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Проблема взаимосвязи структуры и стабильности белков включает в
себя два основных вопроса. Во-первых, как выявить те молекулярные осо-
бенности строения белков, которые ответственны за их стабильность? Во-
вторых, как, зная общие молекулярные причины стабильности, изменить
структуру конкретного белка, чтобы увеличить его стабильность, т. е. ста-
билизировать его? В настоящем обзоре сделана попытка представить совре-
менное состояние как первой — фундаментальной, так π второй — приклад-
ной сторон этой проблемы.
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I. ВВЕДЕНИЕ

Проблема взаимосвязи структуры и стабильности белков является
одной из ключевых в современной белковой химии [1]. Только ее реше-
ние позволит вплотную подойти к реализации давнишней мечты иссле-
дователей, работающих в области белковой химии: предсказать [1, 2]
пространственную структуру белка, исходя из его известной аминокис-
лотной последовательности, и попытаться синтезировать [3] молекулы
белковой природы с заранее заданными свойствами.

С другой стороны, одна из центральных задач химической (инженер-
ной) энзимологии состоит в том, чтобы создать стабилизованные фер-
ментные препараты для различных технологических областей [4—11].
Путь к созданию стабилизованных ферментов наметился несколько де-
сятилетий тому назад, когда многие лаборатории в мире стали выяс-
нять и изучать молекулярные механизмы или, по крайней мере, моле-
кулярные причины инактивации белка, см. обзоры [12, 13]. Лишь после
этого «подготовительного этапа» стало возможным непосредственно при-
ступить к разработке методов целенаправленного воздействия на струк-
туру ферментов, чтобы подавить эти рапсе установленные инактиваци-
оппые механизмы. Наибольшего развития пока достигли химические и
физические методы стабилизации ферментов, см. обзоры [14—19]. Од-
нако нет сомнений, что предложенный недавно биологический подход
(применение методов генетической инженерии) [20—22] заслуживает

не меньшего внимания.
В настоящем обзоре рассмотрен весь этот химико-физико-биологиче-

ский комплекс взаимосвязанных вопросов. Излагаемый материал раз-
делен на три несколько обособленных раздела. Сперва кратко обсужде-
ны экспериментальные и теоретические подходы, используемые для
установления взаимосвязи между стабильностью белков и их структу-
рой. Затем рассмотрены сами молекулярные причины стабильности бел-
ков. Этот вопрос неоднократно поднимался в литературе, по крайней
мере со времен работ Бресслсра и Талмуда [23]. Современный уровень
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проблемы достаточно полно отражен в недавних публикациях, напри-
мер, в монографии Шульца и Ширмера [1]. Поэтому здесь мы попыта-
емся главным образом ответить на вопрос: что нужно сделать с белком
(как заменить его структуру), чтобы придать ему большую стабиль-
ность. И наконец, в последнем разделе показано, как это в настоящее
время можно сделать, т. е. рассмотрены экспериментальные методы по-
лучения высокостабнльных биокатализаторов.

И. ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ПОДХОДЫ К ВЫЯСНЕНИЮ
ВЗАИМОСВЯЗИ МЕЖДУ СТРУКТУРОЙ И СТАБИЛЬНОСТЬЮ БЕЛКОВ

Решить проблему взаимосвязи структуры и стабильности белка в
наиболее общем виде означает: рассчитать свободную энергию белка,
исходя из его пространственной структуры. В принципе, для этого мож-
но было бы попытаться рассчитать по отдельности энергию каждого из
стабилизирующих (водородные связи, гидрофобные, электростатические
и дисперсионные взаимодействия, и т. п.) и дестабилизирующих (в пер-
вую очередь, неблагопрятный энтропийный вклад напряженной конфор-
мации) факторов и просуммировать их. К сожалению, сделать это кор-
ректно не удается [I, 24]. Причина в том, что вклад каждой из пере-
численных выше компонент в свободную энергию белка составляет де-
сятки-сотни ккал/моль [25, 26]. Это много, если учесть, что белки в
целом характеризуются относительно низкой стабильностью; экспери-
ментально определяемая свободная энергия стабилизации (нативной
формы по отношению к денатурированной) для подавляющего большин-
ства глобулярных белков составляет величину от 5 до 15 ккал/моль
[27].

Другой общий (экспериментальный) путь решения задачи состоит в
следующем: выбирают два различающихся по стабильности белка и,
сравнивая их структуры, пытаются выяснить, какие структурные осо-
бенности отвечают за повышенную стабильность одного из них. Встает
однако вопрос: какую пару белков выбрать для сравнения? Если взять
два произвольных белка, то они по своей стабильности с большой веро-
ятностью окажутся в среднестатистическом диапазоне значений свобод-
ной энергии: 5—15 ккал/моль. Следовательно, различия в стабильности
будут мизерные, и их вряд ли удастся отождествить с какими-то опре-
деленными особенностями структуры, особенно на фоне больших струк-
турных различий, характерных для функционально отличающихся бел-
ков.

Эта же особенность строения белков (малые различия в стабильно-
сти на фоне большого структурного разнообразия) приводит, по-види-
мому, к тому, что работы обобщающего характера [28—31] имеют от-
носительно малую предсказательную ценность. Иными словами, попыт-
ки проанализировать известные структуры нескольких десятков белков,
чтобы найти корреляцию между их стабильностью и некоторыми общи-
ми структурными параметрами (гидрофобностью [28—30J, объемом
[30] или содержанием тех или иных аминокислотных остатков [31]),
не дали однозначных выводов.

Наиболее плодотворным оказалось сравнение стабильности белков,
достаточно близких друг к другу по структуре. Таким структурным
родством характеризуются, как правило, белки, выполняющие одну и
ту же биологическую функцию.

Типичный эксперимент по выяснению взаимосвязи между структу-
рой и стабильностью состоит из трех этапов. Сперва выбирают два (или
несколько) функционально родственных белка из разных источников и
получают их в максимально чистом виде. Затем сравнивают следую-
щие характеристики белков: 1) аминокислотные составы и первичные
структуры; 2) пространственные трехмерные структуры и показатели
их конформационной изменчивости; 3) устойчивость к действию обрати-
мых денатуратов и к необратимой инактивации; 4) зависимость функ-
циональной (каталитической) активности от температуры.
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И наконец, пытаются скоррелировать полученные количественные ха-
рактеристики стабильности (такие как температура обратимой денату-
рации, оптимальная температура ферментативной активности, значе-
ния равновесных или кинетических параметров денатурации — AG, АЯ и
AS и т. п.) с теми структурными различиями, которые удалось выявить.

Откуда берут функционально родственные, но различающиеся по
стабильности белки? Прежде всего их находят в природе. Во-первых,
это родственные белки из разных мезофильных источников. Во-вторых,
проводят сравнение родственных белков из термофилов и мезофилов.
И, в-третьих, сравнивают белки диких штаммов с мутантно изменен-
ными белками. Объекты для исследования получают также искусствен-
ным путем. Для этой цели в настоящее время используют три метода:
«сайт-направленный» мутагенез, иммобилизацию и химическую моди-
фикацию. Рассмотрим, какую информацию для изучения взаимосвязи
структуры и стабильности белков удается получить, применяя каждый
из этих подходов.

1. Гомологичные белки мезофильных организмов

Сравнение структуры ферментов, выполняющих одинаковые функции
у эволюционно отдаленных организмов, давно используют для выясне-
ния механизмов ферментативного катализа [32]. Однако для изучения
взаимосвязи структуры и стабильности белков этот подход применяется
значительно реже. Дело в том, что различия в первичных структурах
родственных мезофильных белков могут быть весьма большими. Напри-
мер, у двух наиболее различающихся белков семейства глобинов только
16% всех аминокислотных остатков занимают в первичных структурах
одинаковые положения [33]. С другой стороны, различия в стабильно-
сти гомологичных белков, как правило, очень незначительные — не бо-
лее 1—3 ккал/моль. Поэтому возникает почти непреодолимая задача,
которая уже обсуждалась выше: как интерпретировать маленькие из-
менения в стабильности на фоне больших различий в структуре.

Тем не менее, сравнение гомологичных белков мезофильных организ-
мов дает некоторую полезную информацию о взаимосвязи их структу-
ры и стабильности [33—36]. Во-первых, иногда удастся найти такие
родственные белки, которые отличаются всего лишь 1—2 аминокислот-
ными остатками, что естественно облегчает задачу по выяснению их ро-
ли в стабильности сравниваемых белков [19]. Во-вторых, нередко уда-
ется выявить «инвариантные положения» в белках (замена аминокис-
лотных остатков в этих положениях недопустима, поскольку приводит
к разрушению структуры). Как правило, инвариантные положения на-
ходятся либо во внутренних участках глобулы [33—36], либо в облас-
тях межсубъединичных контактов [36] и соприкосновения соседних
а-спиралей [33]. К инвариантным также относятся аминокислоты, уча-
ствующие в координации гема [34], а также фрагменты активных цен-
тров ферментов [36].

2. Сравнение белков из термофильных и мезофильных организмов

О существовании жизни в экстремальных условиях известно с дав-
них пор, историю развития проблемы, см. [37]. Только в середине
60-х гг. удалось показать, что устойчивость микроорганизмов к экстре-
мальным условиям, как правило, связана с повышенной стабильностью
составляющих их биомакромолекул, в первую очередь, белков [38].

Поиск различий в структурах родственных термофильных и мезо-
фильных белков имеет то преимущество перед сравнением между собой
мезофильных объектов, что диапазон различий в их стабильности го-
раздо шире, и, следовательно, выше вероятность обнаружить те струк-
турные различия, которые существенны для стабильности. К настояще-
му времени выделены в высокоочищениом виде около ста термофильных
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белков и изучены их свойства. Молекулярные причины повышенной ста-
бильности термофильных белков обсуждены в ряде обзоров и моногра-
фий [19, 37—49].

3. Мутантно измененные белки и белки диких штаммов

Под действием неблагоприятных внешних воздействий, химических
агентов, облучения и некоторых других факторов в природе происходит
явление, так называемого, мутагенеза [50]. На уровне клеток и целых
организмов мутагенез выражается в изменении морфологии и функции
и зачастую приводит к вырождению. На молекулярном уровне проис-
ходит замена нуклеотидов, включение новых или пропуск отдельных
оснований (или даже больших областей генома). В результате синтези-
руются белки с измененной структурой: с заменой одного (наиболее
частый случай) или нескольких аминокислотных остатков на другие;
с полипептидной цепью, разделенной на ряд ковалентно не связанных
между собой фрагментов, или, наоборот, с ковалентно сшитыми поли-
пептидными цепями [50J.

