальпійного скринінгу. За один експеримент можна 
визначити такі параметри: ΔH (ентальпія зв’язування), KD 
(константа дисоціації), n (стехіометрія), ΔG (вільна енергія), TΔS 
(ентропійний внесок). ITC є єдиним методом, що дозволяє 
безпосередньо отримати всі ці параметри в одному 
експерименті. Тривалість експерименту зазвичай становить 45–
60 хвилин. Найчастіше налаштування експерименту передбачає, 
що ліганд знаходиться в шприці (титрант), а мішень — у 
вимірювальній комірці (титранд). Традиційний протокол 
включає 20 ін’єкцій по 2 мкл з інтервалом 150–300 секунд, 
залежно від характеристик зразків. Для забезпечення точності 
важливо, щоб сигнал повернувся до базової лінії перед 
наступною ін’єкцією. На рисунку 2 показано приклад 
поступового титрування взаємодії фуросеміду з 
карбоангідразою II. У цьому експерименті 1 мМ фуросеміду було 
титрувано в 100 мкМ розчин карбоангідрази II. Менш ніж за 
годину визначено повний термодинамічний профіль: ΔH = 
−34,87 кДж/моль, K_D = 1,3 мкМ, n = 1. Експеримент проведено у 
двох повторностях, і завдяки функції накладання графіків у 
програмному забезпеченні NanoAnalyze спостерігається висока 
відтворюваність результатів.

Рішення для оптимізації робочого процесу: 
вибір відповідного експерименту ITC 
для дослідження зв’язування

Вступ
Ізотермічна титраційна калориметрія (ITC) є одним із найефективніших методів для повного розуміння термодинамічних 
рушійних сил, що лежать в основі молекулярних взаємодій зв’язування. Останні досягнення у розробці приладів і методик значно 
розширили можливості цієї техніки та дозволили створити ефективні рішення для організації експериментального робочого 
процесу в лабораторіях різного профілю. Для дослідження взаємодії між двома молекулами за допомогою ITC зазвичай 
застосовують три основні підходи: ентальпійний скринінг, інкрементне (покрокове) титрування, безперервне титрування. 
Основною метою ентальпійного скринінгу є відбір лігандів на основі величини ентальпії зв’язування, оскільки сполуки з більш 
сприятливим ентальпійним внеском зазвичай характеризуються більш специфічною взаємодією з мішенню. Після попереднього 
відбору кількох перспективних кандидатів проводять повну термодинамічну характеристику взаємодії, використовуючи 
інкрементне або безперервне титрування. Застосування такого підходу дозволяє суттєво скоротити час експериментів і витрати 
матеріалів у процесі відбору остаточного кандидата, оскільки до детального аналізу переходять лише ті сполуки, які 
демонструють сприятливу ентальпію зв’язування.
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Рисунок 2. Інкрементальна титрація

БЕЗПЕРЕРВНЕ ТИТРУВАННЯ: ЗМЕНШЕННЯ ЧАСУ 
ЕКСПЕРИМЕНТУ ВДВІЧІ

Безперервне титрування останніми роками набуває все більшої 
популярності, оскільки цей підхід дозволяє значно скоротити 
час проведення експерименту — фактично удвічі порівняно з 
класичним поступовим титруванням. Концентрації реагентів 
при безперервному титруванні зазвичай такі ж, як і для 
поступового титрування, але весь титрант вводиться поступово 
та з контрольованою швидкістю. Середній час проведення 
експерименту становить 20–30 хвилин. На рисунку 3 наведено 
приклад безперервного титрування: 1 мМ фуросеміду вводили в 
100 мкМ розчин карбоангідрази II зі швидкістю 0,0258 мкл/с. 
Менш ніж за 30 хвилин визначено повний термодинамічний 
профіль зв’язування: ΔH = −35,56 кДж/моль, K_D = 1,45 мкМ, n = 1. 
Експеримент проводили у двох повторностях, і завдяки функції 
накладання графіків у програмному забезпеченні NanoAnalyze 
спостерігається висока відтворюваність результатів.

