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Рассмотрены основные структурные и физико-химические факторы, оп-
ределяющие стабильность белковых макромолекул в растворе, особенности
строения белков из термофильных микроорганизмов. Проанализирован ме-
ханизм изменения термостабильности белков и ферментов после химической
модификации их боковых функциональных групп и экспериментальные дан- ·
ные по влиянию химической модификации на термостабильность белков. I
Показана зависимость эффекта стабилизации и изменений в структуре I
белковых макромолекул от степени модификации, природы модифицируе-
мых групп и групп, вводимых в белки при модификации (их заряда, гидро- 1
фобности). На конкретных примерах показана большая практическая зна- |
чимость метода химической модификации для получения стабилизированных j
форм биокатализаторов. |
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I. ВВЕДЕНИЕ

Проблема стабильности глобулярных белков (и ферментов), т. е.
проблема установления взаимосвязи между структурой и стабильностью
биомакромолекул была и остается одной из самых важных, сложных и I
до сих пор нерешенных проблем современной физической химии биопо-
лимеров. Проблема повышения стабильности ферментов по отношению к !
различным денатурирующим воздействиям для нужд практики тесно
связана с первой, поскольку без знания основных структурных факторов,
определяющих стабильность белковой глобулы, невозможно целена-
правленно изменять ее. Важность и необходимость решения этих проб-
лем обусловлена развитием современной биотехнологии, требующей про- j
ведения многих ферментативных процессов в экстремальных условиях j
(в частности, при повышенных температурах). I

Множество данных свидетельствует, что, по-видимому, не существует ;
одного всеобщего принципа образования стабильной белковой конфор- ;
мации и, следовательно, не существует одного универсального метода j
стабилизации белков. Установленные в последние годы корреляции меж- Ϊ
ду первичной структурой и стабильностью биомакромолекул оказывают- I
ся справедливыми лишь для ограниченного числа белков внутри опре- j
деленного класса [1]. Сравнение первичной, вторичной и третичной <
структур ферментов, выделенных из термофильных источников и отли- 1
чающихся более высокой стабильностью, с их лабильными аналогами,
несмотря на отдельные общие закономерности, вскрывает многообразие
структурных особенностей термофильных белков и ферментов, обуслоз- '
ливающих их повышенную стабильность. Тем не менее знание основных ,
структурных факторов, определяющих стабильность нативной конформа-
ции белка в растворе, дает возможность сформулировать основные прин-
ципы ее стабилизации.
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Одним из наиболее широко используемых методов изменения свойств
(в частности стабильности) белков и ферментов в растворе является хи-
мическая модификация их функциональных групп, не входящих в актив-
ный центр. Химическая модификация часто является первой стадией при
получении стабилизированных нерастворимых препаратов ферментов. Во
многих случаях изменение стабильности фермента в результате кова-
лентной иммобилизации обусловлено не только и не столько его связя-
ми (ковалентными и нековалентиыми) с носителем, сколько химической
модификацией его функциональных групп. Химически модифицирован-
ные стабилизированные растворимые ферменты имеют ряд преимуществ
по сравнению с нерастворимыми, в частности обладают более высокой
каталитической активностью и, что важно для их медицинского приме-
нения, меньшей антигенностью.

Стабилизация ферментов в природе осуществляется в результате му-
таций, т. е. замены небольшого числа одних аминокислотных остатков на
«подходящие» другие как внутри, так и на поверхности белковой глобу-
лы. Такая стабилизация, по-видимому, является следствием «естествен-
ного отбора», происходящего в результате изменения условий существо-
вания данного класса микроорганизмов (например, при повышении тем-
пературы), когда из множества модифицированных с помощью мутаций
изоферментов «выживают» лишь те, которые обладают достаточно ста-
бильной конформацией в экстремальных условиях. Искусственная же
стабилизация ферментов путем химической модификации может осуще-
ствляться лишь при модификации доступных в данных условиях моди-
цифирующим агентам боковых остатков, число которых в каждом белке
не столь уж велико. Набор пригодных для белков методов химической
модификации пока невелик по сравнению с возможностями природных
мутаций.

В опубликованных в последние годы обзорах [2—5], посвященных
стабилизации белков и ферментов в растворе, влияние химической моди-
фикации на их стабильность рассматривается исключительно феномено-
логически. При этом некоторые авторы полагают невозможным прогно-
зирование эффектов модификации [5]. Литературные данные по этому
вопросу немногочисленны, неполны и характеризуются различием кри-
териев определения стабильности белков, что затрудняет их сопоставле-
ние и сравнение. В данном обзоре проведен анализ литературных и соб-
ственных результатов авторов по влиянию химической модификации на
стабильность белков и ферментов, что дало возможность сформулиро-
вать некоторые общие закономерности и механизм изменения стабильно-
сти биомакромолекул в результате химической модификации их функ-
циональных групп. Знание этих закономерностей может помочь исследо-
вателям, правильно выбрав метод модификации, добиться успеха в полу-
чении ферментных препаратов с заданной стабильностью. С теоретиче-
ской точки зрения — это один из важных подходов к выявлению взаимо-
связи между структурой и стабильностью биомакромолекул.

Анализу работ по влиянию химической модификации на стабильность
белков и ферментов предшествует рассмотрение главных факторов, оп-
ределяющих стабильность макромолекулы в растворе и возможные вза-
имосвязи между стабильностью и структурными параметрами макромо-
лекул [6, 7].

II. СТАБИЛЬНОСТЬ БИОМАКРОМОЛЕКУЛ
КАК ФУНКЦИЯ ИХ СТРУКТУРЫ

1. Основные структурные и физико-химические факторы,
определяющие стабильность белковых макромолекул

в растворе

Нативная конформация белка, имеющая в данных физических усло-
виях минимум Гиббсовской свободной энергии (GH), представляет собой
трехмерную структуру, которая определяется аминокислотной последо-
вательностью и данным микроокружением [8], и обладает гибкостью и



внутренней динамикой, необходимыми для проявления функциональной
активности белка [9J. Анализ трехмерных структур множества глобу-
лярных белков показывает, что все аминокислотные остатки по их лока-
лизации в глобуле разделяются на три типа: 1) гидрофобные, предпочти-
тельно находящиеся внутри молекулы (Cys, He, Leu, Met, Val, Trp, Phe);
2) гидрофильные, предпочтительно локализующиеся в поверхностном
слое (Asp, Glu, Lys, Asn, Gin, Pro, Arg, Ser, Thr); 3) нейтральные и ам-
бивалентные, безразличные в отношении локализации на поверхности
или во внутреннем объеме молекулы (Ala, His, Gly, Туг) [10, 11]. Для
белков характерна тенденция предпочтительного кооперирования одних
аминокислотных остатков с другими [12, 13J, что приводит к образова-
нию в макромолекуле структурных доменов: кластеров из гидрофобных
или гидрофильных аминокислот [14, 15]. Так, высокая степень взаимной
кооперативности была выявлена между парами остатков: Glu—Lys,
Met—Arg, Asn—Trp, Gin—Pro [12].

Переход биополимера без разрыва ковалентных связей из нативного
состояния (Н), в котором он проявляет свою функциональную актив-
ность in vivo или in vitro, в денатурированное (Д) с обратимо или необ-
ратимо утраченной активностью является денатурационным переходом
[16, 17]. Основным признаком кооперативной системы является наличие
взаимодействия между отдельными звеньями, энергия которого больше
энергии теплового движения (kT) [18]. Величина энергии кооперативно-
го взаимодействия является решающей для реализации того или иного
кинетического механизма кооперативного перехода из упорядоченного
состояния в хаотичное. Возможны три типа взаимодействий в системе:
1) слабое, 2) сильное, 3) промежуточный случай. В первом случае кине-
тические закономерности перехода системы из упорядоченного состояния
в хаотичное не отличаются от закономерности перестройки отдельного
звена. В случае сильного взаимодействия звеньев система может пере-
страиваться как единое целое только после того, как одновременно на
всех связях системы произойдет флуктуационное накопление энергии,
достаточной для их разрушения. Такие переходы (в частности, плавление
твердых тел) отличаются высокими энергиями активации. В белках реа-
лизуется третий, промежуточный, тип взаимодействий, и денатурациоя-
ный переход в белке протекает по кооперативному механизму. Тем не ме-
нее белки более похожи на твердые тела, нежели на жидкие, и энтальпия
плавления белковой структуры — существенный фактор стабильности
белков 119].

Для описания денатурационного перехода между Η и Д состояниями
наиболее часто используется механизм «все или ничего», предложенный
a priori [20J. Чтобы этот переход был корректно проанализирован с по-
зиции теории двух состояний и были бы получены истинные термодина-
мические параметры перехода, он должен удовлетворять ряду тестов,
сформулированных в L20J. Согласно большому количеству эксперимен-
тальных данных, теория двух состояний может использоваться в первом
приближении практически для всех небольших по размерам глобуляр-
ных белков [7].

Мерой стабильности белка служит изменение Гиббсовской свободной
энергии (AGaPn) при полном и обратимом разворачивании белка [6, 7]:

где Gu и G a — свободные энергии нативной и денатурированной форм;
AG,,,,,, — свободная энергия стабилизации белка, а —АС д е н — его деста-
билизации. Численное значение AGHen для белковой макромолекулы из-
меряется, как правило, при разрушении ее нативной структуры под дей- \
ствием нагревания, изменения рН, добавок органических растворителей
и т. д., поэтому эта величина имеет смысл только по отношению к опре-
деленному типу денатурации [7]. * ·

Если процесс денатурации обратим, то АОден определяют, измеряя ·
константы равновесия между нативной и денатурированной формами !
белка или находя с помощью сканирующего микрокалориметра теплоту !
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Рис. 1. Энтальпия и эн-
тропия денатурации и
изменение AG j e H для ци-
тохрома 65 (рН 7,4) в
зависимости от темпера-

туры [6]

Рис. 2. Влияние температуры
на общий вклад в ДОдеп (W)
нативного химотрипсиногена
водородных связей (1), гидро-
фобного связывания (2) и кон-
формационной энтропии (3)

[40]

денатурации. В литературе стабильность белков часто характеризуют
средней температурой перехода в денатурированное состояние, Гден (или
Тал), при которой денатурировано 50% белка и AG^H = 0, либо темпера-
турой максимальной стабильности белка, Тыякв, при которой АС?ден имеет
максимальную величину (рис. 1), либо средней концентрацией денатури-
рующего агента и т. п. В случае необратимой денатурации (вследствие
вторичных процессов) кинетическую стабильность белков чаще характе-
ризуют константой скорости (йин) изменения какого-либо свойства белка
(КД- или УФ-спектров, флуоресценции, а для ферментов — их активно-
сти). Причем в общем случае сохранение активности ферментов может
и не быть идентичным стабильности всей белковой глобулы.

Стабильность белка в растворе определяется рядом факторов, свя-
занных со структурными характеристиками молекулы [20, 21]. Увеличе-
ние конформационной энтропии (~2—6 э. е. на один развернувшийся ос-
таток) понижает AG^H. Водородные связи между пептидными группами
в биомолекуле (энергия одной связи ~1,4 ккал/моль [17J) повышают
AGaeiI. Дальнодействующие электростатические взаимодействия заряжен-
ных групп на поверхности белка в зависимости от рН среды могут либо
стабилизировать (при рН, близких к изоэлектрической точке), либо де-
стабилизировать (при крайних значениях рН) нативную конформацию
макромолекулы. Гидрофобное взаимодействие боковых неполярных ос-
татков стабилизирует нативную конформацию белков в водных раство-
рах (AG системы при переносе алифатического бокового остатка из воды
в неполярный растворитель уменьшается на ~2,8 ккал/моль [22]).
Внутримолекулярные солевые связи (энергия одной связи ~1—3 ккал/
/моль), которые реализуются либо в виде единичных электростатиче-
ских «скрепок», либо в составе некоторого пространственно ограниченно-
го кластера, образованного несколькими группами зарядов различного
знака, стабилизируют нативную конформацию белка. Причем в класте-
рах одна ионогенная группа может принимать участие в двух, трех или
четырех ионных взаимодействиях [23—29]. Специфические ковалентные
сшивки полипептидной цепи (в частности, S—S-связи) стабилизируют
белки не только за счет уменьшения энтропии разворачивания глобулы
[6], но и за счет энтальпийного вклада (~1,8 ккал/моль на одну S—S-
связь [30]). Простетические группы, образуя ковалентные, ионные или
координационные связи с белком, стабилизируют макромолекулу в це-



лом [31, 32]. Координационные связи ионов металлов Са2+, Mg2+, Zn2+

очень важны для стабилизации нативной конформации многих белковых
молекул [33, 34J.

Таким образом, полная свободная энергия денатурации белка
(Δί/ден) включает в себя сумму энергий всех типов взаимодействий, ука-
занных выше. Стабильность нативной конформации белка достигается
в результате смещения энтальпиинои и энтропийной функций по темпе-
ратурной шкале (рис. 1) [6] и отражает тонкий баланс между стаби-
лизирующими и дестабилизирующими вкладами взаимодействий различ-
ного типа. При физиологических температурах величины AGHeH различ-
ных глобулярных белков различаются незначительно и варьируются от
5 до 15 ккал/моль [7J. Однако даже незначительное изменение баланса
различных взаимодействий в белке может сильно изменить его стабиль-
ность, как это будет видно ниже при рассмотрении экспериментальных
данных для стабилизированных белков и ферментов.

Анализ основных энергетических характеристик структуры белка по-
казывает 16], что: 1) белок должен быть стабилен при определенных
внешних условиях для сохранения своих специфических структурных и
функциональных свойств; поэтому резерв стабильности белка должен
значительно превышать RT — минимальное необходимое значение; 2) бе-
лок не должен быть слишком «жестким», т. е. структурные изменения в
ходе функционирования белка должны происходить без больших энерге-
тических затрат и в то же время система белок — вода должна быть спо-
собна к обмену энергией в ходе функционирования без своего разруше-
ния; 3) так как стабильность белка не коррелирует с его молекулярным
весом, размер макромюлекулы должен быть минимальным, чтобы облег-
чить ее сворачивание, транспорт и функционирование. Этот принцип
реализуется образованием внутримолекулярных доменов или субъеди-
ничной структуры [7]. В противоположность бытовавшей ранее на осно-
вании данных рентгеноструктурпого анализа точке зрения о «жесткой»
структуре белка, термодинамические данные подтверждают существова-
ние флуктуации в белковой структуре [35]. Амплитуды флуктуации ато-
мов около их средних значений больше для менее стабильных белков и
меньше — для более стабильных [36]. В соответствии с предложенным
механизмом динамической стабилизации белковой структуры [37],
внутренняя мобильность кластеров гидрофобных аминокислотных остат-
ков в макромолекуле обусловливает общую стабильность ее нативной
конформации [38].