Сравнение структур мутантных белков и белков диких штаммов ак-
тивно используется при выяснении механизмов ферментативного ката-
лиза [51, 52], в частности, для выявления существенных в катализе ами-
нокислотных остатков [53]. Используя этот подход, удалось получить
также информацию о роли отдельных аминокислот и более сложных
структурных факторов в стабильности белков; некоторые примеры см.
в обзоре [19].

4. Искусственно измененные белки

Существуют, по крайней мере, три пути получения искусственно из-
мененных белков: сайт-направленный мутагенез (с привлечением аппа-
рата генетической инженерии), иммобилизация и химическая модифи-
кация.

а) Метод сайт-направленного мутагенеза

Этот метод состоит в том, что, используя манипуляции на уровне ге-
нов, для белков с известной третичной структурой получают аналоги,
отличающиеся заменой всего лишь одного аминокислотного остатка в
строго заданном положении L54] 1. Последние достижения в сайт-на-
правлеппом мутагенезе [20, 55] сделали метод доступным для ряда ла-
бораторий. Так, мутантно измененные белки «искусственного происхож-
дения» стали использовать для изучения роли определенных аминокис-
лотных остатков в катализе [56]. Этим путем получены ферменты с
улучшенной активностью и измененной субстратной специфичностью
[57, 58]. Как и в случае мутантов природного происхождения, белки с
заменой аминокислотных остатков в определенном положении, получен-
ные искусственным (генетически инженерным) путем, могут дать ин-
формацию о роли отдельных структурных элементов также и в ста-
бильности белков.

б) Иммобилизация ферментов

Ее следует понимать прежде всего как способ существенного ограни-
чения подвижности молекул белков (или их фрагментов) в пространст-
ве или относительно друг друга [59—61]. В последние годы этот метод
активно используется в биотехнологии [4—11], в частности, для стаби-
лизации ферментов [14—19J. Бытует однако мнение, что иммобилиза-
ционный метод хорош только для решения чисто прикладных задач, но
не дает новой информации для фундаментальной науки. Это мнение
основано на давнишнем предубеждении, что в результате иммобилиза-
ции структура фермента изменяется по сравнению с нативной. Однако
в последние годы физическими методами было показано, что это далеко

1 Методический аппарат сайт-направленного мутагенеза будет рассмотрен ниже.
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не так: во многих случаях в результате иммобилизации конформация
ферментов вообще не изменяется или меняется лишь незначительно,
см. обзор [62]. Более того, выбрав подходящий метод иммобилизации,
можно быть уверенным, что конформации нативного и иммобилизован-
ного ферментов будут близки [62]. Поэтому иммобилизованные фер-
менты оказались удачными моделями при изучении целого ряда процес-
сов in vivo [62, 63]. Они также дают полезную информацию о взаимо-
связи структуры и стабильности белков. Так, с помощью иммобилиза-
ции была выявлена важная роль в стабильности белка флуктуации его
структуры.

в) Химическая модификация белков

Этот метод используется как подход не только к стабилизации фер-
ментов [64—66], но и к выяснению взаимосвязи между структурой и
стабильностью белков [19, 66].

Основная проблема при использовании модификационного подхода
в том, чтобы получить препарат белка, в котором промодифицирована
лишь одна определенная функциональная группа (или определенный
ряд групп). Сложность такой целенаправленной модификации задана
тем, что функциональные группы белков проявляют одни и тот же тип
реакционной способности: все они потенциально нуклеофилы и доноры
или акцепторы протонов (табл. 1). Поэтому модификация белков
«•в лоб» произвольным реагентом приводит к конкуренции разных функ-
циональных групп белка за этот реагент и обычно заканчивается неуда-
чей— неспецифической модификацией. Тем не менее успехи в селектив-
ной модификации привели к тому, что практически для любой из функ-
циональных групп белков найдено несколько реагентов, затрагивающих
лишь эту определенную группу (примеры в табл. 1). Более того, даже

Таблица 1

Функциональные группы в белках, которые могут быть подвергнуты
специфической модификации [72]

Группа

α-COOH

β-COOH

γ-COOH

"к )
—SH

ct-NH,

ε-ΝΗ2

-<1>-°н

- N H - G f
X NH 2

—ОН

\У\

I II Ji
\/\N/

Η
— S — C H 3

АМИНОКИСЛОТНЫЙ
остаток

Концевая
аминокислота

Asp

Glu

His

Cys

концевая
аминокислота

Lys

Туг

Arg

Ser, Thr

Trp

Met

Значения рКа

<1 —6,8

<l-6,8

<l-6,8

6,4-7,5

8,0—9,5

7,3->12

7,3—>12

9,4—> 12

11,5—>12

>12

> 1 2

—

Примеры селективных
реагентов *

Карбодиимид -;- нук-
леофил

то же

диэтилпирокарбонат

N-этилмалеи.чид;
дисульфиды

дансилхлорид; метил-
ацетимидат

то же

тетранитрометан;
N-ацетилимидазол

2,3-бутандион;
фенилглиоксаль

—•

N-бромсукцинимид

хлорамин Т; Н2О2

• Взяты из [89].
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Таблица 2
Реакции обратимой защиты аминокислотных остатков в белках

Амино-
кислота Реакции Ссылки·

Met

Тгр

Туг

Ser, Thr

Are

His

Cys

Lys

окисление RSH
—b—CM3 —— » S—CH 3 > — S — C H 3PH IIРНЗ ||

HCOOH
НС1

рНЮ

I
H-C=O

Ν Η Ϊ Ο Η

Υ
он

Υ
о-с-сн»

о'н

о

сЧ-с/
-ОН -О-С-(СНА-С00Н

о
- О Н

Πι
-NH-CC

ΝΗ

NH.

Πι
Υ

Ν с °
ΝΗ,

^ - C H 2 - S - C I
-Ν

ΝΗ2ΟΗ

_ S H -S-S-R

PhCH2SO2

ί-^-SH

CHj—C=CH

О

» -NH-C-C=CH-COOH • р Н 4|°-> -NH,

о1

[90]

[91]

[92J

[931.

[94J·

[951·

[961

[97J

для реагентов, обладающих групповой специфичностью, часто удается
подобрать условия, при которых избирательно модифицируется толька
один тип аминокислотных остатков. Для этого либо варьируют значе-
ние рН (поскольку реакционной способностью обладает, как правило,
лишь одна из форм — протежированная или депротонированная), либо
используют реакции обратимой модификации (табл. 2), с помощью ко-
торых предварительно блокируют конкурирующие за реагент другие
группы белка.

Потенциал метода химической модификации воистину огромен [67—
89]. Однако в приложении его к изучению взаимосвязи между струк-
турой и стабильностью белков имеется ряд методических трудностей,
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которые зачастую носят принципиальный характер. Рассмотрим наибо-
лее важные из этих затруднений и постараемся наметить пути их пре-
одоления.

1. Существует опасность, что модификация затронет инвариантные
элементы белковой структуры и приведет к нежелательным конформа-
ционным изменениям вплоть до денатурации белка [72, 84]. Чтобы про-
верить такую возможность, продукт химической модификации необхо-
димо проанализировать физическими методами и выяснить, различа-
чаются ли конформации пативного и модифицированного белков.
В случае таких различий необходимо сменить модифицирующий агент.

2. Иногда модификацию белков приходится проводить в довольно
жестких условиях, при которых могут протекать нежелательные побоч-
ные процессы (табл. 3). Чтобы избежать побочных реакций, нередко
приходится предварительно защищать «уязвимые» функциональные
группы (см. табл. 2), а после проведения модификации «защиту сни-
мать» в мягких условиях.

Таблица 3

Нежелательные побочные реакции при модификации
функциональных групп в белках [84]

Функциональная группа

Пептидная связь
»

SH-Группа
S—S-Связь

»
S—СНз метионина
Амидная группа
О-Гликозильная группа
О-Фосфатная группа

Условия

рН
рн

8-12
1—5

окисление
восстановление
рН 8—12
окисление
рН
рн
рН

8—12
8—12
8-12

Результат

гидролиз
N—О-ацильный сдвиг
S—S-связь, S—О-кислоты
SH-группы, новые S—S-связи
гидролиз, β-элиминирование
оксипроизводное
гидролиз
β-элиминирование
β-элиминирование

3. Только в редких случаях удается промодифицировать белок так,,
чтобы в нем оказался затронутым лишь один определенный аминокис-
лотный остаток. Обычно в результате химической модификации получа-
ют набор производных белка, различающихся как по числу промодифи-
цированных групп, так и по порядковым номерам в первичной структу-
ре остатков, затронутых модификацией. Это естественно приводит к су-
щественной неоднородности продуктов химической модификации белков
[72, 84]. Сложность разделения продуктов задана тем, что модифици-
рованные белки зачастую слабо отличаются друг от друга по физиче-
ским свойствам (заряд, молекулярный вес, форма и т. п.). Здесь осо-
бенно полезным должен оказаться метод высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии [98].

4. Еще одна серьезная проблема состоит в том, как идентифициро-
вать продукты химической модификации белка. Для этой цели наибо-
лее часто используют метод аминокислотного анализа. Метод однако
имеет тот недостаток, что обработку белка перед непосредственным оп-
ределением аминокислотного состава проводят в весьма жестких усло-
виях (концентрированная НС1, температура выше 100°), чтобы прогид-
ролизовать все пептидные связи. При этом, естественно, рвутся и дру-
гие химические связи (менее прочные, чем пептидные) и химически раз-
рушаются некоторые аминокислоты. Поэтому идентификацию ряда ами-
нокислот (Cys, Trp, Met) и продуктов некоторых типов химической мо-
дификации (окисление, ацилирование), либо вообще невозможна мето-
дом аминокислотного анализа, либо дает неточные результаты [85, 86].
К счастью, это затруднение преодолевают [85], используя некоторые
методические ухищрения (например, конкурентные реакции за функ-
циональные группы или метод радиоактивных индикаторов).

Другой способ преодолеть эту сложность — определить степень мо-
дификации в мягких условиях. Хорошим подспорьем для этого являют-
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Таблица 4

—SH

\ /

- N H

_ / =

+ "OOC~^

/
1 +BrC

\MT Τ /

N02
\

N

2+HO3S-^~

N0 2

= \ _ 0 H + №

/
|| +

N0 2

OH
\

Ъ—NO

^N—N<

' /
NO2

-J -\
NO2

2 >— NH

7 C H = N H

,ΟΗ=ΝΗ Ν

4 4 N== N N

Спектрофотометрическое определение
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—COO" -* — S — S — / "4—COO" -| -

NO2

/ 4

I \
\ /\ /=

\ » и т / \/птг X
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\
NO2

NO2
\

NO2

-4Z>-°H

^ - N ^ X H = N H

\ ,CH=NH
Ν Ν Η / 4 - Ν = Ν - Ν

X N = N

некоторых

/
NO2

функциональных

Ч-соо-

групп в белках

λ, им

412

410

420
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Молярное
поглощение

13 601.»