Рисунок 3. Безперервне титрування

Висновки
У цій статті було описано три методи із застосуванням ITC. 
Кожен із них має власну користь і підбирається залежно від того, 
на якому етапі робочого процесу перебуває аналіз зв’язуючої 
взаємодії між двома молекулами. Методи можна застосовувати 
як окремо, так і в комбінації один з одним або з іншими 
аналітичними підходами, щоб отримати повне уявлення про 
рушійні сили взаємодії. На прикладі зв’язування фуросеміду з 
карбоангідразою II усі три методи ITC продемонстрували високу 
узгодженість результатів (таблиця 1). Ці дані підкреслюють 
переваги ентальпійного скринінгу та безперервного 
титрування, оскільки їх використання дозволяє значно 
скоротити час проведення експериментів без втрати точності та 
повноти термодинамічної характеристики.

Метод ΔH 
(кДж/моль)

KD 
(µM)

Час тривання 
(хв) 

Ентальпійний 
скрінінг -34.53 -- 13

Інкрементальна -34.87 1.30 53

Безперервне 
титрування -35.56 1.45 28

Таблиця 1. Порівняння методів ITC
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Подяка
Цю примітку щодо застосування написала Calliste Scholl, 
інженер з прикладних задач у TA Instruments.
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Довгий час вважалося, що ферменти каталітично контролюють 
усі біохімічні процеси, причому кожен фермент специфічний 
для певного субстрату та каталізує лише одну реакцію. Хоча це 
твердження загалом залишається вірним, нещодавні 
дослідження в галузі протеоміки та функціональної геноміки 
показали, що багато ферментів мають додаткові, на перший 
погляд не пов’язані функції, деякі з яких можуть бути пов’язані з 
різними захворюваннями.

Наприклад, деякі ферменти можуть взаємодіяти з кількома 
субстратами та здійснювати, здавалося б, незалежні каталітичні 
реакції — явище, відоме як «проміскуїтет» (Bornscheuer and 
Kazlauskas, 2004). Крім того, ферменти можуть виконувати 
структурні або регуляторні функції, що не пов’язані з їхньою 
основною каталітичною роллю — так званий «підробіток за 
сумісництвом» (Copley, 2003).

Ці спостереження, у поєднанні з розумінням хімічних основ 
ферментативного каталізу (Benkovic and Hammes-Schiffer, 2003), 
підкреслюють необхідність не лише знати, як ферменти 
каталізують реакції, але й чому. Зокрема 

• Як термодинаміка впливає на зв’язування та 
специфічність?

• Які термодинамічні процеси контролюють конформаційні 
перебудови, необхідні для досягнення перехідного стану?

• Які фактори визначають нестабільність ферменту та його 
здатність працювати «за сумісництвом»?

Встановлення термодинамічної основи цих функцій дозволило 
б контролювати активність ферментів, зокрема тих, що беруть 
участь у захворюваннях, шляхом створення раціонально 
розроблених функціонально-специфічних інгібіторів. 

Внутрішні рухи ферменту зменшуються після зв’язування 
субстрату та утворення перехідного стану: водневі зв’язки між 
субстратом і місцем зв’язування формуються та оптимізуються, 
стабілізуючи комплекс фермент–субстрат. Утворення 
перехідного стану також покращує нековалентні взаємодії по 
всьому ферменту, стабілізуючи його структуру.

Ця позитивна ентальпійна зміна часто компенсує ентропійний 
штраф, пов’язаний зі зниженням динамічності ферменту в 
перехідному стані. Дані свідчать, що каталіз ферментів значною 
мірою визначається ентальпійними факторами, які відповідають 
за спостережуване підвищення швидкості реакцій (Williams et 
al., 2004).

Калориметрія як інструмент вивчення 
термодинаміки ферментів
Калориметрія є прямим підходом для дослідження 
термодинаміки функцій ферментів. Існують два основних типи 
калориметрії: Диференціальна сканувальна калориметрія (DSC) 
– потужний метод для визначення стабільності макромолекул, 
включно з ферментами та комплексами фермент–інгібітор 
(детальніше описано в супровідному наборі інструкцій із 
застосування). Ізотермічна титраційна калориметрія (ITC) – 
особливо придатна для вимірювання динамічних процесів, 
таких як зв’язування молекул та ферментативна кінетика. У цій 
примітці щодо застосування зосереджено увагу на корисності 
ITC для аналізу ферментативних реакцій.