Кинетическую стабильность белка (AGjJH ) характеризуют констан-
той инактивации (&ин) и активационными параметрами, определяемыми
из температурной зависимости knll. Данные по изучению кинетических и \
термодинамических параметров денатурации белков показывают, что эти
параметры часто изменяются параллельно при изменении условий де-
натурации [20, 39]. Это указывает на то, что внутримолекулярные взаи-
модействия, которые обусловливают термодинамическую стабильность
(AGneH), определяют и их кинетическую стабильность (AG^H ).

Одним из наиболее распространенных типов денатурации является
термоденатурация, которой уделено главное внимание в данном обзоре.
Повышение температуры по-разному влияет на внутримолекулярные
взаимодействия в белках (рис. 2): 1) уменьшается степень структуриро-
ванности воды, и до ~60°С возрастает сила гидрофобных взаимодейст-
вий; 2) увеличивается конформационная энтропия, что делает доступны-
ми конформации белка с большей свободной энергией, т. е. более раз-
вернутые формы макромолекулы; 3) ослабляются другие внутримолеку-
лярные взаимодействия, стабилизирующие белок (солевые, координаци-
онные и т. д.) [40].

Для большинства глобулярных белков зависимость AGHeH от темпе-
ратуры описывается кривыми (рис. 1 и 3), проходящими через максимум
AG™H° при температуре максимальной стабильности белка (Гмокс) и
имеющими верхний (Тяеи) и нижний температурные пределы стабильно-
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Рис. 3. Величины AGReH глобулярных белков в зависимости от температуры, из-
меренные с помощью микрокалориметрии; 1 — лизоцим, 2 — α-химотрипсин, З —

метмиоглобин, 4 — цитохром с, 5 — рибонуклеаза [21]

Рис. 4. Гипотетические кривые зависимости АО д е н от температуры для глобуляр-
ных белков из термофильных источников, 0 — мезофильный белок, 1—термо-
фильный белок с большей АО д е н (повышение кривой 0), 2— термофильный бе-
лок с большим температурным интервалом стабильности (выравнивание кри-
вой 0), 3 — термофильный белок со сдвинутым максимумом стабильности (сдвиг

КРИВОЙ О ОТ Гыакс ДО Т'макс) [60]

сти белка (при AGReH = 0). Величина 7"мак0 обычно значительно ниже фи-
зиологических температур [7] и для многих глобулярных белков нахо-
дится в интервале от —3 до +10° С, что важно для практических целей
и позволяет хранить белки долгое время при этих температурах [2]. При
повышении температуры вплоть до 55° С экспонирование в раствор внут-
ренних аминокислотных остатков и увеличение подвижности отдельных
участков полипептидной цепи приводит к обратимому локальному рас-
ширению нативной белковой макромолекулы [20, 41]. Выше 55° С эти
изменения становятся необратимыми и белок приобретает полностью
развернутую структуру.

Вода оказывает дестабилизирующее действие на белковую макромо-
лекулу. Из практики известно, что лиофилизованные белки сохраняют-
ся намного дольше, чем в растворе. При содержании воды более
0,75 г/г белка степень гидратации не влияет на Тдеа и А/^деп белка [42—
44]. При содержании воды ниже 0,75 г/г белка величина ДЯДСИ постепен-
но уменьшается, а Тяев незначительно увеличивается. При содержании
воды ниже 0,4 г/г белка 7\,ен резко возрастает на 30—40° С. Эти факты
отражают существование в белках различных типов связанной воды. Не-
большое число молекул воды прочно связано с белком и система может
рассматриваться как единое целое. Менее прочно связанная вода распре-
деляется по всей поверхности глобулы, взаимодействуя с ее гидрофиль-
ными остатками. Следующий слой является переходным к общему объе-
му воды [43]. Большой вклад в Д # д е н белка вносит Δ # разрушения гид-
рофобных контактов при его разворачивании, т. е. АН упорядочивания
молекул воды вокруг экспонированных неполярных групп белка.
С уменьшением содержания воды уменьшается гидратация неполярных
остатков в денатурированном состоянии белка, вследствие чего падает
ДЯд е в белка [44j. Так как разворачивание молекулы белка при денату-
рации обусловлено конкурированием молекул воды за водородные свя-
зи с белковыми остатками, то при очень малом содержании воды белко-
кая молекула полностью не разворачивается.

Хотя не выявлена корреляция между физико-химическими свойства-
ми белков и их стабильностью, однако анализ данных для большого чис-
ла белков позволил предположить [7], что: 1) белки, в ходе функциони-
рования образующие комплексы с другими биомакромолекулами, имеют,
как правило малые значения АОяев (ос-лактальбумин, цитохромы с и Ь5);
2) белки, реагирующие с низкомолекулярными соединениями или с от-
дельными участками других макромолекул, имеют большие величины

б н (миоглобин, различные гидролитические ферменты).



На основании многочисленных данных обнаружена хорошая корре-
ляция между стабильностью белков in vivo и in vitro [45—48]. Это обу-
словлено тем, что одной из причин инактивации белков и ферментов в
клетке является протеолиз их денатурированных (развернутых) конфор-
меров, скорость которого лимитируется скоростью разворачивания на-
тивной конформации [47]. Скорость оборота белка in vivo коррелирует
с его Тд е н и со стабильностью по отношению к кислотной и механической
денатурации L46, 48]. Для некоторых белков стабильность хорошо кор-
релирует со скоростью метаболизма [49].

Однако в целом термостабильность белка не коррелирует ни с AG^a,
измеренной в стандартных условиях, ни с Тден, т. е. эти величины сами
по себе не могут быть объективной мерой термостабильности при сравне-
нии различных белков [1, 7]. Например, цитохром с и лизоцим имеют
одинаковые Гден, но максимальные величины AGHEH различаются пример-
но в два раза. сс-Химотрипсин и лизоцим при определенных температу-
рах имеют почти одинаковые AGfleH, но их Гден различаются на 20° С
(рис. 3). Термостабильность белка корректно описывается только пол-
ной зависимостью AGseH от температуры в достаточно широком интерва-
ле температур. Особенно важно это иметь в виду при сравнении ста-
бильности модифицированного или иммобилизованного фермента с на-
тивным, поскольку соотношение их AGaen при одной фиксированной тем-
пературе не может быть экстраполировано на другие температуры.

Таким образом, знание главных факторов, обусловливающих ста-
бильность нативной конформации белка в растворе, делает очевидными
те общие принципы, которыми следует руководствоваться при получе-
нии препаратов белков и ферментов, имеющих повышенную стабиль-
ность в определенном интервале температур: 1) введение дополнитель-
ных внутримолекулярных связей (солевых, водородных), усиление гид-
рофобных взаимодействий будет увеличивать Д(/ден белка (одна допол-
нительная связь с энергией 1—3 ккал/моль может существенно увели-
чить стабильность белка); 2) уменьшение конформационной подвижно-
сти фрагментов полипептидной цепи за счет образования дополнитель-
ных внутримолекулярных (ковалентных или нековалентных) «сшивок»
в глобуле (дополнительные S—S-связи, координационные связи с иона-
ми металлов и т. д.) будет уменьшать конформационную энтропию [6],
и тем самым увеличивать АОден.

Как будет показано ниже, эти принципы реализуются в природе при
создании белков и ферментов с повышенной стабильностью (ферменты
из термофильных микроорганизмов) и на практике при получении стаби-
лизированных ферментов путем их химической модификации или иммо-
билизации.

2. Взаимосвязь между стабильностью биомакромолекул
и их первичной, вторичной и третичной структурами

Для выявления главных структурных факторов, количественно свя-
занных со стабильностью биомакромолекул, в последние годы сделан
ряд попыток нахождения корреляции между стабильностью и первич-
ной, вторичной и третичной структурами белков. С этой целью сравни-
вали аминокислотный состав белков с различной стабильностью, изу-
чали физико-химические причины повышенной стабильности белков и
ферментов, выделенных из термофильных источников, а также влияние
точечных мутаций на стабильность белков и ферментов.

а) Корреляции между первичной структурой
и стабильностью белков

На примере 14 белков выявлена эмпирическая зависимость Гден от
индекса гидрофобности (Xj) и среднего объема аминокислотных остат-
ков (X,) белка:

Гден = 226,81—0,01270^ + 3,847^

из которой видно, что основной вклад в величину Гден вносит средний
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объем аминокислотных остатков — Х2, а не их гидрофобность. Макси-
мально стабилизируют белки остатки Glu, а дестабилизируют — остатки
Ser [50]. Однако для большего числа белков корреляция между Гден и
Хг не проявлялась [51].

Предложенная в работе [52] корреляция между гидрофобностью и
термостабильностью белков впоследствии не была подтверждена [53].

Явная взаимосвязь обнаружена между Гден и отношением SJSn, где
5„ и S a — площади поверхности белка, доступные растворителю в натив-
ном и денатурированном состоянии, соответственно. 5Н=11,116 Л42/з, а
5Д=1,44 Μ (Μ — молекулярная масса белка). Для 20 изученных белков
Тд е а линейно растет с ростом 5и/5д, т. е. с уменьшением М. С ростом Μ
отношение 5Н/5Д падает, и уменьшается термостабильность белка. При
одном и том же 5Н/5Д величина Гдеп больше для субъединичных белков,
чем для мономерных. Термостабильность полипептидной цепи большого
размера может увеличиться путем: 1) ассоциации глобулярных субъеди-
ниц в олигомер; 2) сворачивания с образованием множества глобуляр-
ных доменов. В этих случаях при неизменной Μ будет увеличиваться
5Н/5Д (и Т'дсн). Отклонения от линейности для некоторых белков могут
объясняться влиянием на стабильность таких внутримолекулярных взаи-
модействий, как S—S-связи, связывание ионов металлов, кофакторов
и др. [53].

Микростабильность белковой глобулы отличается от ее макроста-
бильности (G;ieH) тем, что первая характеризует локальное разворачи-
вание белка и определяется по скорости водородного обмена протонов
внутренней части макромолекулы с водой [54]. Микростабильность, т. е.
«жесткость» белковой глобулы, не характеризует макромолекулу в це-
лом. Она зависит от степени насыщения белка неполярными контактами
и увеличивается с ростом гидрофобного ядра макромолекулы. В то же
время AGaeH не зависит от гидрофобности белковой глобулы, а находится
в прямой зависимости от числа внутримолекулярных сшивок, уменьшаю-
щих конформационную энтропию разворачивания (Δ5Κ0Πφ) полипептид-
ной цепи (аналогично влияет связывание ионов М"+ и кофакторов) [54].

Специфическое предпочтительное кооперирование различных амино-
кислотных остатков в белках друг с другом, которое было найдено из их
трехмерных структур [12, 13], по-видимому, определяет повышенную или
пониженную стабильность того или иного белка при повышении темпе-
ратуры [55]. Сравнение 7\,ен и аминокислотного состава для большого
числа белков позволило установить связь между содержанием каждого
из аминокислотных остатков и Тяеп белка. Все аминокислотные остатки
делятся на стабилизирующие (положительная корреляция с Тяев) и де-
стабилизирующие (отрицательная корреляция с ГД(!П). Наибольший ста-
билизирующий эффект имеет комбинация из заряженных и неполярных
спиралеобразующих остатков (I): Asp, Cys, Lys, Glu, Leu, Arg, Trp, Туг,
а дестабилизирующий — из нейтральных и коротких неполярных остат-
ков (II): Ala, Asn, Gly, Gin, Ser, Thr, Val, Туг. Общая корреляция запи-
сывается уравнением

7Д1.„ = 64,46202 + 0,89432 У,—0,59065 Yz

где Υ, и У2 — процентное содержание в белке стабилизирующих (I) и де-
стабилизирующих (II) аминокислотных остатков. Не влияют на ста-
бильность белка остатки Phe, He, Met, His, Asn и Pro [55]. Верхний
предел стабильности белка, соответствующий 100% -ному содержанию в
нем остатков I группы, равен Зп

де„= 164,3° С, а нижний предел стабильно-
сти, соответствующий 100%-ному содержанию II группы остатков со-
ставляет 7ДВН = 5,4°С. Однако предложенная корреляция между Гден и
аминокислотным составом белка справедлива 'лишь для небольших по
размерам компактных мономерных белков. Причем гем или S—S-связи
оказывают меньшее влияние на стабильность белка, чем его аминокис-
лотный состав [55].

Недостатком всех рассмотренных выше корреляций является то, что,
во-первых, они справедливы лишь для ограниченной группы белков и
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ферментов, как правило, той, для которой выводилась данная корреля-
ция. Во-вторых, в качестве общего критерия термостабильности исполь-
зовалась Гден, которая, как уже отмечалось выше, не может служить
объективной мерой стабильности белка в широком температурном ин-
тервале (рис. 3). Нахождение простой корреляции термостабильность —
структура, по-видимому, невозможно из-за сложной зависимости АСден

белка от температуры [7]:
гден ^VH

АСДен(Г) = АЯ Д е„(Г д е „-Г)/Г Д е„- $ АСРdΤ + Τ J ACpalnT
τ τ

В перспективе, вероятно, необходимо установление связи не между Гд ; н

белков, а между А<5деп(7) и структурой макромолекул. Кроме того, в си-
лу многообразия структурных факторов, ответственных за стабильность
нативной конформации белка, существование такой корреляции возмож-
но лишь среди ограниченного числа однотипных глобулярных белков.

б) Физико-химические причины повышенной
стабильности ферментов из термофильных источников

Более перспективным с точки зрения нахождения функции стабиль-
ность— структура, возможно, является сравнение структур белков и фер-
ментов, выделенных из термофильных микроорганизмов (т-ферментов)
и обладающих повышенной термостабильностью, с их мезофильными
аналогами (м-ферментами), имеющими сходные с т-ферментами струк-
туры. Такое сравнение позволяет выявить главные структурные особен-
ности т-ферментов, ответственные за их повышенную термостабильность.

Термостабильность микробных ферментов коррелирует с температур-
ными условиями существования микроорганизмов [56]. При низких тем-
пературах культивирования (<50°С) синтезируются м-ферменты, а при
высоких (>50°С)—т-ферменты [57, 58J. т-Ферменты также устойчи-
вы по отношению к другим типам денатурации: мочевиной, гуанидингид-
рохлоридом, рН и органическими растворителями [59].