18 000

13 000

13 800

20 500

Ссылки

[99]

[100]
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ся реакции спектрофотометрического титрования оставшихся пепромо-
дифицированными функциональных групп белков с помощью хронофор-
ных реагентов (некоторые примеры см. в табл. 4). Для определения
точного места локализации модифицированного аминокислотного остат-
ка используют методы установления первичной структуры [103].

Таким образом возникающие трудности удается, в принципе, преодо-
леть и можно приступить к поиску взаимосвязи между стабильностью
и структурой белка. Эксперимент необходимо начинать со сравнения
конформаций нативного и модифицированного белков. Дело в том, что
иногда увеличение [104, 105] или уменьшение [106, 107] стабильности
белков в результате химической модификации обусловлено именно кон-
формацнонными изменениями. Такие данные имеют ограниченную цен-
ность, поскольку их трудно интерпретировать и еще труднее предска-
зать.

Чаще всего приходится иметь дело с продуктом химической модифи-
кации, который хотя и не отличается копформационно от нативного
белка, но его стабильность ниже или выше. Для выяснения молекуляр-
ных причин (де)стабилизации используют следующие методические
приемы.

Увеличение степени модификации (числа промодифицированных
функциональных групп). Если (де)стабилизационный эффект изменя-
ется при этом монотонно (плавно), то это скорее всего означает, что в
белке при модификации не возникают (или не исчезают) какие-то спе-
цифические взаимодействия, например, солевые мостики или водород-
ные связи. Иначе наблюдаемая зависимость имела бы дискретный вид:
действительно, трудно представить, чтобы модификация каждого после-
дующего остатка генерировала или разрушала бы солевой мостик или
водородную связь. Более вероятно, что плавный вид зависимости
(дс) стабилизационного эффекта от степени модификации отражает рав-
номерное изменение какого-либо интегрального параметра глобулы
(гидрофобности или поверхностного заряда).

Изменение длины модифицирующего агента при заданной степени
модификации. Для этой цели удобно использовать гомологические ряды
модификаторов: аминов, альдегидов, имидатов. Анализ вида зависимо-
сти (де)стабилизационного эффекта от длины реагента оказывается по-
лезным для выяснения влияния на стабильность белков таких инте-
гральных параметров, как поверхностная гидрофобность или заряд
[66].

Влияние температуры на (де)стабилизационный эффект иногда по-
могает выяснить [66], какой тип взаимодействий в белке вносит решаю-
щий вклад в стабилизацию. В частности, если стабилизационный эффект
возрастает с увеличением температуры, то это является серьезным ука-
занием на усиление в белке гидрофобных взаимодействий.

В заключении этой части обзора обратим внимание на возможность
одной принципиальной ошибки при интерпретации экспериментальных
данных. Иногда путем химической модификации удается существенно
затормозить определенный механизм инактивации, свойственный патив-
пому белку. Например, термоинактивация бычьего сывороточного аль-
бумина в растворе обусловлена в основном его агрегацией [108]. Введя
избыточный отрицательный заряд па поверхность белка (например,
цнтраконилированием), агрегацию удается полностью предотвратить.
Наблюдаемое в этом случае па опыте [108] замедление инактивации
обусловлено не внутренней стабилизацией белка (вызванной его моди-
фикацией), а сменой инактивационного механизма. Поэтому при рабо-
те с модифицированными, а также иммобилизованными или мутантно
измененными белками, всегда нужно убеждаться, что механизмы их
инактивации идентичны механизмам для пативных белков.
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III. МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ПРИЧИНЫ СТАБИЛЬНОСТИ БЕЛКОВ

Основные молекулярные причины стабильности белков проанализи-
рованы нами недавно [19]. Здесь рассмотрим их лишь с той целью, что-
бы выяснить, оставила ли природа резервы (и какие) для искусствен-
ного увеличения стабильности белка.

1. Связывание катионов металлов, субстратов, простетических групп w
других низкомолекулярных лигандов

Наиболее общее объяснение фактам стабилизации ферментов при их
взаимодействии с лигандами дал Шеллман [109]. Имеется, по крайней
мере, два состояния белка — пативное и денатурированное, и любое
соединение, в принципе, способно связаться как с одним, так и с дру-
гим. Преимущественное связывание с одной из форм белка неизбежно
стабилизирует ее по отношению к другой на величину свободной энер-
гии образования соответствующего комплекса. Известно, что связывание
эффекторов ферментативной активности происходит в области активно-
го центра или вблизи него. Поэтому для образования фермент-лигандно-
го комплекса необходимо, чтобы белок находился в нативной конфор-
мации; связывания с денатурированной формой, как правило, не проис-
ходит. Именно поэтому специфические низкомолекулярные лиганды.
обычно стабилизируют белки [109].

Чтобы получить путем взаимодействия с эффекторами искусствен-
но-стабилизованные ферментные препараты, обратим внимание на то,
что при таких взаимодействиях белки часто претерпевают конформаци-
онные изменения [ПО], т. е. переходят в другие, иногда более стабиль-
ные конформации. Следует попытаться закрепить эту стабильную кон-
формацию, например, с помощью иммобилизации [111]; критический
анализ этого подхода дан в обзоре [62].

2. Белок-белковые и белок-липидные взаимодействия

Белки in vivo часто взаимодействуют с другими белковыми молеку-
лами, липидами, полисахаридами [112]. Образующиеся при этом струк-
туры можно условно разделить на два принципиально различающихся
типа: во-первых, комплексы с небольшим числом, либо белок-белковых,
контактов (например, субъединичные ферменты [113] или ассоциаты
протеаз с белковыми ингибиторами [114]), либо белок-липидных кон-
тактов (типа комплексов альбумина с жирными кислотами [115]), во-
вторых системы с большим числом взаимосвязанных, согласованных
контактов разного типа (белок-белковых, белок-липидных, липид-ли-
пидных), как, например, в биологических мембранах [116]. Взаимодей-
ствие белка с другими молекулами как в тех, так и в других типах
структур может существенно увеличить его стабильность.

Механизм стабилизации при образовании отдельных белок-белковых
или белок-липидных контактов, в принципе, понятен [114]. На поверх-
ности белков наряду с полярными и заряженными группами имеются
«гидрофобные кластеры», и их контактирование с водой термодинами-
чески невыгодно. При образовании комплекса молекула липида или
белка «садится» на этот кластер и, тем самым, закрывает его от кон-
такта с растворителем [117]. Наблюдаемое значение свободной энергии
стабилизации составляет несколько ккал/моль на один белок-белковый
контакт [113, 114].

Такие белок-белковые или белок-липидные контакты создают также
искусственно: в присутствии липидов [118, 119] или высоких концентра-
ций белков (например, альбумина) [120, 121] стабильность некоторых
ферментов заметно возрастает.

Менее однозначным представляется механизм стабилизации фермен-
тов при их включении в биологические мембраны. Действительно, здесь
наряду с обсужденным выше «эффектом экранирования» должны играть
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важную роль также л многие другие факторы. Среди них в первую оче-
редь выделим изменение жесткости белковой молекулы за счет много-
точечного взаимодействия ее с другими белками и липидами и рассмот-
рим влияние этого фактора на стабильность.

3. Жесткость белковой молекулы

Она определяет способность макромолекулы принимать различные
состояния в конформационном пространстве [122] и непосредственно
связана со стабильностью белка. Действительно, в основе как процесса
денатурации белка (проявление его нестабильности), так и флуктуации
вокруг некоторого среднестатистического состояния (проявление его
«нежесткости» или гибкости) лежат одни и те же молеку-
лярные механизма: колебательные и вращательные движения
в макромолекуле. Разница между этими процессами лишь в
том, что при денатурации имеет место кооперативный конформацион-
ный переход всей глобулы [26], тогда как локальные флуктуации струк-
туры затрагивают лишь отдельные участки глобулы без существенного
изменения общей конформации [123].

В данном обзоре мы не будем пытаться дать строгое термодинами-
ческое определение жесткости [122, 123] или связать ее с термодинами-
ческими параметрами стабильности белка [124]. Несомненно, что мно-
гие факторы, определяющие стабильность белка (в первую очередь,
гидрофобные взаимодействия), влияют и на его жесткость [122, 124].
Здесь мы рассмотрим лишь один вопрос: как влияет на жесткость и
стабильность белка такой фактор как иммобилизация — естественная
или искусственная.

В природе белки в мембранах находятся в естественно-иммобилизо-
ванном состоянии; это следует понимать так, что в результате взаимо-
действия с другими белками и липидами их поступательная диффузия,
а также колебательные и вращательные движения существенно ограни-
чены. Степень иммобилизации белков в мембране во многом зависит от
целостности мембраны и ее структурированности. При изменении по-
следнего параметра (например, при фазовом переходе в мембране)
«степень иммобилизации» белков существенно изменяется [125], что
приводит к изменениям каталитических свойств мембранных ферментов
[125, 126]. Однако до последнего времени практически отсутствовали
данные по влиянию структурированности мембран на стабильность
мембранных ферментов.

Пионерскую работу в этом направлении выполнил Велкер [127].
Облигатный термофильный штамм Bacillus stearothermophilus он вы-
ращивал при температурах от 55 до 70° С и обнаружил, что с увеличе-
нием температуры выращивания существенно возрастает прочность
клеточной мембраны (о которой судил по разрушению протопластов
клеток при повышенных температурах, табл. 5). Одновременно с уже-
стчепнем структуры мембраны существенно возрастает термостабиль-

Таблица 5

Влияние температуры роста (7"р) культуры на свойства мембраны клеток Bacillus
stearothermophilus и термостабильность ферментов [127]

Тр. °С

55
ВО
65
70

Разрушение протопластов (%)

65°

0
0
0
0

70°

100
80

0
0

75°

100
100

70
10

80°

100
100
100
100

Степень инактивации (%)

свободная Щ. Ф.»

65°

100
100
100
100

70°

100
100
100
100

мембранная Щ. Ф.

65°

87
0
0
0

70°

100
92
20

5

NADH-оксидаза

75°

100
90
75

0

80°

100
100

84
10

• Щ. Ф. — щелочная фосфатаза.
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ность мембранных ферментов; это отмечено как для периферической
щелочной фосфатазы, так и интегральной NADH-оксидазы, см. табл. 5.
Возрастание термостабилыюсти наблюдается лишь для ферментов, вхо-
дящих в состав мембраны. При извлечении из мембраны стабильность
щелочной фосфатазы, во-первых, сильно падает, а, во-вторых, становит-
ся независимой от температуры, при которой данную культуру микро-
организмов выращивали (см. табл. 5). Таким образом, эти данные под-
тверждают ранее высказанную гипотезу [128, 129] о стабилизирующем
влиянии мембранной структуры на белки.