ITC широко застосовується для вивчення кінетики ферментів

Сильна сторона ITC полягає в універсальності цього методу: 
кожна ферментативна реакція генерує або поглинає тепло, тож 
її в принципі можна вивчати калориметрично. Було показано, 
що репрезентативні ферменти з усіх класів EC можна ефективно 
аналізувати за допомогою ITC (Todd and Gomez, 2001). Ключові 
переваги ITC для кінетики ферментів: швидкість та точність 
вимірювань, неруйнівність експерименту, сумісність із 
фізіологічними та синтетичними субстратами, чутливість на рівні 
спектроскопічних методів, але без необхідності хімічної або 
спектроскопічної мітки.

Важливо, що ITC-аналіз кінетики ферментів також є простим. 
Сума ентальпії (ΔH) та ентропії (ΔS) спонтанної реакції, такої як 
ферментативний каталіз, повинна призводити до зменшення 
вільної енергії (ΔG) системи:

ΔG = ΔH – TΔS

Характеризація кінетики ферментів за 
допомогою ITC

Вступ
Ізотермічна титраційна калориметрія (ITC) дозволяє 
досліджувати кінетику практично будь-якої ферментативної 
реакції.

Усі ферментативні реакції супроводжуються виділенням або 
поглинанням тепла, тому їх можна безпосередньо вивчати за 
допомогою калориметрії. ITC не вимагає розробки складних 
протоколів, а вимірювання є прямими, швидкими, 
неруйнівними та чутливими.

Крім кінетичних параметрів, ITC надає термодинамічну 
інформацію, що дозволяє співвідносити стабільність 
ферменту з швидкістю реакції та специфічністю субстрату. Це 
робить метод універсальним інструментом для 
комплексного аналізу ферментативних процесів.
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де ентальпічна складова спостерігається як тепло. 
Експерименти ITC призначені для вимірювання швидкості 
виділення тепла (тобто dQ/dt, або теплової потужності), що 
дозволяє розрахувати швидкість реакції:

 (Todd and Gomez, 2001) 

де V0 – об’єм зразка в реакційній комірці, а ΔHapp – 
експериментально визначена зміна ентальпії. У типовому 
експерименті ITC буферний субстрат вводять у фермент 
(розчинений у тому ж буфері) у комірці зразка. Каталітичне 
перетворення субстрату в продукт генерує тепло, яке 
виявляється та компенсується калориметром. ΔHapp 
визначається шляхом інтегрування загального тепла, що 
утворюється під час каталізу відомої кількості субстрату до 
продукту. Оскільки швидкість тепловиділення для заданої 
кількості субстрату відома, швидкість реакції можна 
розрахувати. Кінетичні параметри реакції можна потім 
розрахувати за рівнянням Міхаеліса-Ментона: 

де kcat – число обороту ферменту, KM – концентрація субстрату, 
за якої швидкість реакції становить половину максимальної, 
[Etotal] – загальна кількість присутнього ферменту, а [S] – 
концентрація субстрату. Існує два підходи до вивчення кінетики 
ферментів за допомогою ITC: метод одноразового введення 
(кінетика ферментів безперервного аналізу) та метод 
багаторазового введення (кінетика ферментів псевдопершого 
порядку).