Повышенная термостабильность т-белка по сравнению с м-белком
может быть результатом (рис. 4): 1) увеличения энергии активации про-
цесса денатурации; 2) увеличения свободной энергии денатурации
AGHeH; 3) выравнивания профиля свободной энергии денатурации;
4) сдвига профиля AGseiI [60]. Для большинства т-ферментов стабиль-
ность увеличивается за счет повышения кривой зависимости AGseH or
температуры (от кривой 0 до 1 на рис. 4). К такому изменению АСЛ,И

приводят дополнительные гидрофобные, водородные, солевые и S—S-
связи, существующие в т-ферментах по сравнению с м-ферментами. В то
же время для т-ферментов AGaeu может изменяться в соответствии с кри-
вой 2 (рис. 4), как для т-фосфоглицераткиназы [60]. j

Термофильные белки и ферменты обладают большей как термодина- '
мической, так и кинетической стабильностью. Поскольку по абсолютной ;
температурной шкале разница между 35° С (Тлек для м-ферментов) и !

80° С (Гд е н для т-ферментов) относительно мала (~15%), то даже не- ·
большие различия в энергии активации и в AGsen Для т- и м-ферментов
могут приводить к значительным различиям в их термостабильности при
незначительном отличии их структур. Расчет показывает, что уменьше- ]
ние &ин в 10 раз при 70° С требует увеличения AGieH всего на 1,56 ккал/ \
/моль. Для увеличения Гден от 35 до 45° С для полипептидной цепи с |
М = 35 000 требуется увеличить число водородных связей лишь на 3% ;
Различия в АОден и AG^H для белков до 10 ккал/моль могут быть полу- '
чены при замене одного или двух аминокислотных остатков в молеку- ;

ле [53]. :
в) Принципиальные различия в структурах ферментов

из термофильных и мезофильных источников Ч ι

Принципиальные различия в аминокислотном составе т- и м-фермен- !
тов выявлены при сравнении аминокислотного состава большого числа
т- и м-ферментов. На примере ферредоксинов, глицеральдегид-3-фосфат- '
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дегидрогеназ и лактатдегидрогеназ были выявлены следующие направ-
ления преимущественного обмена аминокислотных остатков при перехо-
де от м- к т-ферментам [61 ]:

Ser > Qly
I

> Ala ^- Lys -» Arg
Г

Thr Val -* He

Asn < Asp -» Glu

Указанные замены увеличивают гидрофобность, спиралеобразующую и
складкообразующую способность остатков. При этом несколько увели-
чивается объем внутренних остатков и достигается более плотная упа-
ковка структуры белковой глобулы. На основании структурных исследо-
ваний показана главная роль стабилизирующих дополнительных ионных
пар в этих т-ферментах [62]. Для т-лактатдегидрогеназы (ЛДГ) харак-
терно большее содержание Ala, Gly и заряженных остатков, а в м-ЛДГ
содержится больше Ser, Thr, Gin, Asn и полярных остатков. Хотя содер-
жание гидрофобных остатков в обоих ферментах одинаково, но в т-фер-
менте они находятся только внутри глобулы, а в м-ферменте — также и
на поверхности. Для т- и м-ЛДГ пространственное расположение заря-
женных и полярных остатков также различно [62]: в т-ЛДГ заряженные
остатки располагаются только на поверхности молекулы, а в м-ЛДГ и
внутри. Таким образом в т-ЛДГ распределение аминокислотных остат-
ков в молекуле термодинамически более выгодно.

Анализ аминокислотного состава 14 т-ферментов и 207 м-ферментов
показал, что термофильные ферменты содержат больше Gly, Arg, Glx,
но меньше Asx и Ser L63]. Отмечается также положительная корреля-
ция между термостабильностью и соотношением Arg и Lys в белке [64].
Аргинин является наиболее гидрофильной аминокислотой и его локали-
зация на поверхности более выгодна по сравнению с Lys. Резонансная
структура иона гуанидиния позволяет ему образовывать больше одной
связи с анионными остатками. т-Ферменты характеризуются также боль-
шим содержанием α-спиралей и β-структуры, чем м-ферменты. Увеличен-
ное содержание Glu в т-ферментах улучшает их способность связывать
ионы металлов. Возможно, что это — одна из главных причин повышен-
ной стабильности т-ферментов [63].

На примере 34 т-ферментов и 208 м-ферментов установлена положи-
тельная корреляция между термостабильностью и алифатическим ин-
дексом белка (Л), который определяли по формуле:

где а = 2,9±0,1; 6 = 3,9±0,1, a χ — содержание остатков Ala, Val, He и
Leu в белке (в молярных процентах). Поскольку содержание этих ос-
татков в т-ферментах значительно больше, чем в м-ферментах, то каж-
дый т-фермент имеет больший алифатический индекс, чем его мезофиль-
ный аналог [66].

При сравнении третичных структур т- и м-ферментов были обнару-
жены дополнительные две солевые и водородные связи в т-ферредоксине
L23, 66]. Причиной повышенной стабильности т-триозофосфатизомера-
зы являются дополнительные солевые и гидрофобные связи между субъ-
единицами [66]. Две дополнительные меж- и внутрисубъединичные со-
левые связи стабилизируют т-глицеральдегид-3-фосфатдсгидрогеназу
[23, 67-- 69], а дополнительные солевые связи, гидрофобные взаимодей-
ствия π связи с дополнительными ионами Са2 + обусловливают стабили-
зацию термолизина [70—72]. Дополнительная солевая связь между Asp
(201) (в м-ферменте — Asn (201)) и остатком 11 is повышает энергию
активации термоденатурации т-тирозиназы [73]. Из десяти ионных пар
в т-ЛДГ — восемь образованы остатками Arg, а в различных м-ЛДГ най-
дено только 2, 4 пли 6 ионных пар, которые вместо Arg содержат Lys
[62]. Главная роль в стабилизации т-ЛДГ приписывается дополнитель-
ным поверхностным солевым связям, образуемым остатками Arg а так-
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же некоторому усилению внутримолекулярных гидрофобных взаимодей-
ствий вследствие уменьшения числа гидрофобных остатков на поверх-
ности глобулы и их увеличению — внутри [62J. Для других термофиль-
ных ферментов, третичные структуры которых подробно не изучены,
большую термостабильность по сравнению с м-ферментами объясняют
большим числом водородных связей и более сильным межсубъединич-
ным взаимодействием в случае энолазы [74, 75], большим числом вну-
тримолекулярных сшивок (S—S-связей) для железосерного белка L76]
и глутаминсинтетазы [77], защитным эффектом поверхностных углево-
дов в β-глюкозидазе [78] либо изменением конформации в случае дегид-
рогеназы [79].

Таким образом, высокая термостабильность ферментов из термофиль-
ных микроорганизмов обусловлена исключительно малым числом допол-
нительных (по сравнению с м-ферментами) связей как внутри, так и на
поверхности макромолекулы. Для большинства т-белков это главным
образом солевые связи, как следует из сравнения третичных структур Τ-
Η м-ферментов.

г) Точечные мутации и стабильность белка

Изучение влияния точечных мутаций (меняющих только один-дза
аминокислотных остатка в полипептидной цепи) на стабильность белка
может дать также ценную информацию о взаимосвязи между структурой

и стабильностью. В отличие от т-ферментов,
Δ G ккал/моль г д е в ы бор наиболее стабильной формы из

ле"' множества мутантных форм осуществляется
β - 7 естественным путем, искусственные мутации

случайны по своему влиянию на стабильность
белка. Это роднит их с химической модифика-
цией.

Замена одного остатка Тгр (138) на Туг в
лизоциме фага Т4 (полипептид без S—S-свя-
зей) уменьшает AGaeH (и Тлен) во всем темпе-
ратурном интервале от 0 до 60е С на 2—3 ккал/
/моль (рис. 5) [80]. При этом А# д е н уменьша-

Z70 290 370 330 Τ К е т с я н а 20 ккал/моль. Замена еще двух остат-
ков Тгр на Туг еще более уменьшает AGseH при

Рис. 5. Величина AGneB в в с е х изученных температурах (рис. 5). Хотя
зависимости от температу- ,, л. г J r \г
ры для нативного (1) и му- общая конформация лизоцима после мутации
тантных форм (2, 3) лизо- практически не изменяется, одним из возмож-
цима при рН 2,0, 2~ Тгр ных объяснений столь сильного уменьшения
T^/ i^wfoc l 1 3 Ίλχέα\~ АЯяен после мутации и его компенсации за счет

менены на Туг [80] одновременного уменьшения и А6ден было бы
локальное разворачивание молекулы [80].

Одноточечные замены Glu (128) на Lys, Arg (96) на His и Ala (146)
на Thr в лизоциме фага Т4 не изменяют его третичной структуры, но
уменьшают Гден на 5; 14 и 9° соответственно [81, 82]. Первая мутация
увеличивает А# д е п , а вторая и третья — уменьшают ее. Наибольший де-
стабилизирующий эффект (Тлен уменьшается на 14°) оказывает замена
Arg (96) на His. По мнению авторов, это объясняется ослаблением гид-
рофобных взаимодействий в молекуле и возможным нарушением α-спи-
рали между аминокислотными остатками в положении 82—90 [81J.

Замещение Glu (49) на Met в α-субъединице триптофансинтетазы из
Е. coli дает в два раза (при 58° С) более стабильный мутант по отноше-
нию к термоденатурации и к денатурации мочевиной [82]. Пространст-
венная структура фермента при этом не изменяется. По мнению авто-
ров, усиление гидрофобных взаимодействий в мутанте при замене гид-
рофильного Glu, находящегося в гидрофобном ядре, на Met обеспечива-
ет наблюдаемый эффект стабилизации. Варьирование природы амино-
кислотного остатка в положении 49 выявило интересную зависимость:
замена заряженного Glu (49) на полярные незаряженные остатки Туг,
Ser, Gin увеличивает стабильность α-субъединицы триптофансинтетазы
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по отношению к гуанидингидрохлориду при рН 9,0, а при рН 7,0' и 5,5—
дестабилизирует фермент, наиболее ярко это выражено в случае Gin
[84]. Замена же Glu (49) на гидрофобные аминокислотные остатки Met
и Val значительно (на 5 ккал/моль) увеличивает стабильность трипто-
фансинтетазы по отношению к гуанидингидрохлориду при всех значени-
ях рН (особенно при рН 7,0 и 9,0). По мнению авторов [83], Glu (49) на-
ходится в гидрофобном окружении, поэтому, естественно, любое умень-
шение гидрофильности остатка в положении 49 будет вызывать увеличе-
ние стабильности фермента. Замена в α-субъединице триптофансинтета-
зы Gly (211) на Arg или Glu несколько увеличивает термостабильность
фермента (AGaeu при 57,8° С увеличивается на 0,1 и 0,6 ккал/моль, а
Гден — на 0,2 и 1,8° соответственно) [85]. В то же время ДЯ д е н увеличи-
вается в результате этих мутаций на 17 и 15 ккал/моль. Было доказано,
что конформации нативного фермента и двух мутантов близки. По-ви-
димому, участок цепи, содержащий Gly (211), расположен на поверхно-
сти молекулы и не участвует в каких-либо значительных взаимодействи-
ях, поэтому замещение Gly на более объемные заряженные остатки Glu
и Arg вызывает только малые изменения в нековалентных взаимодейст-
виях на поверхности белка [85].

Работы по точечным мутациям показывают, что даже замена одного
аминокислотного остатка вызывает заметное изменение стабильности
белка. В зависимости от локализации заменяемого остатка, его ближай-
шего окружения и природы замещающего остатка после мутации ста-
бильность будет увеличиваться или уменьшаться так же, как и в случае
химической модификации (что будет показано в следующем разделе).
Мутации, увеличивающие полярность внутри глобулы белка (гидрофоб-
ного ядра), будут уменьшать его стабильность, а увеличивающие гид-
рофобность — стабилизировать. Мутации поверхностных аминокислот-
ных остатков будут слабо влиять на стабильность макромолекулы.

В заключение необходимо подчеркнуть, что стабильность белка очень
чувствительна не только к изменению его конформации, но и к незна-
чительному варьированию первичной структуры (как видно на примере
точечных мутаций). Поэтому изменение стабильности белка (в частно-
сти, термостабильности)—чувствительный тест на изменения в струк-
туре белка, которые могут быть ниже пределов разрешения как струк-
турного анализа, так и других физико-химических методов [7, 86].

III. МЕХАНИЗМ ИЗМЕНЕНИЯ ТЕРМОСТАБИЛЬНОСТИ БЕЛКОВ
И ФЕРМЕНТОВ ПОСЛЕ ХИМИЧЕСКОЙ МОДИФИКАЦИИ

ИХ ФУНКЦИОНАЛЬНЫХ ГРУПП

Метод химической модификации широко используется для идентифи-
кации групп, входящих в активные центры ферментов, для исследования
топографии и конформации биомакромолекул [87]. В последние годы в
связи с проблемой стабилизации бнокатализаторов все большее внима-
ние уделяется химической модификации функциональных групп белка,
не входящих в активный центр [2—4]. Химической модификации, как
правило, доступны лишь поверхностные или находящиеся вблизи поверх-
ности в данных условиях группы белка. В зависимости от условий (рН,
температура и т. д.) число поверхностных, т. е. доступных растворителю,
групп изменяется.

Реакционнноспособные группы белка можно разделить на три груп-
пы: 1) кислые (СООН-группы С-концов и остатков Asp, Glu), 2) основ-
ные (а-МН2-группы N-концов, остатки Lys, Arg, ОН-группы остатков
Туг, Ser, Thr и углеводов в гликопротеидах; 3) нейтральные (имидазоль-
ная группа His) [88]. Реагенты, наиболее часто используемые для хими-
ческой модификации белков и ферментов с целью их стабилизации или
изменения структуры, приведены в табл. 1.