90 80 70 60 Τ,«С

500

гоо

2,75 г,85

Рис. 1

г, 95 3,05

Рис. 2

Рис. 1. Температурная зависимость каталитической активности (А) мембранного
фермента NADH-оксидазы из клеток Bacillus stearothermophilus, выращенных при тем-

пературах: 55° (кривая 1); 60° (кривая 2); 65° (криная 3) и 70° (кривая 4) [127]

Рис. 2. Температурная зависимость каталитических констант гидролиза &кат специфи-
ческого субстрата, катализируемого трипсином: /—свободный фермент; 2, 3 и 4 —
фермент, ковалентно иммобилизованный в полиакриламидном геле 5, 8 и 15 связями

соответственно [130]

Весьма поучительным является сравнение термостабильности фер-
ментов, иммобилизованных естественным (в биомембране) и искусст-
венным (на полимерном носителе) путями. На рис. 1 представлена тем-
пературная зависимость каталитической активности интегрального мем-
бранного фермента NADH-оксидазы [127]. Видно, чем жестче мембра-
на, в которую включен фермент (т. е. чем выше температура, при кото-
рой культуру выращивали), тем выше температурный оптимум катали-
тической активности. Подобное семейство экспериментальных кривых
получено [130] для искусственно иммобилизованного трипсина, молеку-
лы которого присоединяли к носителю различным числом связей
(рис. 2). Совпадение вида температурных зависимостей на рис. 1 и 2
нам кажется неслучайным. По-видимому, оно отражает одну и ту же
тенденцию: увеличение стабильности фермента за счет ужестчения его
структуры. Различие состоит только в том, как это ужестчение дости-
гается: либо за счет более сильного структурирования природой белок-
липидпой матрицы мембраны in vivo, либо путем увеличения числа свя-
зей между молекулой фермента и искусственной полимерной матрицей
in vitro.

4. Солевые мостики

Из всех стабилизирующих факторов, в основе которых лежат элек-
тростатические взаимодействия, наибольший вклад в стабилизацию бел-
ков вносят ионные пары (или по другому солевые мостики).

Ионных пар в белках относительно немного [131, 132]. Однако они
вносят существенный вклад в стабилизацию белков — вплоть до 5 ккал/
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/моль на одну ионную пару, если она расположена внутри глобулы, и
1—2 ккал/моль, если на поверхности [1, 113J. Неслучайно поэтому при-
рода охотно пользуется ими, когда создает термофильные белки с по-
вышенной стабильностью [19].

Приведем лишь один пример. Глицеральдегид 3-фосфатдегидрогена-
за из умеренного термофила Bacillus stearothermophilus имеет трехмер-
ную структуру, схожую с ферментом из мышцы кролика [133], лишь с
небольшим, но существенным отличием: термофильная дегпдрогеназа в
области межсубъединичных контактов имеет кооперативную систему
дополнительных солевых мостиков, которой нет в мезофильном фермен-
те. Это и есть главная молекулярная причина того, что как денатура-
ция, так и оптимум каталитической активности термофильного фермен-
та наблюдается при более высокой температуре, чем для фермента из
мышцы кролика [133].

Можно попытаться создать в белке дополнительные ионные пары
искусственным путем, например, методами сайт-специфического мута-
генеза или химической модификации. Однако для успеха, т. е. реализа-
ции солевого мостика, необходимы детальные знания о пространствен-
ной структуре белков. По-видимому, перспективность этого подхода бу-
дет возрастать по мере получения повой информации о структуре бел-
ков, в первую очередь, методом рентгеноструктурного анализа [134].

5. Водородные связи

В белках водородные связи играют важную структурную роль; они
поддерживают пространственную организацию вторичных структур
(α-спиралей, β-структур, поворотов). Принято считать, что образование
водородной связи в белке — энергетически выгодный процесс. Энергию
водородной связи часто рассчитывают как результат двух событий: раз-
рыва «старых» водородных связей между полярным атомом (например,
кислородом амидной группы) и молекулой воды и завязывание «новых»
водородных связей между полярными атомами в молекуле белка и оце-
нивают в 1—2 ккал/моль. Однако при таком рассмотрении не учитыва-
ется, что параллельно происходит термодинамически невыгодный про-
цесс погружения полярного атома или группы (например, амидной)
внутрь гидрофобного ядра глобулы. Учет энергетики этого процесса
приводит к выводу [1], что свободная энергия образования водородной
связи в белке близка к нулю. Иными словами, водородная связь ока-
зывается ценой, которую белку приходится платить за особенности сво-
ей структуры. Поэтому, на наш взгляд, не имеет смысла пытаться (на-
пример, методами белковой инженерии), искусственно вводить в белки
водородные связи.

6. Дисульфидные мостики

Представления о стабилизации белков S—S-связями пришли в хи-
мию белков из полимерной химии. В середине 50-х гг. было показано
L135, 136], что внутримолекулярное сшивание макромолекул придает
им дополнительную жесткость и увеличивает их стабильность. Природа
такой стабилизации — энтропийная [135]: в результате появления сшив-
ки в макромолекуле (S—S-связи в белке) существенно уменьшается
энтропия развернутой формы и за счет этого увеличивается
разность свободных энергий между пативным и денатурированным со-
стояниями белка. Значение этого стабилизирующего вклада в белках
составляет вплоть до 4—5 ккал/моль па одну S—S-связь [137].

Современные методы белковой химии открывают богатые возмож-
ности для введения в белки внутримолекулярных сшивок. Во-первых,
можно использовать бифункциональные модифицирующие агенты [133].
Разработанные методы наложения «молекулярных скобок» позволяют
в основном сшивать поверхностные области в белке. Другой подход —
введение сшивки внутрь белковой молекулы. Здесь инструментом мо-

1671



жет служить метод сайт-направленного мутагенеза. Этим методом уда-
лось, например, ввести S—S-связь в лизоцим Т4 — белок, в котором их
нет [139].

7. Низкое содержание аминокислот, подвергающихся
окислительной модификации

Один из распространенных механизмов инактивации белков — окис-
ление (например, при повышенной температуре) существенных для
структуры аминокислотных остатков [12, 13]. В первую очередь окис-
лительной модификации подвергаются SH-rpynna цистеина и индоль-
ное кольцо триптофана. Поэтому неслучайно, что в высокостабильных
термофильных белках содержится значительно меньше этих лабильных
аминокислот (в первую очередь, Cys) [19].

Для стабилизации неустойчивых к окислению ферментов существу-
ют, по-видимому, два пути. Первый — скопировать тот прием, который
использовала природа в термофильных ферментах: уменьшить количе-
ство SH-групп. Для этого стоит попытаться методом сайт-специфическо-
го мутагенеза заменить наиболее склонные к окислению остатки Cys
(если, конечно, они не участвуют в катализе) на другие, менее лабиль-
ные, но близкие по свойствам (геометрии, гидрофобности) [140]. Дру-
гой путь методически более прост: создать вокруг фермента микроокру-
жение, которое бы экранировало его от инактивирующего фактора (кис-
лорода). Таким экраном, например, с успехом служит заряженный поли-
электролит: он «обволакивает» фермент и существенно затрудняет до-
ступ к нему кислорода. «Высаливание» кислорода полиэлектролитной
матрицей позволило в тысячи раз повысить стабильность лабильных гид-
рогеназ [141].

8. Компактная упаковка аминокислотных остатков

Молекула белка в растворе представляет собой компактно упакован-
ную структуру; плотность упаковки аминокислотных остатков в глобуле
близка к той, которая характерна для кристаллов органических моле-
кул [1]. Тем не менее внутри белка имеются «пустоты», которые запол-
нены молекулами воды (5—15 молекул на белок с молекулярным весом
20 000—30 000). Контакт полярных молекул воды с гидрофобным ядром
белка термодинамически невыгоден и дестабилизирует белок.

Стабильность белка, в принципе, можно повысить путем его даль-
нейшей компактизации, т. е. «поджатием» белковой структуры с одно-
временным удалением молекул воды из внутренних областей. Подобный
путь использовала природа для создания термофильных ферментов;
в их структуре некоторые внутренние аминокислотные остатки замене-
ны (по сравнению с соответствующими мезофильными аналогами) на
более объемные [19]. Идею компактизации белка можно положить так-
же в основу искусственной стабилизации, если попытаться осуществить
замену подходящих аминокислотных остатков, например, методом сайт-
направленного мутагенеза. При этом необходимо учитывать, что замена
аминокислотных остатков на некоторые другие недопустима, поскольку
может привести к серьезным нарушениям в структуре белка [142].

9. Гидрофобные взаимодействия

К настоящему времени представления о природе гидрофобных взаи-
модействий и их роли в стабильности белков сложились в стройную сис-
тему [143—145]. В белках около половины всего объема занимают ами-
нокислоты с неполярными боковыми радикалами. Их контакт с водой
термодинамически невыгоден, поскольку внедрение неполярного фраг-
мента в воду делает ее структуру более упорядоченной. Такое структу-
рирование воды уменьшает энтропию системы и, следовательно, увели-
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Таблица 6

Показатели гидрофобности аминокислот

Аминокис-
лота

Тгр
Phe
Tvr
Не
Leu
Val
Pro
Ala
Met
Cys

^переноса»
ккил/моль *

-3 .77
—2,87
—2,07
—3.15
—2.17
-1.S7
—2.77
—0.S7
—1.67
—1.52

f 0/ * *
1 > /0

0,27
0,50
0,15
0,60
0,45
0,54
0,18
0,38
0,40
0,50

"f-
усл. ед.*«

12,95
13,43
12,29
14,77
14,10
15,07
11,1!)
12,28
14,33
14,93

Аминокис-

лота

His
Thr
Ser
Asu
Gin
Asp
Glu
Lys
Arg
Gly

A Gnepeiioca.
ккал моль *

—0,87
—0.07
—0.07
—0,0'J

0.00
—0. 66
—0,67
— 1.64
—0,85
—0.10

f, %**

0,17
0,23
0,22
0,12
0,18
0,15
0,07
0,03
0,01
0,36

Hf.
усл. ед.*·*

12,84
11,65
11,26
11,00
11,28
10,97
11,19
10,80
11,49
12,01

* Свободная энергия переноса из воды в органически!! растворитель [151].
** Доля запрятанных внутрь глобулы остатков [152].

*** Гидрофобность окружения в белках [1эЗ].

чивает ее свободную энергию2. Поэтому при организации структуры
белка (сворачивании) проявляется тенденция: убрать от контакта с во-
дой как можно больше неполярных фрагментов в белке, запрятать их
внутрь глобулы [147]. Тем самым ослабляется влияние неблагоприят-
ного энтропийного фактора, усиливаются гидрофобные взаимодействия
н увеличивается стабильность белка3.