a) Метод одноразового введення
Метод одноразового введення є універсальним та простим 
підходом для вивчення як швидких, так і повільних 
ферментативних реакцій. У цьому методі субстрат вводять 
одноразово у комірку для зразка у об’ємі 10–30 μл при 
концентраціях 10–100 μМ, залежно від реакції, зазвичай вище KM 
та у надлишку щодо ферменту. У деяких випадках, наприклад, із 
самогідролітичними або термостійкими ферментами, або коли 
каталіз проводиться при підвищеній температурі, зручно 
титрувати фермент у субстрат, а не навпаки. На Рис. 1A показано 
приклад гідролізу пеніциліну G пеніциліназою. Теплова 
потужність контролюється безперервно під час перетворення 
субстрату на продукт і реєструється до моменту, коли субстрат 
повністю перетворюється, а теплова потужність повертається до 
початкового рівня. Безперервна крива отримується шляхом 
побудови швидкості як функції концентрації субстрату, 
нормалізованої щодо концентрації ферменту (Рис. 1B). Побудова 
графіка залежності 1/швидкість від 1/[субстрат] дозволяє 
отримати графік Лайнуївера–Берка, з якого визначають: Vmax – 
максимальну швидкість реакції (перетин із віссю Y), KM – 
константу Міхаеліса (перетин із віссю X), У умовах насичення 
максимальна кількість оборотів ферменту (kcat) визначається як 
Vmax / [E_total].

Інгібування продукту можна легко контролювати, зробивши 
другу ін’єкцію субстрату: якщо отримана та сама крива відгуку, 
реакція не зазнає інгібування продукту при цій концентрації 
субстрату та продукту. Вплив конкурентного інгібітора на каталіз 
можна визначити, проводячи каталіз у присутності відомої 
концентрації інгібітора. На рисунку 2 показано гідроліз N-a-
бензоїл-L-аргінін етилового естеру (BAEE) трипсином у 
присутності та відсутності бензамідину, конкурентного інгібітора.

Рис. 1. Каталіз пеніциліну G пеніциліназою методом одноразової 
ін’єкції. Пеніциліназу (950 мкл 7,7 x 10-¹¹ M у 50 мМ фосфаті, pH 
7,0, 150 мМ KCI) врівноважили у комірці для зразка при 30 °C. 
Ввели пеніцилін (15 мкл 10,2 мМ) і дані збирали, доки сигнал 
приладу не повернувся до базової лінії.  A): Необроблені дані, що 
демонструють реакцію приладу. 8): Дані, перетворені на 
швидкість гідролізу (нормалізовану за концентрацією ферменту) 
відносно концентрації субстрату. Повторне побудування B у 
форматі подвійного оберненого графіка Лайнуівера-Берка дало 
KM = 30,7 мкМ, Vmax = 1,4 X 10-¹0 мо/с-¹ та kcat = 1950 с-¹, що добре 
узгоджується з літературними значеннями, наведеними в 
таблиці 1 у Todd and Gomez (2001).

Різниця в KM за наявності (спостережуваний KM) та відсутності 
(істинний KM) інгібітора дозволяє розрахувати константу 
інгібування Ki за формулою:

M125
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Рис. 2. Трипсиновий гідроліз N-бензоїл-L-аргінін етилового 
естеру (BAEE) за відсутності (синій) та присутності (червоний) 
бензамідину, конкурентного інгібітора. Всі розчини готували у 
200 мМ Tris-H2O, pH 8,0, 50 мМ CaCl2, 0,2% PEG-2000. Після 300 
секунд термічного врівноваження при 25°C трипсин (10 мкл 5,1 X 
70·1 M) вводили у 950 мкл 1,44 X 10·1 M BAEE ± 1,36 X 1 (J’ M 
бензамідину). A): Зображення зміни теплової потужності 
приладу в міру повного гідролізу субстрату та відновлення 
початкової базової лінії. Площа під обома кривими (що 
відображає загальну теплову потужність для повного 
перетворення субстрату в продукт) однакова як за наявності, так 
і за відсутності інгібітора (H = -6,33 ккал/моль BAEE). 8): Дані були 
перетворені на залежність швидкості гідролізу субстрату від 
концентрації субстрату. Перетворення на графік Лайнуівера-
Берка дало (за відсутності інгібітора) KM = 4,17 мкМ, Vmax = 0,091 
мкМоль/с, kcat = 17,8 с-1. За наявності інгібітора KM = 35,1 мкМ, Vmax = 
5,9 x 10-4 мкМоль/с, kcat = 0,11 с-1, Ki = 18,4 мкМ.