Для модификации аминогрупп используются ангидриды и хлорангид-
риды карбоновых кислот, имидоэфиры, альдегиды, хлор- и сульфопро-
изводные три- или динитробензола. Остатки Arg модифицируются раз-
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ТАБЛИЦА 1

Изменение структуры и стабильности белков и ферментов в результате химической модификации их функциональных групп

Белок

Альбумин бы-
чий, сыво-
роточный

Иммуногло-
булин G
человека

Лейцинсвя-
зываюшин
белок

11S глобулин

Модифицирующий
агеПт

янтарный ангидрид6

метилацетимидат"

масляный ангидрид

янтарный ангидрид"

цнтраконовый ан-
гидрид8

изоцианат калия"

ацетнлацетон8

»

уксусный ангидрид"

Модифицируе-
мые остатки13

Lys (59)

»

»

Lyss (90)

»

»

Lys (29)

Arg (7)

Lyse

Получаемые производные

ENH.® -> E N H C C H 2 C H 2 C O e

II II
0 0

NHf
ENH® -» ENHC^ Cl®

ENH® -* ENHCOCH2CH2CH3

ENH® -* ENHCCH2CH2COe

II II

о о
ENH® -> ENHCCH=C—CO®

11 II 1

о сн, оENH® -* ENHCNH2

11

о
ENH® ~* EN=CCH2CCH3

1 II1 II
CH3 0

θ ,СНз

ENHC^ "-* E - N H - C ^ ^>CH
2 ч с н 3

ENH® -» ENHCOCH3

Степени модификации

He влияющее на струк-
туру и термостабиль-

ность

ДО 6 0 % (ДО 3 0 — 3 4

остатков)

до 100%

до 90%

до 87% (до 78 ос-
татков)

малые степени мо-
дификации

до 100%

—

до 3-х Arg

до 21%

Повышающие
термостабильностьб

—

—

—

—

—

—

Разворачивающие и дестабили-
зирующие молекулу"

более 80%

—

более 90%

более 87% (расширение
молекулы, уменьшение
β-складок за счет элект-
ростатического отталки-
вания)

—

от 1 до 6 Lys

более 21%

Ссылки

[90—92]

[92]

[93]

[90]

[94]

[94]

[95]

[95]

[96]



^ Овальбумин

I Цитохром с

Цитохром
с-552

Цитохром
с лошади

Миоглобин

00
СП

янтарный ангидрид"

тетранитрометан

уксусный ангидрид"

4-хлор-3,5-динитро-
бензойная кисло-
та

янтарный ангидрид

малеиновый ангид-
рид8

бромацетат

Lys* (19)

Туг (4)

Lyss (4)

Lys (19)

Lys

Lys

His (12)

ENHf -> ENHCCH2CH2CO©
II II

о о

SNO,

E-NH3® -* ENHCOCH3

Ν Ο 2 χ

E-NHf ^ E — N H - ^ ^ C 0 0 &

N O , /

ENH® -» ENHCCH2CH2CO£

О о

Ε—ΝΗ3® -• Ε—NHCCH=CHCO e

О О

.-Ν—CH2-CO-OCH3

до 66%

до 100%

2 остатка (7 и 60)
вдали от верха и
дна гемовой щели

до 95% (до 18 ос-
татков), по отно-
шению к денату-
рации мочевиной
стабильность не
изменяется

до 50—58%
(6—7 остатков)

1 остаток (увеличе-
ние Т'ден)

2 остатка (27 и 72)
на фронтальной
поверхности вбли-
зи экспонирован-
ной кромки гема
(образование но-
вых поверхност-
ных солевых свя-
зей)

более 66%
(Разворачивание глобулы

белка)

2 остатка (сильное разво-
рачивание)

Lys (13) наверху гемовой
щели (разрушение соле-
вой связи Lys(13)—
Glu (90) сильно уширя-
ет гемовую щель); лизи-
ны 8, 86, 87 наверху
щели (дестабилизация
вследствие уменьшения
электростатического по-
тенциала в этой области)

100%

модификация всех 19 ос-
татков

[97]

[98]

[99]

[29, 100,
101]

[102]

[103]

[104]



0 0 ТАБЛИЦА 1 {продолжение)

Белок
Модифицирующий

агент
Модифицируе-
мые остатки" Получаемые производные

Степени модификации

Не влияющие на струк-
туру и термостабиль-

ность

Повышающие
термостабилыюстьб

Разворачивающие и дестабили-
зирующие молекулу^

Ссылки

Миоглобин

β-Лактогло-
булин

Рибонуклеаза

иодацетамид

янтарный ангидрид Lys3 (16)

Глюкоамила-
за

янтарный ангидрид

уксусный ангид-
рид

N-ацетилгомоцисте-
интиолактон

акрилоилхлорид

Lys3 (11)

Lys

Lys

Lys

-Η— СНг—СО—NH2

E-NH® - ν E—NHCCHaCH2CO®

О О

Ε—ΝΗ? -» Ε—

о
II

о
Ε—ΝΗ ® -*Ε—NHCCH3

II
о

о
II

Ε—ΝΗ3® -^Ε—NHCCHCH 2 CH 2 SH

NHCOCHg

Ε—ΝΗ® -> Ε — N H C C H = C H 2

II

ο

до 50—58%
(β—7 остатков)

до 100% (по отно-
шению к денату-
рации мочевиной)

1—3 остатка (не-
большое увеличе-
ние стабильности
по отношению к
денатурации мо-
чевиной)

малые степени мо-
дификации: неко-
торая стабилиза-
ция

8 остатков: увели
чение стабильнос-

ти

от 4 до 10 остатков (мень-
шая стабильность);
более 10 остатков (раз-
ворачивание белка и в
отсутствие мочевины)

[104]

[102]

все 11 остатков

до 66% остатков более 66% остатков: ста-
бильность резко падает;
100% остатков: стабиль-
ность при 65° С умень-
шается в 2,5 раза

[102]

[105]

[106]

[107]



Пероксидаза
хрена

α-Амилаза

Миозин

Лактатдегид-
рогеназа

уксусный и энанто
вый ангидриды

тринитробензол-
сульфокислота

я-нитрофенилацетат'

|-нафтохинон-4-
сульфоновая кис-
лота

о-метилизомочевина

Lys(6),
ОН-группы

Туг (5),
Ser(25),
Thr (25),

и углеводных
остатков

Lys (6)

Lys

Lys

Lys

E--NH® -> E-NHCOCH2-R
Е - OH -* Ε—OCOR

E-NH3® - ENHCOCHg

E-NHf -* E--NH-cf1N"2

X N H 2

до 2-х остатков Lys,
до 30 поверхност-
ных ОН-групп

3—4 остатка Lys
(ниже 75° С km

падает с ростом
степени модифи-
кации) стабилиза·
ция за счет уси-
ления прочности
связи гем—белок

3 остатка те же эф-[
фекты, что и в
предыдущем слу-
чае

с ростом степени
модификации от
1 до 15 остатков
растет термоста-
бильность

Τ
4—5 остатков на

субъединицу: рез·
кое увеличение
стабильности (об-
разование более
прочных солевых;
связей между
СОО~ и введенны
ми группами гуа-
нидина); от 5 до
15 остатков: не-
значительное по-
вышение стабиль-
ности

6 остатков Lys, более 30
групп ОН (когда затра
гиваются и внутренние
ОН-группы)

6 остатков: уменьшение
стабильности (ослабле-
ние связи гем—белок)

с ростом степени модифи-
кации от 1,5 до 11,5
остатков, конформация
белка приближается к
денатурированной, рас-
тет km при т-рах ниже

67° С, АН*
уменьшаются

[34, 108,
109]

[108]

[110,111]

£112]

[ИЗ]



00
СП
00

ТАБЛИЦА 1 (окончание)

Белок

Лактатде-
гидрогена-
за

а- Химотрип-
син

Модифицирующий
агент

метил-4-гидрокси-З-
нитробензимидат

янтарный ангидрид

акролеин (с после-
дующим восста-
новлением NaBH4)

Модифицируе-
мые остатки"

Lys

Lys* (17)

Lys

Получаемые производные

NH®
/ /.—^

E-NH®-^E-NH-C —€ /-ОН
3 \ /

N0 2

Ε—ΝΗ® -» E-NHCCHaCHaCO©
II II

0 0

E-NH3® -» E-NH®-CHaCH=CHa

Степень модификации

He влияющие на
структуру и термо-

стабильность

до 50% модифика-
ции; при 100%
модификации:
структура близка
к нативной, не-
значительное по-
вышение стабиль-
ности

до 50%: небольшое
повышение ста-
бильности

Повышающие
термостабильность^

с ростом степени
модификации от
5 до 30 остатков
стабильность уве-
личивается в 2—
6 раз при 60° С

от 60 до 95%: рез-
кое увеличение
термостабильнос-
ти ( ~ в 20 раз)

от 50 до 95%: рез-
кое увеличение
термостабильнос-
ти (в —120 раз
при 95% модифи-
кации); причина:
изменение кон-
формации после
модификации

Разворачивающие и дестабили-
зирующие молекулу^

41 остаток на тетрамер:
стабильность уменьша-
ется в 86 раз при 60° С

более 95%: резкое паде-
ние стабильности ( ~ до
нативного)

более 95%: резкое паде-
ние стабильности (до на-
тивного)

Ссылки

[114]

[115, 116]

[116]

В скобках указано общее количество данных оотатков в белке.
^ В скобках приведены физико-химические причины, обуслорливаюшие данное изменение структуры и стабильности белка.
в В этих работах термостабильность не изучалась.
г При аЦиЛированни помимо NH2-rpynn Lys модифицируются SH-групгы Cys, ОК-группы Туг, Eer, Thr [117, 118], что не учитывалось авторами данных работ,
д Ε -* фермент или белок.
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Рис. 6. Схематическое представление различных типов функ-
циональных групп ферментов; модификации групп: 1 — I ти-

па, 2 — II типа, 3— III типа [121]

личными дикетонами. Нитрование или иодирование белков приводит к мо-
дификации остатков Туг и Тгр. Остатки Ser, Thr и ОН-группы углевод-
ных остатков в гликопротеидах ацилируются ангидридами и хлорангид-
ридами кислот. Бромацетат и иодацетамид модифицируют остатки His.
Карбоксильные группы остатков Glu и Asp модифицируются с помощью
карбодиимидов или реагента Вудворда [119, 120]. Указанные группы
белков используются и при ковалентной иммобилизации, причем изме-
нение стабильности биокатализатора может быть в большей степени
связано с модификацией его первичной структуры.

Одни и те же функциональные группы белков и ферментов играют
различную роль в стабилизации их нативной структуры в зависимости от
локализации в глобуле и от того, участвуют они или нет во внутримоле-
кулярных взаимодействиях, стабилизирующих или дестабилизирующих
макромолекулу. Можно выделить три типа функциональных групп, до-
ступных для модификации (рис. 6). Функциональные группы I типа рас-
положены на поверхности глобулы. Это хорошо гидратированные, по-
лярные или заряженные группы, которые в данных условиях не взаимо-
действуют друг с другом, а только с растворителем или ионами из рас-
твора. Функциональные группы II типа расположены на или вблизи по-
верхности белка. В нативном ферменте они имеют неблагоприятное
окружение (заряженные группы в гидрофобном окружении или в окру-
жении одноименно заряженных групп) и дестабилизируют белковую гло-
булу. Число групп этого типа в белке обычно невелико. Функциональные
группы III типа удалены от поверхности глобулы и образуют внутримо-
лекулярные солевые или водородные связи, стабилизирующие фермент.
Эти группы недоступны для модификации в обычных условиях и моди-
фицируются только при разрыхленной конформации белка (при повы-
шенной температуре, крайних значениях рН или в присутствии органи-
ческих растворителей).

Химическая модификация функциональных групп различного типа
будет по-разному влиять на структуру и стабильность фермента. Наблю-
даемый эффект будет также зависеть от природы остатков, вводимых в
фермент при модификации. Модификация групп I типа будет в общем
случае мало изменять конформацию и стабильность фермента, вне за-



висимости от природы модифицирующего агента и степени модификации.
Если же при этом в фермент вводится большое число объемных гидро- t

фобных или одноименно заряженных остатков, то может произойти ча-
стичное разворачивание молекулы и ее дестабилизация. В том же слу-
чае, когда введенные остатки образуют дополнительные нековалентные
связи (солевые, водородные) с соседними группами белка, стабильность
фермента может даже возрасти. Наибольшего эффекта стабилизации
следует ожидать при модификации групп II типа, когда снимаются взаи-
модействия, дестабилизирующие нативную конформацию. Именно при
модификации групп II типа большое влияние на термостабильность бу-
дут оказывать степень модификации, заряд и гидрофобность вводимых
остатков. Модификация групп III типа должна уменьшать термоста-
бильность фермента из-за разрушения внутримолекулярных связей, ста-
билизирующих его нативную конформацию. Структура фермента после
такой модификации приближается к денатурированной.

Следовательно, в зависимости от того, какую роль в поддержании на-
тивной структуры фермента играют те или иные функциональные груп-
пы, модификация этих групп либо не будет влиять на термостабильность
(группы I типа), либо будет стабилизировать (группы II типа) или де-
стабилизировать фермент (группы III типа). Можно ожидать, что для
каждого конкретного фермента соотношение между количеством групп
каждого типа различно. Малая степень модификации определенных
групп фермента соответствует скорее всего модификации групп I типа,
средняя — I и II типа, а при исчерпывающей модификации в ферменте
могут быть модифицированы также группы III типа. После модифика-
ции групп III типа в белке нарушается вся система внутримолекулярных
стабилизирующих взаимодействий, поэтому дестабилизирующий эффект
вследствие модификации этих групп будет перекрывать стабилизирую-
щее влияние модификации групп II типа.