Как только возникло представление о гидрофобных взаимодействи-
ях, как стабилизирующем для белков факторе, появились попытки скор-
релировать стабильность белка с величиной его гидрофобности. Для
этого естественно понадобилось найти количественный критерий гидро-
фобности. Тэнфорд с соавт. предложили [149, 150] использовать вели-
чину свободной энергии переноса аминокислот из воды в органическую
фазу. Согласно этой классификации чем более отрицательно для ами-
нокислоты значение AG-переноса, тем она более гидрофобна (табл. 6).
Создание количественной шкалы гидрофобности стимулировало поиск
корреляции между стабильностью белка и его валовой гидрофобностью,
рассчитанной как сумма гидрофобностей всех составляющих его ами-
нокислот. Однако однозначных выводов из корреляций получить не уда-
лось как в случае мезофильных белков [28—30], так и при сравнении
термофильных и мезофильных белков [154, 155].

В первой части обзора мы уже отмечали одну из причин несостоя-
тельности этого подхода: слишком малые различия в стабильности бел-
ков на фоне больших различий в структуре.

Другая причина заключается в том, что при определении аминокис-
лотного состава белков методом аминокислотного анализа, как прави-
ло, находят суммарное содержание Asp + Asn и Glu + Gin, т. е. кислоты
и соответствующего амида, и не учитывают, в какой форме находятся
эти аминокислоты. Различия же в гидрофобности кислотной и амидной
форм велики (ср. Asp и Asn, Glu и Gin в табл. 6). Так, например, высо-
костабильный ферредоксин из Clostridium thermosaccharolyticus отли-
чается от обычного по стабильности белка из Closiridium tartarivorum
L156] только тем, что в положениях 31 и 44 находятся остатки Glu, а не

2 Структурированные кластеры молекул воды удавалось раньше регистрировать
только вокруг маленьких органических молекул [143]. Недавно при рентгеноструктур-
ном анализе мембранного белка крамбина удалось наблюдать пентагональный кластер,
который образуют молекулы воды вокруг неполярного фрагмента поверхности белка
[146]. Таким образом, впервые показано, что белковая молекула качественно не изме-
няет характера взаимодействия неполярпых фрагментов с водой, т. е. гидрофобные
взаимодействия как в случае маленьких молекул, так и макромолекул имеют одинако-
вую (энтропийную) природу.

3 Точка зрения на энтропийную природу гидрофобных взаимодействий в настоящее
время является преобладающей, но не единственной, см., например, обзор [148].
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Gin. С помощью обычного аминокислотного анализа выявить это отли-
чие не удалось. Разобраться в этом вопросе авторам помогло лишь
сравнение данных рентгеноструктурного анализа для двух белков [156].

Укажем на еще один источник ошибок, который возникает при ана-
лизе корреляций между валовой гидрофобностью и стабильностью бел-
ков. Иногда стабильный термофильный белок сравнивают по гидрофоб-
ности не с его менее стабильным мезофильным гомологом, а с неким
среднестатистическим мезофильным белком [157J. Это методически аб-
солютно неверно; обсуждение этого вопроса, см. в обзоре [19].

Имеет ли смысл (даже при правильном учете всех факторов и кор-
ректном сравнении) искать корреляции между стабильностью и общей
гидрофобностью белков? Такая корреляция, по-видимому, была бы
справедливой лишь для некоторого «идеализированного» белка (его
иногда представляют в виде капли масла, отделенной от контакта с рас-
творителем частоколом полярных и заряженных групп [158]). Действи-
тельно, в таком гипотетическом белке все неполярные аминокислоты
участвовали бы в гидрофобных взаимодействиях. Хотя такая упрощен-
ная картина верно передает общую тенденцию к усилению в белках гид-
рофобных взаимодействий, ее не наблюдается на практике. Согласно
данным рентгеноструктурного анализа, около 50% площади поверхно-
сти реальных белков занимают неполярные аминокислоты [114, 145,
147, 159]. Часто они организуются в поверхностные гидрофобные кла-
стеры [145]. Это имеет важное функциональное значение, поскольку
позволяет белкам за счет гидрофобных взаимодействий связываться с
другими белками (полиферментные комплексы), липидами (биологиче-
ские мембраны), полисахаридами (клеточная стенка), субстратами и
эффекторами (ферментативный катализ и его регуляция), т. е. в конеч-
ном счете правильно функционировать [160, 161]. Однако для белков в
свободном, несвязанном состоянии (энзимологам чаще приходится иметь
дело именно с такими объектами) расположение неполярных аминокис-
лот на поверхности «вредно» для их стабильности, поскольку приводит
к проигрышу в свободной энергии за счет ослабления гидрофобных
взаимодействий.

Неидеальность строения белков (с точки зрения максимальной реали-
зации в них гидрофобных взаимодействий) привела к необходимости ис-
кать новые подходы к определению шкалы гидрофобности аминокислот.
Стало очевидным, что шкала [149, 150], составленная на основании
экстракционной модели, неправильно отражает многие тенденции в сво-
рачивании белка. Поэтому было предложено оценивать гидрофобность
аминокислот на основании статистических данных по их расположению в
пространственной структуре белков [152, 153, 162, 163].

Статистическая шкала Чотиа L152] отражает распределение амино-
кислот в объеме белковой глобулы: чем чаще аминокислота встречается
внутри белковых глобул и чем реже на поверхности, тем она считается
более гидрофобной. Другая статистическая шкала, составленная Пон-
нусвэми с соавт. [153], основана на том, что гидрофобность определяется
тем микроокружением, в котором находится данный аминокислотный ос-
таток. В этом случае более гидрофобной считается та аминокислота, ко-
торая в белковой глобуле окружена более гидрофобными соседями. При
этом гидрофобность микроокружения рассчитывают как сумму гидро-
фобностей L149, 150] для ближайших соседних в третичной структуре
аминокислот.

Сравнение этих двух статистических шкал гидрофобности [152, 153]
показывает (см. табл. 6), что они довольно хорошо согласуются между
собой, несмотря на то, что в их основу положены разные принципы. Так,
в обеих шкалах наиболее гидрофобны Не, Val и Cys, а наименее гидро-
фобны Lys, Arg, Asp, Glu, Asn, Gin. С другой стороны, наблюдаются за-
метные расхождения между данными статистических шкал и экстракци-
онной (тэнфордовской) шкалой. Так, наиболее гидрофобный в экстракци-
онной шкале Тгр занимает промежуточное положение в статистических
шкалах, а наиболее близкие ему по гидрофобности Туг и Pro следует в
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статистических шкалах [152, 153J отнести скорее к гидрофильным амино-
кислотам.

Причины этих расхождений впервые проанализировал Чотиа [152,
159J. Он пришел к выводу, что введение в аминокислоту полярного ато-
ма уменьшает ее гидрофобность на 1 —1,5 ккал/моль. Неслучайно поэто-
му, что самые гидрофобные в экстракционной шкале аминокислоты (Тгр
и Туг) не относятся к числу самых гид-
рофобных в статистических шкалах (см. N

табл. 6). Хотя большая площадь на по- 10

верхности обеспечивает им высокую
гидрофобность, наличие полярного ато-
ма существенно уменьшает выгодность
их пребывания внутри белковой гло- 0

булы.
Имеются еще и другие причины не-

соответствия между экстракционной
[149, 150] и статистическими шкалами
гидрофобности [152, 153]. Классифи- 30

кация по экстракционным свойствам
составлена лишь на основе модельных
экспериментов (перенос вещества из
водной фазы в органическую), и поэто-
му никак не учитывает того факта, что
рассматриваемые аминокислоты на са-
мом деле входят в состав полипептид-
ных цепей. Иными словами, в реальных
белках им приходится соседствовать с
другими аминокислотами, которые, в
принципе, влияют на геометрию и
энергию своих соседей [164]. Кроме
того, в белках реализуется принцип
плотной упаковки [1, 140, 147], и по-
этому при сворачивании наиболее объ-
емные аминокислоты (Тгр, Туг) вы-
нуждены оставаться на поверхности
глобулы, чтобы не нарушить компакт-
ность структуры.

Итак, имеются три основных факто-
ра, препятствующих реализации в бел-
ках гидрофобных взаимодействий с максимальной выгодой для стабиль-
ности пространственной структуры. Во-первых, это необходимость обес-
печить достаточно плотную упаковку аминокислот в белке. Во-вторых,
на геометрию и энергию аминокислот влияет микроокружение, т. е. их
соседи в третичной структуре. В-третьих, па поверхности белка при сво-
рачивании должны оставаться гидрофобные кластеры, которые in vivo
обеспечивают взаимодействие белка с другими молекулами. Следова-
тельно, вряд ли стоит пытаться найти корреляцию между стабильно-
стью белка и его валовой гидрофобностью. В качестве более подходяще-
го параметра было предложено [154] использовать содержание алифа-
тических аминокислот, поскольку они действительно чаще находятся
внутри белка, чем на поверхности. В работе L165] определен так назы-
ваемый алифатический индекс белка:

А = Хд1а + аХул\ -f- Ь (Хце -f XLIU)

20

10 -

Рис. 3. Распределение величины али-
фатического индекса (А) среди 34
белков из термофильных бактерии
(верхняя часть рисунка) и 208 бел-
ков мезофильных организмов (ниж-
няя часть) [165]; Λ' — число белков

где ХА\Я, Лу„ь X,ie и XLeu—молярные доли соответственно Ala, Val, He,
Leu в белках, а и b — численные коэффициенты, определяемые размера-
ми аминокислотных остатков. Из рис. 3 видно, что у более стабильных
белков из термофильных организмов алифактический индекс действи-
тельно существенно выше, чем у мезофильных белков.

Из рассмотренного материала вытекают следующие закономерности
связи гидрофобных взаимодействий в белках с повышенной стабильно-
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стью. В самом общем виде можно сказать, что увеличение стабильности
белков in vivo (например, термофильных ферментов) происходит не
только и не столько ценой увеличения общей гидрофобное™ [166],
сколько за счет более «правильного» расположения в глобуле неполяр-
ных аминокислот [167]. Иными словами, чем больше неполярных фраг-
ментов белка спрятано внутрь глобулы и чем меньше их экспонировано в
растворитель, тем белок стабильнее. Количественное описание этой кар-
тины дали Ли и Ричарде [ 147], которые ввели понятие «площади доступ-
ной (растворителю) поверхности». В работе [159] показано, что измене-
ние суммарной свободной энергии гидрофобных взаимодействий в белке
(AG,,) следующим образом зависит от изменения площади доступной по-
верхности (ДЛ8):

AGh = σ • AAS

где σ — коэффициент пропорциональности, численно равный примерно
25 кал/моль-А2. Из уравнения следует, что уменьшение площади поверх-
ности гидрофобного контакта с водой должно привести к усилению вну-
тренних гидрофобных взаимодействий в белке и, следовательно, стаби-
лизировать его. Это действительно наблюдается при сравнении термо-
фильных ферментов с соответствующими мезофильными [168, 169], при
сравнении структур ряда мезофильных гомологов [170], а также из ана-
лиза стабильности мутантно измененных белков [161, 171].