Детальні приклади методу одноразового введення описані в 
роботах Morin and Freire (1991), Todd and Gomez (2001) та Bianconi 
(2003), а чітке обговорення практичних питань, які слід 
враховувати під час розробки кінетичного експерименту ITC, 
представлено в роботах O’Brien et al. (2001).

b) Метод багаторазового введення
Метод багаторазового введення є альтернативним підходом до 
вивчення кінетичних реакцій (Todd and Gomez, 2001). У цьому 
методі фермент (концентрація від 50 пМ до 20 нМ, залежно від 
реакції) знаходиться у 1 мл комірці для зразка і титрується 
субстратом об’ємом 2–10 μл (концентрація 20 μМ – 400 мМ, знову 
ж таки залежно від реакції, але завжди вище KM та у надлишку 
щодо ферменту).

Швидкість ферментативних реакцій визначається шляхом 
вимірювання зміни сигналу приладу після додавання 
субстрату. Кожне додавання призводить до піку через теплоту 
розведення субстрату (рис. 3), потім сигнал приладу швидко 
зменшується та наближається до нового стаціонарного стану. 
Незначна кількість субстрату перетворюється на продукт 
протягом наступних 2-3 хвилин (час, який зазвичай потрібен 
для встановлення нової стабільної швидкості нагрівання). 
Реакція триває у стаціонарному стані до додавання другої 
аліквоти субстрату, збільшуючи як концентрацію субстрату, так 
і теплову потужність, що генерується ферментативною 
реакцією (dQ2/dt).

Зазвичай проводять 10–30 ін’єкцій з інтервалами 2–5 хв. 
Швидкість ферментативної реакції розраховується на основі 
стаціонарного теплового сигналу, як описано у методі 
одноразового введення. Приклад: каталіз пеніциліну G 
пеніциліназою за допомогою методу багаторазових введень дав 
KM = 101 μM, що дуже близько до літературного значення 120 μM 
(Todd and Gomez, 2001).

Метод багаторазового введення дозволяє точно оцінювати 
кінетичні параметри ферментів, особливо для реакцій, де 
субстрат доступний у широкому діапазоні концентрацій або 
коли необхідно багаторазово змінювати умови реакції протягом 
експерименту.

Рис. 3. Модельовані дані отримані методом багаторазового 
введення. Послідовні введення субстрату в розчин ферменту в 
комірці для зразка створюють теплоту розведення (пік) та 
теплоту реакції (збільшення швидкості нагрівання з кожною 
наступною ін’єкцією). Зміна теплової потужності внаслідок 
каталізу отримується зі зсуву швидкості нагрівання, 
перетворюється на швидкість реакції та коригується на 
розведення концентрації ферменту. «Exo» означає знак 
екзотермічної реакції.

Рис. 4. Каталіз пеніциліну G пеніциліназою методом 
багаторазового введення. Пеніциліназу (950 мкл 7,7 x 10-¹¹ M у 50 
мМ фосфаті, pH 7,0, 150 мМ KC/) врівноважили у комірці для 
зразка при 30 °C. Пеніцилін (30,6 мМ) вводили аліквотами по 20,5 
мкл з інтервалами 5 хв. Перетворення, описані на Рис. 3, 
перетворили дані у формат, показаний на Рис. 4, що дало 
значення KM 101 мкМ, подібне до значення (120 мкМ), 
отриманого тим самим методом Todd and Gomez (2001).). 

Висновок
Ізотермічна титраційна калориметрія (ITC) дозволяє 
досліджувати практично будь-яку каталітичну систему. 
Вимірювання за допомогою ITC є прямими – безпосередньо 
реєструється теплота реакції; швидкими – експеримент займає 
відносно короткий час; надійними та простими – легко 
налаштовується та не потребує складних протоколів. Потреба у 
біологічному матеріалі порівнянна з такою для 
спектроскопічних методів, але ITC не вимагає: Оптичної 
прозорості зразка; Повної однорідності; Повної відсутності 
домішок. Крім кінетичних даних, ITC генерує термодинамічну 
інформацію, що дозволяє корелювати стабільність ферменту та 
швидкість реакції. Це забезпечує розуміння тонких структурних 
змін, які термодинамічно контролюють функціональність 
ферменту, включаючи множинні активності або регуляторні 
ролі.
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