Анализ данных табл. 1 показывает, что в общем случае возможны
три типа модификации функциональных групп белка: 1) модификация с
изменением заряда аминокислотных остатков, которая меняет электро-
статические взаимодействия групп на или вблизи поверхности белка, его
изоэлектрическую точку и, следовательно, может изменить конформацию
глобулы [89]; 2) модификация с введением гидрофобных групп в белок, j
которая может по-разному влиять на свойства белка в зависимости от '.
локализации и природы введенной гидрофобной группы, оказывая наи- |
большее влияние на конформацию, растворимость и поверхностные ха- i
рактеристики белка; 3) введение гидрофильных групп в молекулу бел- !
ка, которое мало влияет на его свойства, так как поверхность белковой j
глобулы гидрофильна. j

Проведенный выше анализ проблемы стабильности глобулярных бел- j
ков и особенностей строения т-белков позволяет сделать некоторые пред- \
положения о возможности стабилизации ферментов в результате их хи- \
мической модификации: 1) стабильность может увеличиться при образо- \
вании в белке после модификации даже малого числа дополнительных j
нековалентных связей; 2) большое стабилизирующее влияние будет ока- \
зывать модификация с введением заряженных групп, если возможно об- ι
разование дополнительных солевых связей; 3) замена аминогрупп Lys j
на аргининоподобные при амидировании или гуанидировании должна |
увеличивать стабильность белка; 4) при прочих равных условиях гидро- j
фобизация молекулы белка вряд ли может заметно повысить ее стабиль-
ность. Эти закономерности находят свое подтверждение на практике, как
будет показано ниже. j

Главной сложностью при анализе литературных данных является i
трудность сопоставления результатов, полученных различными автора- ί
ми на разных объектах, поскольку в литературе почти отсутствуют рабо-
ты по систематическому и всестороннему изучению влияния модифика- '
ции на структуру и стабильность белков. Авторы используют различные i
критерии стабильности, хотя единственно объективной мерой стабиль- j
ности, как уже отмечалось, может служить только А(/ден, а в случае не- \
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обратимой термоинактивации — AG^H . Для количественной характери-
стики процесса термоденатурации удобно использовать константу рав-
новесия (Дден), связанную с Ао д е н :

1П /Сден = Г^Г

а для необратимой термоинактивации — константу скорости — kZB, свя-
занную с AG^ea [3]:

h RT

где kB — константа Больцмана.
При сравнении термостабильности нативного и модифицированного

ферментов необходимо сравнивать температурные зависимости
АОден(/(ден) или AGj;H (Ки). Эффект стабилизации (Θ') при данной тем-
пературе определяется как отношение kau нативного фермента к kUIi мо-

дифицированного, т. е. θ '= —22£%. Если это отношение больше едини-
"ин.мод

цы, то модификация стабилизирует фермент при данной температуре,
если меньше — дестабилизирует. Чем больше AG%H, тем более стабилен
фермент (тем меньше £нн). Изменение AG^eH после модификации фер-
мента может быть обусловлено преобладающим изменением энтальпий-
ного члена (АН*) или энтропийного (AS*) согласно уравнению:

AGten = АНФ — TAS*

Величина АНФ определяется из экспериментально измеряемой энергии
активации процесса термоинактивации (Еа): АНф = Еа—RT. При изме-
нении Еа процесса термоинактивации после модификации фермента
можно наблюдать два возможных случая (рис. 7) [3, 86]:

Рис. 7. Гипотетические
аррениусовские зависи-
мости lg&HH для натив-
ного (/), модифициро-
ванного или иммобилизо-
ванного (2, 3, 4) фер-
мента; ΤΊ и Гг — изоки-
нетические температуры
для случая низкотемпе-
ратурной (7Ί) и высоко-
температурной (Т2) ста-

билизации [3]

1) увеличение Еа (и АНФ) для модифицированного фермента. В за-
висимости от масштаба изменения ΑΞΦ аррениусовские зависимости йи н

нативного и модифицированного ферментов пересекаются вне или в пре-
делах изученного температурного интервала (рис. 7, кривые 1 и 2). Мо-
дифицированный фермент будет более стабилен, чем нативный, при тем-
пературах ниже изокинетической. Эффект стабилизации будет возрас-
тать с уменьшением температуры. Это случай «низкотемпературной ста-
билизации» фермента;

2) уменьшение Еа (и АНФ) после модификации (рис. 7, кривые 1 и 3).
Эффект стабилизации будет наблюдаться лишь при температурах выше
изокинетической и будет тем больше, чем выше температура, при кото-
рой он рассматривается. Это случай «высокотемпературной стабилиза-
ции» [3].

Если после модификации величина АНФ мало изменяется, то эффект
стабилизации (дестабилизации) обусловлен лишь уменьшением или
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увеличением AS^. Следовательно, изучение температурных зависимо-
стей £И11 позволяет выявить те условия, в которых модифицированный
фермент стабильнее нативного и насколько (и наоборот). Знание темпе-
ратурных зависимостей /гин позволяет объективно оценивать эффекты
стабилизации (или дестабилизации) фермента после его модификации.
Недостаточная информативность многих литературных данных по ста-
бильности объясняется тем, что они были получены при одной темпера-
туре.

1. Анализ экспериментальных данных по влиянию
химической модификации на структуру

и термостабильность белков и ферментов

В данной главе рассмотрены работы по влиянию химической моди-
фикации монофункциональными агентами. Мы не останавливаемся на
результатах по модификации бифункциональными агентами, поскольку
на эффекты одноточечной модификации в этом случае накладываются
эффекты ковалентного межмолекулярного или межсубъединичного свя-
зывания, а также образования внутримолекулярных сшивок, что затруд-
няет однозначную интерпретацию результатов.

а) Влияние степени модификации на структуру
и стабильность белков и ферментов

Модификация —50% боковых остатков часто не изменяет конформа-
цию, гидродинамические свойства и константу седиментации белка
(табл.1). По-видимому, в этом случае модифицируются наиболее доступ-
ные поверхностные группы I типа. Для ряда белков и ферментов (цитохром
с, пероксидаза хрена, химотрипсин) при определенной степени модифика-
ции наблюдаются локальные изменения конформации, свидетельствую-
щие об увеличении числа и энергии внутримолекулярных связей [29, 108,
109, 116]. Одновременно отмечали увеличение стабильности макромоле-
кул: преобладающее увеличение АЯдеН по сравнению с А5де„ . В этом
случае, по-видимому, модифицировались группы II типа. Из табл. 1 вид-
но, что в белках и ферментах содержится очень мало групп II типа (от
одной до пяти). При высоких степенях модификации, затрагивающих
внутренние, маскированные в нативной конформации группы, которые
участвуют в главных стабилизирующих белок взаимодействиях, конфор-
мация макромолекулы резко изменяется, приближаясь к денатурирован-
ной. Стабильность белка уменьшается за счет преобладающего уменьше-
ния ДЯде,, над AS^H (табл. 1). Следовательно, в этом случае модифици-
руются функциональные группы III типа.

Наиболее часто для модификации используются различные ацили-
рующие агенты (табл. 1). Многие авторы a priori считают, что модифи-
цируются лишь ЫН2-группы Lys, однако SH-группы Cys, ОН-группы Туг,
Ser, Thr и углеводных остатков также легко ацшшруются [34, 117, 118],
и изменение свойств ацилированных белков может быть обусловлено мо-
дификацией всех указанных групп, а не только аминогрупп. С учетом
этого некоторые литературные данные могли бы иметь несколько иную
интерпретацию. Влияние степени модификации на стабильность изуче-
но лишь для небольшого числа белков и ферментов (табл. 1). На неко-
торых из этих работ следует остановиться подробнее.

Интересные результаты по влиянию степени модификации на струк-
туру и стабильность получены для цитохрома с — белка с известной тре-
тичной структурой. Стабильность цитохрома с определяется стабильно-
стью его конформации с закрытой структурой гемовой щели [29, 101] и
обусловлена двумя связями: солевой — между Lys (13) и Glu (90) «на-
верху» щели и водородной — между Lys (79) и карбонилом остатка (47)
на «дне» щели. Модификация Lys (13) приводит к резкому уширению
щели и дестабилизации белка (&ин увеличивается в диапазоне темпера-
тур 25—60°С). Модификация двух Lys, далеких от «дна» и «верха» ге-
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Рис. 8. Влияние числа модифицированных в-ЫНг-групп Lys (n)
в пероксидазе на АНФ необратимой термоинактивации и на
эффект стабилизации (0 = &цН, нат//гин, мод) при 50° С (а) и
на igAaH при 50° С (б) (рН 7,0); пероксидазу модифицирова-

ли энантовым ангидридом (/) и ТНБС (2) [121]

мовой щели, не влияет на конформацию и стабильность белка. Две
ЫН3

+-группы Lys на фронтальной поверхности молекулы дестабилизиру-
ют ее вследствие электростатического отталкивания, поэтому изменение
их заряда на противоположный стабилизирует цитохром с вследствие
уменьшения отталкивания или образования новых поверхностных соле-
вых связей. Модификация трех Lys, расположенных «наверху» щели в
области стабилизирующей белок солевой связи Lys (13)—Glu (90), не-
сколько уменьшает его стабильность вследствие конкуренции введен-
ных карбоксидинитрофенильных остатков, имеющих отрицательный за-
ряд, с Glu (90) за Lys (13) 129].

С увеличением степени модификации аминогрупп бактериальной а-
амилазы я-нитрофенилацетатом до 10,5 группы при 75° С термостабиль-
ность увеличивается L110J. Температурные зависимости kKn для а-ами-
лазы с различной степенью модификации пересекаются в одной точке,
при 67° С, и имеют Еа{АНф) меньше, чем нативный фермент,·и тем мень-
ше, чем выше степень модификации 1111J. Это означает, что при темпе-
ратурах ниже 67° С термостабильность ацетилированной α-амилазы ни-
же, чем нативной и тем меньше, чем выше степень модификации. Выше
67° С наблюдается обратная зависимость термостабильности от степени
модификации 1110]. Это пример «высокотемпературной стабилизации».
По мнению авторов L111], уменьшение АН*(AS*) процесса термоинак-
тивации с 83 до 46 ккал/моль при модификации 11,5 остатков Lys обу-
словлено изменением конформации фермента в направлении частично
развернутого активированного состояния.

Для пероксидазы хрена, как было показано нами, наблюдается «низ-
котемпературная стабилизация» после модификации остатков Lys три-
нитробензолсульфокислотой (ТНБС) или энантовым ангидридом [108].
Аррениусовские зависимости lg knH нативного фермента и пероксидазы
с различным числом модифицированных остатков Lys так же, как и для
α-амилазы, пересекаются в изокинетической точке ( — 75° С). Модифика-
ция двух аминогрупп почти не изменяет АЯ* и Δ5^ термоинактивации
фермента. Для пероксидазы с 3—4 модифицированными группами АНФ

и AS* намного больше, чем у нативной, и увеличиваются с ростом степе-
ни модификации (рис. 8). Стабильность таким образом модифицирован-
ной пероксидазы во много раз выше, чем нативной, при всех температу-
рах ниже 75° С, и разница в их стабильности тем больше, чем ниже тем-
пература денатурации. Например, при 50° С модифицированный фермент
в —100 раз стабильнее нативного. Модификация всех шести имеющихся
в пероксидазе остатков Lys уменьшает АНФ и ΑΞΦ термоинактивации и
соответственно термостабильность фермента (рис. 8). Таким образом мы
смогли выделить в пероксидазе три типа остатков Lys по их доступности
и роли в стабилизации глобулы: два остатка на поверхности фермента,
модификация которых не изменяет термостабильность независимо от
природы модифицирующего агента (группы I типа); два остатка, моди-
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фикация которых стабилизирует фермент, и эффект стабилизации зави-
сит от природы вводимых остатков (группы II типа); два остатка, рас-
положенные внутри глобулы, модификация которых дестабилизирует пе-
роксидазу (группы III типа). Увеличение термостабильности после моди-
фикации 3—4 остатков Lys коррелирует с изменениями в спектрах кру-
гового дихроизма пероксидазы, свидетельствующими об увеличении
прочности связи гем — белок после модификации [108, 109]. Такая взаи-
мосвязь понятна, ибо лимитирующей стадией процесса термоинактива-
ции пероксидазы является диссоциация гем-белкового комплекса с по-
следующей денатурацией и агрегацией апобелка.

При ацетилировании пероксидазы, как было показано нами [34], на-
ряду с остатками Lys при 0—22° С модифицируются также поверхност-
ные (до 30 групп) ОН-группы Туг, Ser, Thr и углеводной части фермен-
та, которые относятся к I типу: их модификация независимо от степени
не влияет на термостабильность фермента во всем исследованном интер-
вале температур (60—80° С) [34]. При повышенной температуре (40рС)
помимо поверхностных трех NH2- и ОН-групп (группы I и II типов) аци-
лируются внутренние: одна ОН-группа Туг и ОН-группы других остат-
ков (группы III типа). При этом стабильность пероксидазы снижается в
~ 8 раз при 50° С по сравнению с нативной и в 100 раз по сравнению с
пероксидазой с тремя ацилированными аминогруппами. Наблюдаемый
эффект дестабилизации обусловлен исключительно модификацией внут-
ренних ОН-групп фермента [34]. После удаления модификации с этих
групп с помощью гидроксиламина термостабильность фермента вновь
резко увеличивается (в 100 раз), т. е. становится такой же, как у перок-
сидазы с тремя модифицированными аминогруппами (рис. 8). Особен-
но важной для стабильности нативной пероксидазы является одна внут-
ренняя ОН-группа Туг.

Почти полная модификация аминогрупп α-химотрипсина янтарным
ангидридом мало изменяет структуру молекулы (как видно из спектров
поглощения и кругового дихроизма), а также его кинетические свойства
[115]. Термостабильность химотрипсина при алкилировании 60% его
аминогрупп акролеином и сукцинилировании увеличивается незначитель-
но. При 60—95% степени модификации термостабильность фермента рез-
ко возрастает (в 20 и 100 раз соответственно), а при полном замещении
аминогрупп — падает до уровня нативного фермента [116]. Авторы вве-
ли понятие о наличии в ферменте нескольких «ключевых» групп, моди-
фикация которых резко увеличивает его термостабильность.

Таким образом, структура и стабильность белков и ферментов суще-
ственно зависят от степени модификации их функциональных групп. Для
большого числа других белков зависимость термостабильности от степе-
ни модификации также проходит через максимум (табл. 1): для рибону-
клеазы L102, 105, 106], глюкоамилазы [107] и гуанидированной лактат-
дегидрогеназы [113, 114]. И почти в каждом белке можно выявить груп-
пы I, II и III типов.

Локальная химическая модификация, так же как точечные мутации,
позволяет выявить роль отдельных аминокислотных остатков в стабили-
зации нативной конформации белка. При трансаминировании N-концевая
аминогруппа основного панкреатического ингибитора трипсина заменяет-
ся на кетонную, при этом удаляется одна солевая или водородная связь.
В присутствии 6М гуанидингидрохлорида Тден понижается после моди-
фикации с 75 до 68° С, а при рН 1,0 ни нативный, ни модифицированный
белки не денатурируют до 82 С. Следовательно, солевая связь NH3

+. . .
. . .COO" стабилизирует ингибитор при нейтральных рН, но не при кис-
лых, где группа СООН протонирована. Авторы считают, что одна солевая
связь с энергией ~ 1 ккал/моль может играть важную роль в стабилиза-
ции нативной конформации ингибитора [122].

В панкреатическом ингибиторе проводили также три другие локаль-
ные модификации: 1) восстанавливали одну S—S-связь; 2) расщепляли
пептидную связь Lys—Ala; 3) удаляли остатки Ala (16) и Arg (17) из
активного центра. При этом наблюдали лишь локальные изменения кон-
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формации вблизи области модификаций, а общая конформация модифи-
цированных молекул соответствовала структуре нативного ингибитора
Стабильность же глобулярной конформации модифицированного белка
заметно уменьшалась, более быстрым становился обмен внутренних
амидных протонов белка с растворителем [123].

После восстановления связи S (14)—S (38) (соединение (I)) полу-
ченные SH-группы ингибитора модифицировали заряженными остатка-
ми: иодацетамидом (ввели нейтральную группу (соединение (II)); иод-
уксусной кислотой (ввели отрицательно заряженную группу (соединение
(III)); этиленимином (ввели положительно заряженную группу (соеди-
нение (IV)). Пространственные структуры восстановленного (I) и трех
модифицированных белков оказались почти идентичны, однако Гяен из-
менились: для (I) и (II) Гден = 76°С, для (III) Гден = 79°С, для (IV) Гден =
= 70° С. Таким образом, максимальная стабильность восстановленного
ингибитора достигалась при модификации SH-групп отрицательно заря-
женными группами, поскольку расщепляемая S—S-связь локализована
в положительно заряженном кластере из остатков Lys и Arg, и введен-
ные группы образуют с ними новые ионные пары, стабилизирующие бе-
лок. В то же время введение положительно заряженной группы по той
же причине дестабилизировало ингибитор [124].