Подводя итоги этого раздела, отметим, что стабилизация белков пу-
тем усиления в них гидрофобных взаимодействий представляется весьма
перспективным подходом для практики [19, 161]. Следует попытаться
либо уменьшить гидрофобный характер поверхности белка, либо усилить
его внутреннюю гидрофобность.

IV. НУЖНЫ ЛИ БИОТЕХНОЛОГИИ ТЕРМОСТАБИЛЬНЫЕ КАТАЛИЗАТОРЫ?

Применение в биотехнологии термостабильных биокатализаторов
имеет ряд преимуществ [14—17, 172].

Выигрыш в скоростях процессов. Согласно правилу Вант Гоффа при
повышении температуры на 10° скорость химических, в том числе и ката-
лизируемых ферментами, реакций возрастает в среднем в 2—3 раза.

Возможность сдвига термодинамического равновесия. Положение
равновесия химической реакции зависит от температуры. Согласно прин-
ципу Ле-Шателье, повышая температуру, удается сдвинуть равновесие
в сторону синтеза для тех реакций, которые протекают с поглощением
тепла (эндотермические реакции). К сожалению, термохимия фермен-
тативных реакций, имеющих практическую значимость, изучена пока не-
достаточно подробно. В качестве примера важной реакции, для которой
с ростом температуры равновесие сдвигается в неблагоприятную сторо-
ну, приведем образование пептидной связи [173]. Действительно, как по-
казано в [174], лишь уменьшив температуру для катализируемого химо-
трипсином пептидного синтеза, удается повысить выход конечного про-
дукта — дипептида.

Увеличение продолжительности работы биокатализатора. В реально
внедренных в практику биотехнологических процессах остаются высоки-
ми экономические затраты, приходящиеся на долю самих ферментов
[ 175, 176]. Очевидно, что стабилизация ферментов позволяет снизить эти
затраты путем продления срока их работы.

Высокая, стабильность к другим денатурирующим воздействиям. Как
правило, ферменты, стабильные к действию высоких температур, прояв-
ляют повышенную устойчивость также и к другим денатурирующим воз-
действиям: концентрированным растворам денатурантов, экстремальным
значениям рН, деструкции протеазами. Это справедливо, например, для
природных термостабильных ферментов из термофильных микроорга-
низмов L177, 178]. Практическая значимость такой универсальной ста-
билизации велика, так как ферментативную трансформацию многих при-
родных соединений и препаративный синтез ряда веществ можно провес-
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ти в нужном направлении только в органических растворителях или вод-
но-органических смесях с высоким содержанием органической компонен-
ты [179, 180].

Повышение эффективности катализируемого процесса за счет увели-
чения растворимости и летучести реагентов и уменьшения вязкости рас-
творов при повышенных температурах. С увеличением температуры, как
правило, возрастает растворимость исходных реагентов, что позволяет
работать с их более концентрированными растворами и, согласно закону
действующих масс, повысить абсолютные выходы конечных продуктов.
Если в результате нагревания удалось существенно увеличить летучесть
одного из конечных продуктов, то равновесие синтетической реакции
сильно смещается в сторону конечных продуктов, и следовательно воз-
растает их выход. Уменьшение вязкости при нагревании позволяет уско-
рить, а значит повысить эффективность, тех процессов, в кинетике кото-
рых существенную роль играет диффузия.

Стерилизация продуктов в ходе реакции и уменьшение вероятности
микробного заражения реакторов. С последним фактором всегда прихо-
дится считаться при проведении биотехпологичеекпх процессов, и при по-
вышенных температурах его роль, как правило, удастся существенно
уменьшить.

Процесс легко остановить простым охлаждением.
Однако работа при повышенных температурах имеет и некоторые не-

достатки. Один из них — рост скорости некоторых побочных процессов, в
первую очередь, высокотемпературного окисления L13J, рацемизации
аминокислот и их производных [181]. Поэтому экономически обоснован-
ный выбор режима — высоко- или низкотемпературного — задача, име-
ющая самостоятельное решение для каждого конкретного случая [182].

V. МЕТОДЫ ПОЛУЧЕНИЯ СТАБИЛЬНЫХ ФЕРМЕНТНЫХ КАТАЛИЗАТОРОВ

1. Поиск в мезофильных источниках ферментов с повышенной
термостабильностью

Этот подход наиболее старый, традиционный и в специальных ком-
ментариях, по-видимому, не нуждается. Логическим его развитием явил-
ся поиск ферментов в источниках, которые самой природой приспособле-
ны для существования в высокотемпературном режиме.

2. Выделение ферментов из термофильных источников

Гомогенный препарат термофильного фермента впервые получили
25 лет назад [183]. С тех пор неоднократно обсуждались достоинства ис-
пользования термофильных ферментов в биотехнологии. Кроме тех преи-
муществ термостабильных биокатализаторов, о которых говорилось вы-
ше, и которые в равной степени относятся к термофильным ферментам,
отметим еще один. Термофильные микроорганизмы предпочтительнее
мезофильных с микробиологической точки зрения. Так, широкомасштаб-
ное выращивание термофильных штаммов несколько дешевле, чем мезо-
фильных, из-за снижения энергетических затрат (не нужно охлаждать
растущую биомассу) [172]. Важно и то, что хотя термофильные фермен-
ты очень стабильны, они не достигли абсолютного предела стабильности:
остается некоторый резерв для дополнительной стабилизации. Так, иммо-
билизовав термофильные аспарагипазу [172] и протеазу [184], удалось
в 10 раз увеличить и без того высокую устойчивость этих ферментов к не-
обратимой термоинактивации.

Тем не менее, в литературе практически отсутствуют сведения об
использовании термофильных ферментов в биотехнологической практи-
ке. На наш взгляд, это связано с тем, что, хотя для термофильных фер-
ментов максимальная каталитическая активность достигается при более
высоких (на 20—40°) температурах, сами значения активностей в темпе-
ратурных оптимумах мезофильных и термофильных ферментов часто со-
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впадают L48, 16У, 185—188J. Сообщения о том, что в оптимуме темпера-
туры каталитическая активность термофильного фермента выше, чем у
соответствующего мезофильного, появляются лишь эпизодически [189].

В температурных оптимумах не только равны величины каталитиче-
ской активности термофильного и мезофильного фермента, но близки и
их термостабильности [169]. Таким образом, при сравнении термофиль-
ных и мезофильных ферментов проявляется та же корреляция, которая
ранее [190—194] была обнаружена для мезофильных белков: чем боль-
ше каталитическая активность, тем меньше стабильность белка. Иными
словами, достигая большей стабильности, термофильным ферментам
приходится частично жертвовать своей каталитической активностью
[187J.

С другой стороны, термофильные ферменты обладают свойством, ко-
торое делает их незаменимыми для целей биотехнологии: способностью
изменять субстратную специфичность при варьировании температуры.
Это свойство особенно ярко проявляется у тех ферментов (протеазы, ну-
клеазы и др.), которые действуют на высокомолекулярные субстраты.
Причина состоит в том, что сами субстраты (т. е. белки и нуклеиновые
кислоты) претерпевают температурно-зависимые конформационные из-
менения L195J; при этом в растворитель экспонируются все новые пеп-
тидные и нуклеотидные связи субстратов и становятся доступными дей-
ствию ферментов. Появление такой новой специфичности [196] пред-
ставит, по-видимому, интерес для бурно развивающейся генетической ин-
женерии, которой необходим набор рестриктаз с различной специфично-
стью [197]. Можно надеяться, что термофильные рестриктазы станут
новыми и высокоэффективными инструментами генетической инженерии.

3. Синтез высокостабильных ферментов при введении термофильной
ДНК в мезофильную культуру

В конце 70-х гг. появились сообщения [198—200] о том, что если в
клетки мезофила (например Bacillus subtilis) ввести ДНК родственного
термофила (например, Bacillus caldolyticus), то при повышенной темпе-
ратуре мезофильная культура трансформируется в термофильную. При
этом трансформант теряет способность расти при обычной температуре,
но приобретает новое свойство — расти при повышенной температуре
[198]. При этом весь биосинтетический аппарат трансформанта приобре-
тает повышенную термостабильность 1198, 199], и в клетке начинается
синтез высокостабильных ферментов [200].

В начале 80-х гг. стали использовать [201, 202] другой вариант этого
генетического подхода: в мезофильную культуру вводят не целиком мо-
лекулу термофильной ДНК, а лишь ее фрагмент — ген, кодирующий оп-
ределенный белок. Несомненное достоинство этого подхода в том, что
нужный стабильный фермент удается получить с высоким выходом
(даже в десятки раз большим, чем при выделении из термофильной куль-
туры) [202]. Другое преимущество состоит в том, что существенно упро-
щаются операции выделения и очистки белка. Действительно, за счет
того, что при повышенной температуре практически все белки, синтези-
руемые мезофилыюй культурой, за исключением нужного высокоста-
бильного, денатурируют, удается достичь высокой степени очистки белка
ценой малых затрат времени и оборудования.

4. Метод белковой инженерии

В начале 70-х гг. впервые [203] были проведены успешные эксперимен-
ты по созданию рекомбинантной ДНК. Стало ясно, что в руках исследо-
вателей появился новый мощный инструмент для широкомасштабного
получения природных соединений и синтеза не существующих в природе
биологических молекул с широким спектром свойств. На этой основе
сформировалось новое научно-техническое направление — генетическая
инженерия. Под генетической инженерией понимают обычно конструиро-
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вание in vitro функционально активных генетических структур (рекомби-
наптных ДНК), их введение в клетки и последующий биосинтез клетка-
ми несвойственных им биологических молекул. В настоящее время успе-
хи генетической инженерии у нас в стране [204] и за рубежом [205, 206]
общепризнаны, а перспективы обнадеживают.

Остановимся лишь на одном из вариантов генетико-инженерного под-
хода— сайт-направленном мутагенезе [54—58] или «белковой инжене-
рии» L20J. Этот метод позволяет получать измененные белки, отличаю-
щиеся от белков-прототипов заменой, например, всего лишь одного ами-
нокислотного остатка в определенном положении в его структуре. Для
биотехнологии метод интересен прежде всего тем, что позволяет целена-
правленно изменять структуру ферментов, их каталитические свойства и
стабильность 120]. Рассмотрим как это делается.

Прежде всего устанавливают первичную структуру исходного фер-
мента L103 J, а затем его третичную структуру [134]. Тогда становится
возможной следующая стадия — выбор места замены аминокислотного
остатка. Эта стадия не связана с такими трудоемкими операциями, как
выращивание белковых кристаллов, определение аминокислотной после-
довательности или расшифровка рентгенограмм, которые приходится
проводить на предыдущей стадии. Однако именно она является ключе-
вой, поскольку определяет свойства конечного продукта. Далее нужно
перейти с языка структуры белка (аминокислотной последовательности)
к генетическому коду. Для этого в первичной структуре белка выбирают
олигопептидный фрагмент (4—6 аминокислотных остатков), в середине
которого находится аминокислота, подлежащая замене, и синтезируют
[210] олигодезоксирибоиуклеотид, включающий 12—18 оснований и ко-
дирующий последовательность аминокислот в выбранном олигопептиде.
Именно на этой стадии и программируется мутация: вместо нуклеотид-
ного триплета, кодирующего «нативную аминокислоту», в синтетический
олигонуклеотид путем химического синтеза вводят другой триплет, кото-
рый кодирует новый (запланированный на предыдущей стадии) амино-
кислотный остаток. Дальнейшие операции сводятся к генетико-инженер-
ным манипуляциям. Во-первых, находят (или создают искусственным пу-
тем) однонитевую плазмиду, в состав которой входит ген, кодирующий
данный белок. Во-вторых, ферментативным путем, используя ДНК-поли-
меразы и ДНК-лигазы, на основе однонитевой плазмиды и синтезирован-
ного нуклеотида создают гетеродуплексную двунитевую плазмиду. При
этом олигонуклеотид инициирует синтез двунитевой области, выполняя
роль затравки. Поскольку на однопитевых молекулах ДНК, как на ма-
трицах, синтезируются гомодуплексные плазмиды наряду с гетродуплекс-
ными, их разделяют, основываясь на различной устойчивости к нагрева-
нию гомо- и гетеродуплексных плазмид. Затем гетеродуплексные двуни-
тевые плазмиды вводят в удобную клетку-хозяин, в которой они превра-
щаются в две гомодуплексные: одна содержит ген нативного белка, а
другая — мутантного. На клеточном уровне проводят разделение двух
генов и их последующее клонирование. Конечным результатом много-
стадийного процесса являются клетки-трансформанты, в которых осу-
ществляется биосинтез мутантного белка, отличающегося от исходного
заменой одного аминокислотного остатка в строго заданном месте.

Метод сайт-специфического мутагенеза появился в начале 80-х гг. и
делает только первые шаги [20, 207J. Тем не менее даже первые дости-
жения метода впечатляют. Рассмотрим некоторые из них, касающиеся
получения стабилизированных белков.

В молекуле лизонима фага Т4 нет S—S-связей, но имеются две SH-
группы. Одна из них, принадлежащая остатку Cys-97, расположена в
третичной структуре вблизи N-концевой области. Методом белковой ин-
женерии остаток Ile-З заменили на цистеин. Поскольку в третичной
структуре мутантно измененного лизоцима остатки Cys-З и Cys-97 ока-
зались рядом, то в слабоокислительной среде в белке образовалась S—S-
связь. Конформации нативного и мутантно измененного ферментов иден-
тичны, не различаются и их каталитические свойства [139]. Однако му-

1679



тантно измененный лизоцим отличается от нативного существенно более
высокой термостабильностью (рис. 4). Причина такой стабилизации за-
ключается в ужесточении структуры белка в результате введения S—S-
связи [139]. Действительно, если в мутанто измененном лизоциме расще-
пить S—S-связь, то его стабильность практически неотличима от ста-
бильности исходного белка (см. рис. 4).

Другим примером мутации, направленной на увеличение стабильно-
сти, служит α-субъединица триптофансинтазы. Было получено несколько
форм фермента, отличающихся друг от друга тем, что аминокислотный
остаток Glu-49, находящийся в гидрофобном ядре глобулы, заменяли на
другую аминокислоту [208]. В результате таких замен не изменяется ни
конформация, ни функциональная активность «-субъединицы триптофан-
синтазы. Однако белок оказывается тем стабильнее, чем более гидро-
фобная аминокислота была введена в положение 49. Из корреляции на

180 го 60 юо по
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Рис. 4. Кинетика термоинактивации лизоцима Т4 дикого штамма (кривые
1) и лизоцима Т4 с заменой Пе-3—»-Cys и последующим окислением тетра-
тионатом натрия (кривые 2): в отсутствие (а) и в присутствии (б) 10 мМ

β-меркаптоэтанола [139], Л—каталитическая активность

рис. 5 следует, что метод сайт-специфического мутагенеза дает уникаль-
ную возможность увеличить внутреннюю гидрофобность (а значит и ста-
бильность) белка путем замены полярных аминокислот на более гидро-
фобные. При этом естественно надо специально обращать внимание на
то, что эти замены не должны нарушать компактную упаковку (конфор-
мацию) белка.

Пример того, как методом сайт-специфического мутагенеза можно
получать белки, устойчивые к окислительной инактивации, дает работа
[209]. В субтилизине остаток Met-222, находящийся в районе активного
центра, легко вступает в окислительные реакции, что приводит к инакти-
вации фермента. Методом белковой инженерии его заменили на другие
остатки, при этом активность фермента не очень сильно уменьшилась
(в пределах 10 раз), но существенно возросла стабильность к инактива-
ции Н2О2 (рис. 6). Причина стабилизации в том, что убрав из активного
центра легко окисляющийся остаток Met (заменив его на другие, менее
склонные к окислению остатки Scr, Ala, Leu), удалось устранить саму
причину окислительной инактивации [209].

Однако аппарат белковой инженерии непрост. Для успешной работы
в этой области требуется кооперация специалистов по структуре и химии
белка и нуклеиновых кислот, молекулярной и клеточной генетике и дру-
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гим разделам биохимии и молекулярной биологии. Работу необходимо
вести на высочайшем экспериментальном уровне с привлечением послед-
них достижений в этих областях, требуются большие материальные за-
траты. Поэтому традиционные методы, такие как иммобилизация и хи-
мическая модификация, давно используемые для стабилизации фермен-
тов, пока успешно конкурируют с белковой инженерией.

5. Иммобилизация ферментов

Созданию стабилизованных ферментных препаратов на основе мето-
да иммобилизации посвящен ряд специальных обзоров [14—19J. Поэто-
му здесь мы остановимся лишь на главных достижениях им мобилиза-
ционного подхода.
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Рис. 5. Зависимость свободной энергии стабилизации (AGx-n) нативной
конформации α-субъединицы триптофансинтазы Escherichia coli от гидро-
фобности (Я/), аминокислотного остатка в положении 49 [2081; гидро-

фобности аминокислот соответствуют данным Тэпфорда [150]

Еще в 1954 г. Ламри и Эйринг сформулировали [211] общие пред-
ставления об инактивации ферментов, которые остаются справедливыми
до сих пор [12, 13]. Инактивацию было предложено рассматривать как
двустадийный процесс:

где N, D и I соответственно нативная, обратимо денатурированная и не-
обратимо инактивироваиная формы фермента. Любая инактивация, как
правило, начинается с обратимого конформационного изменения (стадия
N ^ D на схеме), которое часто охватывает всю глобулу. За обратимой
стадией разворачивания следуют необратимые процессы (D-»-I на схе-
ме), такие как агрегация [212], ковалентная модификация аминокислот-
ных остатков L12, 13], и необратимые конформационные изменения
[213—215].

Общий подход к стабилизации ферментов, основанный на методе
иммобилизации, состоит в том, чтобы существенно затормозить или по-
давить первичное разворачивание белковой молекулы (стадию N=p±D на
схеме) 1216]. Для этой цели наиболее плодотворным оказалось много-
точечное присоединение молекулы белка к поверхности носителя [217.
218]. Такой иммобилизациопный подход позволил в сотни и тысячи раз
замедлить как обратимую [130, 219], так и необратимую [217, 218] тер-
моинактивацию ферментов, их обратимое разворачивание под действием
химических реагентов [220] и диссоциацию олигомерных ферментов на
субъединицы, см. литературу к обзору [216].

Иммобнлизационные подходы оказались также чрезвычайно полез-
ными для подавления необратимых вторичных процессов (стадия D->I
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на схеме). Так, если инактивация обусловлена белок-белковыми взаимо-
действиями (агрегация или автолиз), то, иммобилизовав ферменты, ее,
как правило, удается полностью предотвратить, см. обзоры [14—17, 62].
Иммобилизация также помогает защитить ферменты от инактивации хи-
мической модификацией. Такую защиту осуществляют двумя путями. Во-
первых, фермент иммобилизуют внутри носителя, который «экранирует»
его от контакта с инактивирующими молекулами. Примером такого под-
хода служит защита от окислительной инактивации гидрогеназ, вклю-
ченных в полиэлектролитные носители [118]. Во-вторых, для иммобили-
зации подбирают носитель, содержащий функциональные группы, конку-
рирующие за вещество-инактиватор или вызывающие его разложение.

ч б

Рис. 6. Кинетика инактивации (под
действием 1 Μ Η2Ο2) субтилизина
дикого типа (кривая 1) и мутантных
форм, у которых в положении 222
находятся остатки Cys (кривая 2),
Ala (кривая 3) или Ser (кривая 4)
[209]; А—каталитическая актив-

ность
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Например, если инактивация происходит под действием перекисных или
супероксидных радикалов, то для защиты от них фермент иммобилизуют
совместно с пероксидазой или каталазой, катализирующими разложение
этих радикалов [13].

6. Химическая модификация ферментов

Первые удачные работы по стабилизации ферментов их химической
модификацией были выполнены [221] в середине 50-х гг. До сих пор,
однако, встречается мнение [65], что вряд ли можно сформулировать до-
статочно общие правила для получения стабилизированных ферментных
препаратов путем химической модификации. Анализ многочисленных ра-
бот, выполненных в этом направлении, см. обзоры [18, 64—66], позволил
нам придти к некоторым выводам о причинах стабилизации белков при
их ковалентной модификации.

В результате модификации белок иногда переходит в отличную от
нативной, более стабильную конформацию [104, 105].

Стабилизация происходит при модификации «ключевых» функцио-
нальных групп [64] (их также называют группами II типа [66]).

Новые функциональные группы, введенные в белок в результате хи-
мической модификации, способны образовать дополнительные водород-
ные связи или солевые мостики [222].

Химическая модификация неполярными соединениями усиливает в
белках гидрофобные взаимодействия [223].

Гидрофилизация поверхностных групп белка приводит к уменьшению
площади неблагоприятного контакта внешних гидрофобных остатков с
водой [19].