Локальная химическая модификация наглядно демонстрирует тот
факт, что модификация групп, участвующих в стабилизирующих белок
взаимодействиях, уменьшает его стабильность. Повышение стабильности
белка после модификации наблюдается лишь при образовании новых до-
полнительных связей, в частности солевых.

б) Влияние природы вводимых при модификации остатков

Природа модифицирующего агента оказывает заметное влияние на
стабильность макромолекулы прежде всего при модификации групп
II типа. Возможные случаи модификации можно разделить на несколь-
ко групп: 1) модификация с сохранением заряда модифицируемых
групп; 2) модификация незаряженных остатков незаряженными агента-
ми; 3) модификация с изменением заряда модифицируемых групп; 4) мо-
дификация с изменением гидрофобное™ вводимых остатков.

Модификация с сохранением заряда модифицируемых групп. Для
модификации остатков Lys с сохранением их положительного заряда ис-
пользуются главным образом три реакции модификации. Амидинирова-
ние с помощью имидоэфиров:

E-NH+ + R'—Ο-Οζ -* E - N H - C ^ (1)

Гуанидирование о-метилизомочевиной:

E-NH+ + СН3О—С{ -*• Ε—ΝΗ— с( (2)
4 N H 3

 X N H 2

Модификация альдегидами с последующим восстановлением образовав-
шихся оснований Шиффа:

Е—NHJ + RCHO -> E - N = C H - R _ * ϋ ? ϊ ^ Ε — N H + - C H , - R (3)

В двух первых случаях в белок вводятся аргининоподобные группы, и
рК остатков Lys после модификации увеличивается с 10,5 до 12,5 [125].
В третьем случае первичная аминогруппа заменяется на вторичную, рК
которой несколько снижается.

Напомним, что повышенное содержание остатков Arg по сравнению
с остатками Lys характерно для многих т-ферментов (гл. II). Например,
для менее стабильных протеаз: свиного химотрипсина и трипсина соот-
ношение Arg : Lys составляет 4: 14 и 2: 14 соответственно. А для более
стабильной — эластазы соотношение Arg :Lys = 12:3 [126]. Поэтому
логично ожидать повышения стабильности белков и ферментов после
гуанидирования остатков Lys. Действительно, после модификации остат-
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ков Lys в семи белках из шести различных классов о-метилизомочевиной
стабильность их увеличивается (возрастает AG процесса внутреннего и
внешнего тритиевого обмена). Это обусловлено уменьшением конформа-
ционной подвижности локальных сегментов белковой структуры [126].

Гуанидирование 15 остатков Lys в лактатдегидрогеназе не приводит
к заметным изменениям конформации белка, но значительно увеличива-
ет термостабильность фермента, что, по мнению авторов, обусловлено

+

образованием солевых связей СОО~ . . . NH2 = C(NH2)E как внутри
субъединиц, так и между ними [113]. Несколько меньший эффект ста-
билизации наблюдали при ацетамидинировании того же фермента [127].
Модификация же лактатдегидрогеназы формальдегидом с последующим
восстановлением азометиновых связей уменьшала ее термостабильность
и даже вызывала частичную диссоциацию тетрамера [128]. Таким обра-
зом, на примере лактатдегидрогеназы выявляется важная роль солевых
связей в стабилизации этого белка: чем выше заряд на модифицирован-
ных остатках Lys, тем сильнее электростатические взаимодействия, ста-
билизирующие макромолекулу.

Ацетамидинирование ряда других ферментов: термофильной глут-
аминсинтетазы [129] и пероксидазы [34] также увеличивало их термо-
стабильность, при этом наблюдались лишь локальные изменения кон-
формации белка. Увеличение стабильности трипсина после ацетамиди-
нирования Lys объяснялось, в частности, и уменьшением его автолиза
[130].

В то же время избыточное гуанидирование белков путем превраще-
ния их СООН-групп в аминогруппы с последующей модификацией о-ме-
тилизомочевиной должно, по-видимому, приводить к их дестабилизации
вследствие электростатического отталкивания большого числа положи-
тельно заряженных групп, как было показано для химотрипсиногена
[131].

Таким образом амидинирование и гуанидирование белков, полностью
сохраняющее их физико-химические свойства, может быть простым и
удобным общим методом их стабилизации. Механизм стабилизации со-
стоит, по-видимому, в том, что аргининоподобные остатки имеют боль-
шую, чем Lys гидрофильность, что уменьшает возможность нахождения
их внутри гидрофобного ядра молекулы по сравнению с Lys. Аргининопо-
добные остатки увеличивают жесткость белковой глобулы, и, имея боль-
шее, чем Lys значение ρ/С, образуют более прочные солевые связи в
белке [126].

Менее однозначные результаты получены при изучении стабильности
белков, в которых остатки Lys подвергали восстановительному алкили-
рованию (реакция (3)).

Так, модификация аминогрупп пропионовым или глутаровым альде-
гидом уменьшала термостабильность химотрипсина при 60° С в 1,5—3 ра-
за в зависимости от рН, а модификация акролеином увеличивала его
термостабильность в 100 раз в тех же условиях [116, 132]. Модификация
глутаровым альдегидом уменьшала термостабильность трипсина [133],
но увеличивала термостабильность гликогенфосфорилазы Ъ [134] и
β-глюкозидазы [135]. К сожалению, данные по стабильности белков, мо-
дифицированных глутаровым альдегидом, трудно интерпретировать
из-за сложности и неоднозначности процессов, происходящих при моди-
фикации [88].

В общем случае нужно отметить, что при алкилировании аминогрупп
белков сохраняется их положительный заряд, но вводятся гидрофобные
остатки, нахождение которых на поверхности макромолекулы часто не-
выгодно. После модификации уменьшается также и способность амино-
группы образовывать солевые связи. По-видимому, это и есть главные
причины уменьшения термостабильности большинства белков и фермен-
тов после восстановительного алкилирования.

Модификация незаряженных остатков незаряженными агентами.
В данном случае речь идет прежде всего о модификации полярных ОН-

1876



групп остатков Ser, Thr, Туг, остатков ароматических аминокислот и
углеводных групп в гликопротеидах. Основные используемые для этой
цели реакции: 1) ацилирование ангидридами монокарбоновых кислот;
2) окисление углеводных остатков; 3) нитрование или иодирование ос-
татков Туг или Тгр.

Ацилирование до 30 поверхностных ОН-групп ангидридами моно-
карбоновых кислот в пероксидазе хрена не влияет на ее термостабиль-
ность [34].

Многие растительные белки и ферменты содержат ковалентно свя-
занные углеводные остатки, образующие полярную «шубу» для макро-
молекул, которая защищает их от протеолиза и стабилизирует их тре-
тичную структуру [136]. Поэтому, как правило, окисление углеводных
остатков периодатом натрия или удаление их с помощью ферментов
уменьшает термостабильность гликопротеидов: инвертазы [136], цел-
люлазы из термофильных грибов [77], т-глюкозидазы из Mucor miehei
УН-10 [137], каталазы [138]. Эффект дестабилизации, как и следовало
ожидать, зависит от степени модификации углеводных остатков. Напри-
мер, дегликозилирование 20% углеводных остатков в каталазе A. niger
не влияет на стабильность фермента, а после окисления 40% углеводных
остатков 7V за 10 мин уменьшается с 75 до 72° С [138]. Эффект деста-
билизации для глюкозооксидазы, 50% углеводных остатков которой
окислены периодатом, обнаруживается только в присутствии денатури-
рующих агентов: додецилсульфата натрия или мочевины. В этом случае
АНФ фермента уменьшается в 1,3 раза [139, 140]. В некоторых случаях,
как, например, для пероксидазы хрена, окисление углеводных остатков
не изменяет термостабильности фермента [141].

С другой стороны, ковалентное присоединение к белкам и фермен-
там полисахаридов всегда, как правило, увеличивает их термо- и рН-
стабильность, устойчивость к протеолизу [2, 3]. Причина универсального
стабилизирующего действия ковалентно связанных с белком полиолов
становится ясной при изучении влияния добавок сахарозы и других по-
лиолов на стабильность белков в растворе. Установлено, что растворы
Сахаров — менее благоприятный растворитель, чем вода, для аромати-
ческих и алифатических аминокислот [142]. Сахара увеличивают по-
верхностное натяжение воды и повышают ее структурированность вбли-
зи поверхностных аминокислотных остатков белка тем больше, чем
больше экваториальных ОН-групп в их молекуле. Это делает термодина-
мически менее выгодной развернутую (денатурированную) конформа-
цию макромолекулы и сдвигает равновесие между нативным и денату-
рированным белком в сторону нативного, что приводит к увеличению
Δί/деа [143]. Таким образом, стабилизация белков в растворе Сахаров
или после их ковалентного присоединения обусловлена усилением вну-
триглобулярных гидрофобных взаимодействий. Стабилизирующее дей-
ствие добавок глицерина реализуется по иному механизму: глицерин
понижает поверхностное натяжение воды и взаимодействует главным
образом с полярными группами на поверхности белковой молекулы
[143]. Увеличение концентрации глицерина в растворе белка приводит
к уменьшению АЯдеН (и ASJH ) цитохрома Р-450 [144, 145].

Нитрование термолизина тетранитрометаном уменьшает в два раза
его активность и термостабильность, а процент содержания α-спирали
не изменяется. Показано, что в ферменте модифицируются остатки Туг
и Тгр, которые, вероятно, находятся в гидрофобной области молекулы,
поэтому модификация их с введением нитрогруппы дестабилизирует фер-
мент [146].

Модификация с изменением заряда модифицируемых групп. Измене-
ние заряда (снятие или замена на противоположный) функциональных
групп белка происходит при модификации заряженных остатков Lys,
Arg, Glu, Asp и при ацилировании ангидридами дикарбоновых кислот

•7У2 — температура, при которой ипактивирустея 50% фермента за определен-
ный выбранный промежуток времени.
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полярных остатков Ser, Туг, Thr. Модификация, изменяющая знак моди-
фицируемой группы, дает возможность выявить влияние как общего за-
ряда молекулы, так и локального электростатического взаимодействия
на структуру и стабильность белка. Заряженные и полярные остатки
находятся, как правило, на поверхности глобулы белка и могут участво-
вать в локальных взаимодействиях, стабилизирующих или дестабилизи-
рующих нативную конформацию молекулы. Поскольку солевые связи
как внутри глобулы, так и вблизи поверхности макромолекулы играют
существенную роль в ее стабилизации, то их образование или разруше-
ние в результате модификации должно сильно отразиться на стабиль-
ности. Большинство работ по влиянию модификации на стабильность
белков и ферментов посвящено ацилированию их аминогрупп, положи-
тельный заряд которых снимается или заменяется на противополож-
ный. Такая модификация может затрагивать также SH- и ОН-группы
[118].

Одними из первых были работы по изучению стабильности ацилиро-
ванного трипсина [147—149]. Эти данные, правда, нелегко интерпрети-
ровать однозначно, так как блокировка аминогрупп Lys в трипсине
кроме всего прочего уменьшает автолиз, за счет чего увеличивается
стабильность фермента [147]. Например, ацетилтрипсин более стабилен,
чем нативный, в щелочной среде при 25° С, но менее стабилен в кислой.
Термостабильность его также ниже, чем нативного фермента. Модифи-
кация трипсина различными ангидридами моно- и дикарбоновых кислот
показала, что при одинаковой степени модификации аминогрупп при
100° С и рН 5,5 наименее стабильны производные монокарбоновых кис-
лот. Стабильность увеличивается в ряду: ацетил-, пропионил-, бутирил-,
диэтилацетил-, фталил- <С β-сульфопропионил-<итаконил-<нативный <.
<сукцинил-<цитраконилтрипсин [148, 150]. Сукцинилтрипсин ста-
бильнее нативного также и при р Н > 5 . По мнению авторов, электроста-
тическое отталкивание введенных одноименно заряженных СОО~-
групп — фактор, стабилизирующий фермент. В то же время ацилирова-
ние оказывает малое влияние на денатурацию трипсина мочевиной [149].
Таким образом, снятие заряда с аминогрупп уменьшает термостабиль-
ность трипсина, а замена на отрицательный заряд — несколько увеличи-
вает.

Ацетилирование щелочной фосфатазы повышает ее термостабиль-
ность при 30° С и рН от 4,0 до 11,0. Авторы считают, что защитный
эффект ацетилирования при щелочных рН — общий эффект для многих
белков, который удивителен тем, что ацетилирование сильно увеличива-
ет и без того большой при щелочных рН общий отрицательный заряд
молекулы фермента [151]. Ацилирование увеличивает стабильность тер-
молизина [152], но уменьшает термостабильность субтилизина и ферре-
доксина [153, 154].

Инвертазу из пекарских дрожжей модифицировали цитраконовым
ангидридом, ацетимидоэфиром и карбодиимидом в присутствии этилен-
диамина. Замена знака в группах NH 3

+ и СОО~ на противоположный
существенно дестабилизировала фермент (65е С), а модификация с
сохранением положительного заряда на аминогруппах — не влияла на
стабильность. Авторы делают вывод, что нативная структура инвертазы
стабилизируется солевыми связями NH 3

+ . . . СОО~, разрушение кото-
рых при модификации либо амино-, либо карбоксильных групп дестаби-
лизирует фермент [155].

При одинаковой степени модификации NH2-rpynn α-химотрипсина
наибольший стабилизирующий эффект оказывает модификация фермен-
та акролеином (сохраняется положительный заряд) [116, 153]. Мень-
шая стабилизация наблюдается при ацилировании уксусным, янтарным,
цитраконовым ангидридами, возможно, из-за того, что, в отличие от
первой модификации, помимо NH2-rpynn в ферменте были ацилированы
и другие функциональные группы, модификация которых могла дестаби-
лизировать фермент.
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Термостабильность пепсина увеличивается при 30° С в 10—20 раз
(в зависимости от избытка используемого нуклеофила) при модифика-
ции его СООН-групп с помощью карбодиимида и метилового эфира гли-
цина. Стабилизация фермента обусловлена уменьшением общего отри-
цательного заряда после модификации, поскольку нативный пепсин
быстро денатурирует при рН 7,0 вследствие электростатического оттал-
кивания большого числа отрицательно заряженных СООН-групп [156].

Снятие заряда в результате модификации с остатка лизина (13), об-
разующего солевую связь, которая является главной для поддержания
закрытой структуры щели гема в цитохроме с, полностью дестабилизи-
рует белок. В то же время модификация со снятием заряда с остатков
Lys, дестабилизирующих нативный белок, делает гемовую щель более
закрытой [29].

При каждой степени модификации аминогрупп лактатдегидрогеназы
из сердца свиньи нейтрализация положительного заряда после модифи-
кации их метил-4-гидрокси-З-нитробензимидатом (аминофенолятная
форма) (табл. 1), так же как и ацетилирование, сильно дестабилизирует
фермент. В то же время аминофенольная форма модифицированных
аминогрупп (сохраняется положительный заряд) увеличивает стабиль-
ность фермента, так же как его ацетамидинирование и гуанидирование
[114].

Снятие положительного заряда практически со всех аминогрупп ма-
латдегидрогеназы после ацетилирования или модификации метил-4-гид-
рокси-3-нитробензимидатом на 16—17 и 7° соответственно уменьшает Т</,
(за 20 мин) фермента. Уменьшение стабильности, по-видимому, обуслов-
лено нарушением межсубъединичиых взаимодействий, в которых участ-
вуют остатки Lys [157].

Влияние заряда на аминогруппе на термостабильность пероксидазы
из хрена определено из сравнения стабильности фермента, четыре амино-
группы которого были модифицированы ацетимидатом, масляным, ян-
тарным и малеиновым ангидридами [34, 158]. Ацетамидинирование,
сохраняя положительный заряд на аминогруппе, добавляет небольшой
по объему метальный остаток и удлиняет «ножку» у положительного за-
ряда примерно на 1,5 А. После модификации масляным ангидридом по-
ложительный заряд аминогруппы исчезает, а при сукцинилировании и
малеинировании вводится отрицательный заряд. Все три типа введен-
ных остатков имеют сходное строение. После ацетамидинирования АНФ

процесса термоинактивации пероксидазы и, следовательно, термоста-
бильность при температурах ниже 75° С несколько увеличивается; в
2,5 раза увеличивается после модификации масляным ангидридом и в
3 раза — после модификации янтарным и малеиновым ангидридами. Это
объясняется уменьшением не общего, а локального положительного за-
ряда макромолекулы. Возможно, две аминогруппы пероксидазы нахо-
дятся в гидрофобной полости или в положительно заряженном кластере
групп и дестабилизируют нативную структуру фермента. Модификация
их со снятием положительного заряда или введением отрицательного
способствует образованию в молекуле дополнительных солевых связей,
увеличивающих прочность связи гем — белок, т. е. термостабильность
фермента. Даже незначительное удлинение «ножки» у положительного
заряда аминогруппы после ацетамидинирования несколько увеличивает
термостабильность пероксидазы. В то же время появление отрицатель-
ного заряда у большого числа поверхностных ОН-групп пероксидазы при
сукцинилировании не влияет на термостабильность фермента [34].

Таким образом, данные по модификации функциональных групп с
изменением заряда показывают различную роль заряженных аминокис-
лотных остатков в стабилизации нативной структуры ферментов.
В трипсине, субтилизине, инвертазе, лактат- и малатдегидрогеназе ами-
ногруппы остатков Lys участвуют в образовании внутримолекулярных
солевых связей или в поддержании пространственной структуры натив-
ного фермента. Снятие заряда с этих групп дестабилизирует ферменты.
Наоборот, в ряде ферментов: пероксидазе, цитохроме с, химотрипсине,
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Рис. 9. Зависимость стабильности ферментов от гидрофобности вводимых
при модификации остатков, η — число С-атомов в остатке для модифици-
рованных производных типа: ENHCnH2n + i для фосфорилазы b (la) [159],
E(NHCOCnH2n+i)4 для пероксидазы хрена (2а) [86, 108] E(NHCOC r l + 8-
•Η2η + ΐ7θ5-η)7 для термолизина (36) [152] и E(NHCOCnH2 n+i)ii для ри-
бонуклеазы (46) [162]; в качестве меры стабильности использовали эф-
фект стабилизации (6 = АИн, пат/йин, мод) при 50° С (7а) и 90°С (36), эн-
тальпию процесса денатурации (АНяен

ф) (2а) и среднюю температуру де-
натурации (Гден) (46)

пепсине и др. выявлены амино- или карбоксильные группы, дестабили-
зирующие нативный белок вследствие неблагоприятных электростати-
ческих взаимодействий. Их модификация с изменением заряда позволяет
достигнуть высоких эффектов стабилизации (до 100 раз для пероксида-
зы и химотрипсина).

Влияние гидрофобности вводимых остатков. При одной и той же сте-
пени модификации и при использовании модифицирующих агентов со
сходной химической структурой в ряде работ проанализировано влияние
гидрофобности вводимых остатков на стабильность белков и ферментов.
Для выяснения этого влияния в «чистом» виде более корректно сравни-
вать свойства не нативного и модифицированных ферментов, а членов
ряда модифицированных ферментов между собой, которые отличаются
друг от друга лишь длиной включенных в них углеводородных остатков.
Хотя число работ, посвященных этому вопросу, невелико, они позволяют
выявить общую зависимость термостабильности ферментов от гидрофоб-
ности введенных групп, имеющую вид кривой с максимумом (рис. 9).
Такие зависимости были получены для фосфорилазы b [159], α-амилазы
[ПО], пероксидазы хрена [86, 108] и термолизина [152], доступные
аминогруппы которых были алкилированы или ацилированы рядом аген-
тов с различной гидрофобностью. Во всех случаях наблюдалось увеличе-
ние термостабильности ферментов после их модификации (производные
типа E(NHR)n или E(NHCOR)n, где п — постоянно для каждого фер-
мента, a R — варьируется).

В фосфорилазе Ь — 10% остатков Lys модифицировали альдегидами
монокарбоновых кислот (от С2 до С7), восстанавливали азометиновые
связи с помощью NaBH4 (при этом сохранялся положительный заряд на
аминогруппе). Термостабильность при 0 и 50°С увеличивалась с ростом
длины углеводородного остатка R в ряду производных E(NHR)n от С2

до С5, а далее уменьшалась (рис. 9). При использовании полярного —
глицеринового альдегида стабилизирующий эффект почти не наблюдал-
ся [159].

Для бактериальной α-амилазы, аминогруппы которой были модифи-
цированы и-нитрофениловыми эфирами монокарбоновых кислот (С,, С7,
CiS), наибольший эффект стабилизации наблюдался при введении груп-
пы СП3-, а для С7- и С)5-производных стабильность уменьшалась с рос-
том длины углеводородного остатка [ПО]. Поскольку данные для других
производных в этом ряду отсутствуют, то не известно, какова должна
быть оптимальная для стабилизации длина углеводородного остатка.
Возможно, что она находится в диапазоне от Ci до С7.
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В ряду препаратов ацилированной ангидридами монокарбоновых
кислот пероксидазы (производные E(NHCOR)4, где R = C n H 2 n + 1 ), термо-
стабильность (ДЯда„) увеличивается с ростом вводимого углеводород-
ного остатка R от С, до С3, а при дальнейшем возрастании R от С3 до С6

АЯден уменьшается (рис. 9). Каждый последующий член ряда отлича-
ется от предыдущего лишь добавлением четырех СН2-групп. Инкремент
А(АЯде„ ) на одну метиленовую группу составляет 1,5—2 ккал/моль
[86, 108].

Гидрофобность вводимых остатков можно варьировать не только из-
менением их размера, но и путем замены гидрофильных групп в R на
гидрофобные. Так, например, семь доступных аминогрупп термолизина
модифицировали рядом производных нормальных карбоксильных кис-
лот (производные E(NHCOR)7, где R = Cn + 8H2 n + 1 7O r,_n). Увеличение гид-
рофобности в этом ряду достигалось за счет замены эфирной группы на
метиленовую. Метиленовая группа увеличивает гидрофобность амино-
кислотного бокового остатка ~ на 0,7 ккал/моль, а эфирная группа
уменьшает ее на ~0,7 ккал/моль. Таким образом, замещение одной
эфирной группы на метиленовую увеличивает гидрофобность остатка на
-~1,4 ккал/моль. Гидрофобность остатков увеличивается при изменении
η от 1 до 5. При п = 4 и 5 получаются нерастворимые и малоактивные
производные, которые далее не исследовались. Термостабильность дру-
гих производных при п = 1 — 3 при 80 и 90° С изменялась как показано
на рис. 9, т. е. проходила через максимум при п= 1 [ 152].

Несомненно, что гидрофильность поверхности ферментов важна для
их растворимости и проявления каталитической активности в водных
растворах. Во всех рассмотренных случаях наибольшая стабилизация
белков достигается при определенной и сравнительно небольшой длине
углеводородного остатка R: для пероксидазы — при С3, для фосфорила-
зы — при С5 (рис. 9). По-видимому, взаимодействие введенных углево-
дородных остатков оптимальной для каждого фермента длины с его
близлежащими гидрофобными группами приводит к наибольшей стаби-
лизации третичной структуры белка. Когда же размеры R начинают пре-
вышать размеры гидрофобной полости в молекуле фермента, то частич-
ное экспонирование остатка R в раствор, термодинамически невыгодное,
приводит к уменьшению эффекта стабилизации (АН%Н уменьшается),
а в некоторых случаях — к дестабилизации. Аналогичные эффекты ста-
билизации различных. белков отмечались при солюбилизации ими не-
больших количеств углеводородов [160, 161]. Зависимость АН тепловой
денатурации белков в присутствии углеводородов также проходит через
максимум, и инкремент А(АЯ) на одну СН2-группу солюбилизированно-
го углеводорода составляет —2 ккал/моль.

Зависимость термостабильности от гидрофобности вводимых остатков
проходит через максимум, т. е. введение гидрофобных остатков опреде-
ленных размеров в белок может стабилизировать его только в том слу-
чае, когда сама по себе модификация не уменьшает стабильность фер-
мента (или увеличивает ее). В тех же случаях, когда модификация де-
стабилизирует фермент, увеличение длины гидрофобных остатков приво-
дит к прогрессирующему, хотя и не очень значительному, уменьшению
стабильности макромолекулы. Например, для рибонуклеазы, модифици-
рованной различными сукцинимидами (производные E(NHCOR)U, где
R = C n H 2 n l i), термостабильность резко уменьшается при использовании
производного С,. Рост остатка R от С, до С, приводит лишь к незначи-
тельному дальнейшему уменьшению термостабильности фермента
(рис. 9). По мнению авторов, дестабилизация фермента после модифи-
кации сходна с денатурацией рибонуклеазы спиртами [162].

Введение очень объемных гидрофобных остатков в любом случае,
независимо от того, стабилизирует или дестабилизирует фермент сама
по себе данная модификация, будет сильно уменьшать его стабильность.
Несмотря на то что ацетамидинирование лактатдегидрогеназы стабили-
зирует фермент [127], при использовании очень объемного гидрофобного
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агента: метил-ε (1Ч-2,4-динитрофенил) -аминокапроимидата термостабиль-
ность модифицированного фермента становится меньше, чем у нативно-
го. Это обусловлено сильной гидрофобизацией глобулы фермента и
нарушением благоприятных для стабильности связей остатков Lys с
другими вследствие введения больших и объемных заместителей, не-
смотря на сохранение у них положительного заряда [163]. Таким обра-
зом, введение больших по размерам гидрофобных остатков может свести
на нет стабилизирующее действие модификации.

Не всегда наблюдаемое изменение термостабильности ферментов
после модификации связано с влиянием гидрофобности вводимых остат-
ков. Например, ацилирование α-амилазы различными N-гидроксисукци-
нимидами и 1-гидроксибензтриазолом увеличивает термостабильность
фермента при 60° С в ряду: нативная α-амилаза (Е—NH2) ^диметилкар-
бомоилированная (Е—NHCON(CH3)2), этоксиформилированная
(Е—NHCOOC2H5) <формилированная (Е—NHCHO) <ацетилирован-
ная (E = NHCOCH3) <диметилпропаноилированная (Е—NHCOC(CH3)3).
Увеличение термостабильности в этом ряду коррелирует не с изменением
гидрофобности вводимого остатка, а с ослаблением донорности амидно-
го азота [164].

В заключение следует отметить, что «чистый» вклад гидрофобности
вводимых остатков в наблюдаемый эффект стабилизации — дестабили-
зации модифицированных ферментов весьма невелик по сравнению с эф-
фектами локального или общего изменения заряда молекулы. Например,
для пероксидазы ацетилирование четырех аминогрупп увеличивает
АНФ термоинактивации в два раза (от 30 до 65 ккал/моль), а дополни-
тельный вклад в стабильность (в увеличение АНФ) введенных четырех
СН2-групп не превышает 6—8 ккал/моль.

2. Физико-химические закономерности изменения
стабильности ферментов после их химической

модификации и иммобилизации

Данные предыдущего параграфа ясно показывают, что химическая
модификация функциональных групп ферментов, не входящих непосред-
ственно в активный центр, монофункциональными агентами может ока-
зывать сильное влияние на их структуру и стабильность. Рассмотренные
работы подтверждают гипотезу о существовании в белках и ферментах
трех типов функциональных групп, модификация которых по-разному
влияет на их структуру и стабильность.

Изменение термостабильности ферментов в результате их химиче-
ской модификации является следствием локальных или общих изменений
в пространственной структуре белка, в конформационной подвижности
отдельных фрагментов полипептидной цепи. Несмотря на значительное
изменение стабильности белка, вариации в его структуре часто могут
быть столь невелики, что не всегда обнаруживаются из анализа спект-
ров поглощения, флуоресценции или кругового дихроизма [127, 129, 165,
166]. Стабильность белков поэтому является наиболее чувствительным
тестом на любое изменение их структуры [7, 86].

Взаимосвязь между изменениями структуры и термостабильности
после химической модификации, вклад групп белка различного типа чет-
ко прослежен лишь для нескольких ферментов, например для пероксида-
зы из хрена [34, 86, 108, 109]. Модификация групп I типа (до 30 поверх-
ностных ОН-групп и двух e-NH2-rpynn Lys) не влияет на структуру и-
стабилыюсть пероксидазы, независимо от степени модификации. Моди-
фикация двух других e-NH2-rpynn Lys (группы II типа) со снятием поло-
жительного заряда уменьшает конформационную подвижность белка в
гемсвязывающей области, что отражается в КД-спектрах пероксидазы.
Следствием этого является заметное увеличение стабильности фермента.
Наконец, модификация внутренних ОН- и e-NH2-rpynn (III типа) приво-
дит к уменьшению интенсивности полос гема и ароматических аминокис-
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лот в КД-спектрах, что свидетельствует об ослаблении связи гем-белок
и приближении структуры фермента к термоденатурированной. Термо-
стабильность такого фермента ниже, чем нативного [108].

Анализ литературных данных показывает, что, как и в случае белков
и ферментов из термофильных источников (гл. II), главной причиной по-
вышения стабильности модифицированных ферментов является образо-
вание дополнительных связей (солевых, водородных) внутри и на по-
верхности молекулы, усиление гидрофобных взаимодействий в белке, а
также упрочение связи белка с простетическими группами, ионами ме-
таллов и т. д.

Анализ температурных зависимостей &ин нативных и модифицирован-
ных (в том числе иммобилизованных) ферментов показывает, что эф-
фект стабилизации изменяется в зависимости от температуры. Термин
«стабилизация» имеет смысл только для конкретной температурной об-
ласти. Вряд ли возможна «абсолютная стабилизация», т. е. случай, когда
отношение kmi нативного и иммобилизованного фермента одинаково в
достаточно большом интервале температур. Это возможно только тогда,
когда АЯден нативного и модифицированного фермента одинаковы, а
AS^H модифицированного фермента меньше, чем нативного, на ощути-
мую величину. Однако во всех известных в литературе случаях АЯд е н

и ASHeH (АЯден и ASBen) процесса термоденатурации ферментов изменя-
ются симбатно после их химической модификации или иммобилизации.
Это объясняется, по-видимому, существованием для белковых систем в
растворе эффекта компенсации, который определяется скорее всего свой-
ствами воды [167]. Этот эффект состоит в том, что несмотря на большие

изменения АЯден (или Δ # ^ Η ) величины AGaeH (или AG^H) после хими-
ческой модификации или иммобилизации ферментов в большинстве слу-
чаев мало изменяются из-за компенсирующего действия энтропийного
члена T-AS^H. Увеличение AGnen происходит либо за счет большего
роста ДЯДеп, чем AS,,eH, либо за счет более сильного уменьшения ASa e H

чем АЯдев.
На рис. 10 приведена экспериментальная компенсационная зависи-

мость между АЯ̂ ен и А5деН термоинактивации для ряда нативных и мо-
дифицированных ферментов. Связь между АЯдеН и Δ5^Η указывает
существующие пределы варьирования этих параметров при изменении
природы модифицирующего агента (или носителя для иммобилизован-
ных ферментов) или при различных степенях модификации. Все точки на
компенсационной зависимости, лежащие левее точек, соответствующих
нативным ферментам, соответствуют препаратам модифицированного
или иммобилизованного фермента, для которых АЯ е̂н и AS^H меньше,
чем у нативного. Такие препараты стабильнее нативных при температу-
рах выше изокинетической («высокотемпературная стабилизация»). Все
препараты, для которых точки лежат справа от точки, соответствующей
нативному ферменту, обладают большими АЯ е̂„ и Δ5^Η, чем нативный.
Эти соединения стабильнее нативного фермента при температурах ниже
изокинетической («низкотемпературная стабилизация»). Если для раз-
личных производных фермента изокинетические температуры близки, то
модифицированные ферменты будут тем стабильнее при температурах
ниже изокинетической, чем больше для них АЯ~Н . Так как нативный и
модифицированный (иммобилизованный) ферменты имеют различные
температурные зависимости /г1Ш (/<д(111), то в общем случае всегда сущест-
вует температурная область, где стабильнее нативный фермент, и об-
ласть, где стабильнее модифицированный или иммобилизованный фер-
мент (см. рис. 7). При приближении к изокинетической точке различие
в стабильности нативного и модифицированного ферментов уменьшается,,
а вдали от нее — возрастает.

Работы по сравнению кинетических и термодинамических парамет-
ров термоинактивации нативных и модифицированных белков и фермен-
тов показывают, что во многих случаях эти параметры меняются парал-
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Рис. ΙΟ. Компенсационная зависимость между АН* и АБФ термоинактивации раство-
римых (нативных и модифицированных) и иммобилизованных ферментов; / — перок-
сидаза хрена: нативная (а), иммобилизованная в полиакриламидном геле (б), моди-
фицированная (четыре NH2-rpynnbi) уксусным (в), пропионовым (г), масляным (д),
валериановым (е), энантовым (ж), янтарным (з), малеииовым (и) ангидридами, моди-
фицированная энантовым ангидридом (к— две NH2-rpynnbi, л—три NH2-rpynnbi), три-
нитробензолсульфокислотой (м — три МН2-группы, н — шесть NH2-rpynn); конъюгаты
пероксидазы с альбумином (п — фракция Ι, ρ — фракция II); 2 — люцифераза светля-
ков: нативная (а), иммобилизованная на ультрагеле (б), ультрадексе (в), целлофане
(г), сефарозе (д), активированных бромцианом; 3 — α-химотрипсин: нативный (а),
растворимые конъюгаты с декстраном (б), с альгинатом натрия (в), иммобилизован-
ный на КМ-целлюлозе {г)\ 4 — β-галактозидаза: нативная (а), модифицированная
красителем (б) и затем сорбированная на ДЭАЭ-сефадексе (я) по данным [39, 86, 108,

158, 168, 169, 172, 175, 178]

лельно [20, 39, 168]. Увеличение или уменьшение А//ден и Δ5^Η термо-
инактивации ферментов после их химической модификации или иммоби-
лизации может объясняться изменением их термодинамической стабиль-
ности и, следовательно, изменением относительного вклада различных
факторов, которые определяют термодинамическую стабильность белко-
вой глобулы фермента в растворе.

Стабилизация ферментов в растворе после химической модификации
их функциональных групп обусловлена, как правило, увеличением
AWj.H и А5^ен термоинактивации. Это «низкотемпературная стабили-
зация» ферментов при температурах ниже изокинетической (рис. 7, кри-
вые 1 и 2), которая находится, как правило, выше 50° С. Химическая
модификация ферментов, приводящая к усилению внутримолекулярных
взаимодействий в глобуле, увеличивает AGAeH модифицированного фер-
мента по сравнению с нативным, и тогда AGaeH. мод—АСде„, Η.·ιτ>0. Образо-
вание дополнительных внутримолекулярных связей при модификации
увеличивает АЯдеи, а введение дополнительных остатков — А5д е п (глав-
ным образом за счет увеличения конформационной энтропии). Чем боль-
ше рост АЯ„еп преобладает над ростом А5де„, т. е. чем больше образует-
ся дополнительных связей при введении данного числа остатков, тем
выше лежит изокинетическая температура для нативного и модифициро-
ванного ферментов, и тем шире интервал экспериментальных темпера-
тур, где AGaeHi M 1 1,>AGn e H, нат, т. е. модифицированный фермент стабиль-
нее нативного. Аналогично изменяются в этом случае и активационные
параметры термоденатурации фермента после химической модификации.
Если в результате химической модификации происходит усиление вну-

1884



тримолекулярных взаимодействий в глобуле фермента за счет образова-
ния дополнительных связей, то А//^ен и Д5ден модифицированного фер-
мента больше, чем нативного. В этом случае наблюдается «низкотемпе-
ратурная стабилизация» (рис. 7, кривые 1 и 2). При увеличении темпе-
ратуры инактивации как в нативном, так и в модифицированном фермен-
тах происходит ослабление внутримолекулярных стабилизирующих взаи-
модействий и увеличение конформационной энтропии (Л5^нф)(стр. 1856).
В результате этого разность AGJ.H,MOA— AG^.HiHaT становится тем меньше,
чем выше температура инактивации, и равна нулю при изокинетической
температуре. При температурах выше изокинетической нативный фер-
мент становится стабильнее модифицированного.

Если в результате модификации произошло разрушение стабилизи-
рующих фермент взаимодействий (в частности, при модификации групп
III типа), то структура его становится близкой к денатурированной.
После модификации АН£ен и AS^H уменьшаются (рис. 7, кривые 1 и 3),
однако в силу преобладающего уменьшения Δ//^Η над А5ден в этом слу-
чае изокинетическая температура высока, и модифицированный фермент
имеет меньшую стабильность, чем нативный, практически во всем экспе-
риментальном интервале температур.

Стабилизация ферментов после иммобилизации при многоточечном
взаимодействии с носителем (ковалентном и нековалентном) обусловле-
на, как правило, преобладающим уменьшением Δ5^,, над уменьшением
ДЯда, термоинактивации. Это «высокотемпературная стабилизация»
ферментов [39, 169—178] (табл. 2). Уменьшение А#д~ен и AS^eH (А# д е„
и А5Ден) после иммобилизации ферментов можно объяснить следующим
образом. При взаимодействии фермента с матрицей (образовании внеш-
них связей) нарушаются связи внутри его молекулы, что сопровождает-
ся уменьшением АЯдСн. Одновременно с этим в силу ковалентного и
нековалентного закрепления полипептидной цепи в нескольких точках
происходит уменьшение Δ5ΙΙυΗφ. Чем сильнее уменьшение AS(AS^) (чем
больше точек связывания фермента с носителем) по сравнению с АН,
тем ниже лежит изокинетическая температура для нативного и иммоби-
лизованного ферментов и тем больше интервал экспериментальных тем-
ператур, в котором иммобилизованный фермент стабильнее нативного,
тем больше эффект стабилизации (АСДе„,и„м—АОде11,„ат) при температурах
выше изокинетической (рис. 7, кривые 1 и 4). Вероятно, при многото-
чечной иммобилизации белок закрепляется в конформации, близкой к
денатурированной [168, 176]. Это может быть одной из главных причин
низкой активности ферментов после их многоточечной иммобилизации.
В случае отсутствия внешних связей фермента с носителем (при вклю-
чении в полимерный гель) термодинамические параметры денатурации
могут не изменяться [174].

Ферменты, функционирующие в мембранных структурах, в водных
растворах могут иметь конформацию, отличающуюся от нативной. Для
таких белковых макромолекул при удачном выборе носителя после им-
мобилизации структура будет ближе к нативной, чем в растворе. И сле-
дует ожидать, что для такого иммобилизованного фермента величины
АЯда„ и А5деН возрастут. Подобный экспериментальный факт мы
наблюдали, например, для люциферазы светляков, иммобилизованной
на полисахаридных носителях [175]. Для фермента в растворе АН%п
составляла 35 ккал/моль, а для иммобилизованного на сефарозе —
54 ккал/моль [175]. Подобных эффектов следует ожидать и для других
ферментов, функционирующих в природе в иммобилизованном состоя-
нии.

* *

Во многих случаях модификация ферментов монофункциональными
агентами заметно повышает устойчивость биокатализаторов к действию



ТАБЛИЦА 2

Изменение термодинамических параметров обратимой и необратимой
термоянактивации ферментов в результате их модификации

или иммобилизации

Фермент
ДЯ°,

ккал/моль ккал/моль AS 0 , э, е = , э.е
Эффект стаби-

лизации(9)а Сс ылки

Пероксидаза
нативная
модифицированная ан-

гидридами монокар-
боновых кислот

включенная в полиак-
риламидный гель

а-Химотрипсин0

нативный
включенный в полиак-

риламидный гель
включенный в полиме-

такрилатный гель

а-Химотрипсин
нативный
растворимоиммобилизо-

ванный: на сополиме-
ре акриловой и ма-
леиновой кислот

на полималеиновой кис-
лоте

Трипсин
нативный
иммобилизованный на

сепароне с глюкозой
на целлюлозе

β-Галактозидаза
нативная
иммобилизованная на

ДЭАЭ-сефадексе

Декстрансахараза6

нативная
иммобилизованная на

аминированном стек-
ле

Глюкоамилаза6

нативная
иммобилизованная на
сульфопропилсефадексе

Люцифераза светляков
нативная
иммобилизованная на

ультрагеле
на BrCN-сефарозе

—

—

—

—

223
110

97

30
10

—

—

—

—

—

31
64—87

20

109
14

34

165
38

61

67
45

23.

121
73

90
25

99
64

35
12

54

—

—

—

692
346

304

93
30

—

—

—

—

—

14
110—178

—10

259
—36

21

435
44

117

142
62

—6

282
142

223
6

228
126

40
—3

100

1,0(56)
32—90(56)

0,06(56)

1,0
120(60)"
Г1.=48°С
680(60)"
7\=41°С

1,0
0.14(60)6

7^ = 70° С

1,0
7,5(35)
Г,=29°С

1,0
0,12(57)
7\=70°С

1,0
0,25(25)

72(25)

[86,108[
[86,108]

[169]

[170]
[170]

[170]

139]
[39]

[39]

[171]
[171]

[171]

[172]
[172]

[173]
[173]

[174]
[174]

[175]
[175]

[175]

В скобках указана темперагура, при которой измерялся эффект стабилизации, в °С
„.™ ·• Величины ДЯ 7 ^ и AS^ и эффект стабилизации (Θ) рассчитаны нами из температурных зависи-
мостей lg Аин^ приведенных в данных работах.

Величины рассчитаны на основании экстраполяции, сделанных авторами данной работы.
£ f j — изокинетическая температура.

температуры, экстремальных рН и органических растворителей. В боль-
шинстве случаев эффект стабилизации не превышает 10—20 раз, но в
некоторых случаях — достигает 100 и более раз [108, 116]. Для дости-
жения максимального эффекта стабилизации следует учитывать те за-
кономерности, которые были выявлены из анализа, проведенного в дан-
ном обзоре. Модификация ферментов с введением углеводных остатков,



амидинирование, гуанидирование, как правило, увеличивают стабиль-
ность ферментов (в худшем случае — не уменьшают). Наиболее сильное
влияние на стабильность оказывает модификация с изменением заряда
функциональных групп. Кроме того, следует избегать модификации
внутренних групп (III типа) фермента, используя для модификации как
можно более мягкие условия (низкие температуры, минимальные кон-
центрации органических добавок), высокой степени модификации и вве-
дения в фермент слишком объемных гидрофобных остатков.

При разработке методов стабилизации путем химической модифика-
ции необходимо получать данные о термостабильности ферментов в ши-
роком интервале температур в зависимости от степени модификации,
природы модифицируемых групп и модифицирующего агента. Такой ана-
лиз позволяет не только оптимизировать условия получения, но и при-
менения биокатализатора. Как было показано выше, химически моди-
фицированные растворимые ферменты чаще более стабильны при темпе-
ратурах ниже 50—60° С. Для работы при более высоких температурах
(60—70° С) целесообразнее использовать ферменты, иммобилизованные
на полимерных матрицах, для которых характерна высокотемпературная
стабилизация, хотя нередко иммобилизация сопровождается снижением
каталитической активности, в частности из-за приближения структуры
фермента к денатурированной.

Весьма перспективным является использование нескольких аддитив-
ных стабилизирующих воздействий, что позволяет достичь наибольших
эффектов стабилизации [34].
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