Какие из перечисленных механизмов можно положить в основу об-
щих подходов к стабилизации ферментов?
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1. Вряд ли имеет смысл пытаться ковалептной модификацией пере-
вести белок в другую, отличную от нативной и более стабильную кон-
формацию. Дело в том, что характер конформационных изменений, вы-
званных модификацией, з подавляющем большинстве случаев непред-
сказуем.

2. Рассмотрим концепцию «ключевых функциональных групп» [64].
Эксперимент по химической модификации часто выглядит следующим
образом: стабильность белка не меняется по мере увеличения степени
модификации вплоть до достижения какого-то критического значения,
при котором стабильность резко возрастает L22-1]. Наблюдаемой зави-
симости дается следующее объяснение L64, 66]: при малых степенях мо-
дификации (небольших избытках модифицирующего реагента) в белке
затрагиваются, главным образом, те функциональные группы, которые
лежат на поверхности и не играют важной роли в структуре и стабиль-
ности белка. Однако при большом избытке модифицирующего реагента
модификации подвергаются некоторые функциональные группы в более
глубинных слоях белковой глобулы. Модификация этих групп, назван-
ных «ключевыми», улучшает баланс внутримолекулярных взаимодейст-
вий в белке и стабилизирует его.

Реализация идеи о модификации «ключевых» функциональных групп
в белке встречает однако ряд трудностей. Самая главная состоит в том,
как выявить, какие функциональные группы являются «ключевыми».
Сделать это a priori, например, исходя из пространственной структуры
белка, вряд ли возможно. Единственный разумный путь — установить их
эмпирически, т. е. изучая зависимость стабильности белка от концентра-
ции модифицирующего агента (степени модификации). Проводить та-
кие исследования надо исключительно тщательно, поскольку существует
реальная опасность «не разглядеть», пропустить эти «ключевые» группы.
Действительно, вслед за модификацией «ключевых» групп обычно за-
трагиваются более глубинные аминокислотные остатки в белке, что, как
правило, дестабилизирует его 164, 66J. Поэтому, если в эксперименте
случайно пропущено «ключевое» значение степени модификации белка,
то эффект стабилизации вообще не удается обнаружить. Кроме того для
каждого конкретного белка и каждого нового типа функциональных
групп (например, СООН—, ΝΗ2—, SH— и др.) эмпирический поиск
«ключевых групп» надо проводить заново.

3. Можно попытаться ввести в молекулу белка путем его модифика-
ции полярные или заряженные группы, надеясь, что они завяжут с уже
имеющимися в белке функциональными группами новые солевые мости-
ки. К сожалению, реализовать этот подход на практике нелегко. Для
этой цели следовало бы вооружиться картинками пространственной
структуры белков и искать в них некомпенсированные полярные и за-
ряженные группы, которые могли бы, в принципе, образовать новые во-
дородные связи и электростатические взаимодействия. Затем в белке
надо найти подходящую «якорную» группу, расположенную вблизи не-
скомпенсированной полярной и заряженной группы. Выбрав или синте-
зировав подходящий химический реагент, в котором с одной стороны на-
ходилась бы группа, специфически реагирующая с якорной группой, а с
другой стороны — расположенный па заданном расстоянии заряжен-
ный или полярный фрагмент, можно пытаться осуществить целенаправ-
ленную модификацию. Провести такой филигранный эксперимент не-
просто.

4. По .мнению некоторых исследователей [223], стабильность белков
можно увеличить путем их гидрофобизации. Однако экспериментально
данные по влиянию гидрофобной модификации на стабильность белков
противоречивы. Наряду со стабилизационными эффектами [223] извест-
ны случаи, когда стабильность гидрофобизованных белков существенно
ниже, чем у нативных [225—227]. Это кажущееся противоречие имеет
следующее объяснение. Если па поверхность белка ввести гидрофобный
остаток (например, СН3-группу), то это должно дестабилизировать бе-
лок. Действительно, в результате модификации белок приобретает но-
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вый термодинамически невыгодный контакт гидрофобной СН3-группы с
водой. Из этого общего правила есть однако исключения. Как мы отме-
чали выше, на поверхности белков наряду с полярными и заряженными
аминокислотами имеются и гидрофобные, которые часто организуются в
поверхностные гидрофобные кластеры 1228, 229]. Если промодифициро-
вана функциональная группа, находящаяся вблизи такого кластера, то
модифицирующий агент подходящей длины закроет от контакта с рас-
творителем этот кластер. Можно представить себе ситуацию, когда взап-
модействие модифицирующего реагента с кластером не изменит или
даже уменьшит площадь невыгодного контакта гидрофобной поверхно-
сти белка с водой. В любом случае, однако, в результате модификации
появляется дополнительный контакт двух гидрофобных поверхностей.
Это должно повысить стабильность белка [223].

В пользу такой точки зрения говорят также факты увеличения ста-
бильности некоторых белков [230, 231] в результате комплексообразова-
ния с неполярными молекулам» (бензолом, жирными кислотами). Взаи-
модействие белков с такими соединениями можно представить так, как
это описано выше. Однако поскольку это относительно слабое, некова-
лентное взаимодействие, то комплекс белок-лиганд легко диссоциирует,
если из системы удалить избыток неполярного вещества. Поэтому обра-
зование таких нековалентных комплексов вряд ли можно положить в
основу общего метода стабилизации ферментов.

Особенно эффективной с точки зрения стабилизации должна быть мо-
дификация, позволяющая ввести молекулы неполярной природы внутрь
гидрофобного ядра белка [19]. Суть подхода, позволяющего осуществить
это, состоит в том, что исходным состоянием для модификации являет-
ся не свернутая (нативная) конформация белка, а развернутое состоя-
ние (статистический клубок). К этому состоянию можно перейти, если
подействовать на белок сильным денатурантом (мочевиной) с одновре-
менным расщеплением S—S-связей [232] (в тех белках, в которых они
есть). Структуру развернутого белка можно попытаться изменить соглас-
но одному из трех предложенных путей. Во-первых, сворачивать его в
«ненативных» условиях, т. е. нехарактерных для процесса сворачивания
in vivo. Есть надежда, что белок свернется в другую конформацию — так-
же каталитически активную, но с большей стабильностью. В частности,
если проводить сворачивание в условиях, благоприятствующих усилению
гидрофобных контактов (концентрированные растворы солей, повышен-
ные температуры и т. п.), то, возможно, удастся получить конформацию
белка, в которой неполярные аминокислоты будут более «правильно»
упакованы (внутренность белка станет более гидрофобной, а поверх-
ность более полярной). Во-вторых, сворачивать белок в присутствии ве-
ществ, которые могут с ним многоточечно нековалентно взаимодейство-
вать. Здесь, на наш взгляд, наиболее перспективны соединения неполяр-
ной и дифильной природы. Первые могут захватываться внутрь гидро-
фобного ядра при сворачивании белка, а вторые «встраиваться» в сво-
рачивающийся белок, контактируя своим неполярным фрагментом с гид-
рофобными областями в белке, а полярные или заряженные фрагменты
экспонируя в растворитель. В-третьих, развернутый белок можно снача-
ла модифицировать химическим реагентом, а потом свернуть.

В настоящее время описанный выше подход активно разрабатывает-
ся 1233J. Остановимся только на одном экспериментальном результате.
Иммобилизованный трипсин переводили в развернутое состояние и далее
сворачивали при разных температурах. Трипсин, свернувшийся при тем-
пературе 50° и выше, оказался [19] более термостабильным, чем исход-
ный фермент или фермент, сворачивание которого проводили при обыч-
ных (20—35°) температурах. Эти результаты согласуются с данными, по-
лученными in vivo для термофильных микроорганизмов [46, 47, 234—
236J. Эти организмы синтезируют два набора ферментов: стабильных и
лабильных, причем при высоких температурах существенно выше содер-
жание стабильных форм. «Высокотемпературные» и «низкотемператур-
ные» белки, по-видимому, являются изоформами одних и тех же фермен-
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тов, обладающих одинаковой первичной структурой [46, 47]. Следова-
тельно, как и в модельных экспериментах, в зависимости от температуры
биосинтеза белок in vivo также сворачивается либо в более, либо в ме-
нее стабильную конформацию.

5. И наконец, рассмотрим подход к стабилизации ферментов, который
недавно был предложен нами L19] и в настоящее время успешно разви-
вается L237, 238J. Он основан на предположении, что контактирование
гидрофобных участков поверхности белка с водой термодинамически не-
выгодно и, следовательно, дестабилизирует белок. Идея подхода состоит
в том, чтобы методом химической модификации уменьшить площадь кон-
такта с водой гидрофобных кластеров на поверхности белка.

Прежде чем перейти к реализации этого подхода, необходимо вы-
брать критерий гидрофобности химических соединений. До сих пор при
обсуждении влияния химической модификации на стабильность белков
этому вопросу не уделяли достаточного внимания; см., например, обзоры
[64—66]. Иногда вывод о том, привела ли химическая модификация бел-
ка к его гидрофобизации или гидрофилизации представляется очевид-
ным и не требующим точных количественных оценок. В качестве приме-
ра очевидной гидрофобизации приведем модификацию а-химотрипсина
алифатическими альдегидами [224]. Действительно, в этом случае ами-
ногруппы фермента после восстановления образующегося основания
Шиффа трансформируются в —NH—(СН 2)„—СН 3 . Однако вряд ли из
общих соображений даже качественно можно оценить, как изменяется
гидрофильность аминогруппы при ее модификации янтарным ангидри-
дом (когда NH2-rpynna трансформируется в —NH—СО—(СН 2 ) 2 —
СООН). Тем не менее такую модификацию часто относят к гидрофили-
зации.

В качестве количественного критерия гидрофобности мы выбрали
предложенный Ганшем с сотр. [239, 240] коэффициент распределения Ρ
рассматриваемого соединения между водой и несмешивающейся органи-
ческой фазой. Согласно этому критерию, чем более положительное зна-
чение Р, т. е. чем более охотно вещество предпочитает органическую
фазу перед водной, тем оно гидрофобнее. Основываясь на принципе ад-
дитивности свободных энергий [241], можно рассчитывать гидрофобно-
сти различных функциональных групп и атомов. Например, гидрофобный
инкремент атома С1 (л,.,) рассчитывается на основании экспериментально
определенных коэффициентов распределения двух соединений: хлористо-
го бензола и бензола:

πα — logc6He = 2,84 — 2,13 = 0,71

Основываясь на этом приеме, были рассчитаны [239,240] гидрофобные
инкременты наиболее часто встречающихся в биохимии функциональных
групп и атомов (всего более 150). Некоторые значения π приведены в
табл. 7. В свою очередь, этим путем можно решать и обратную задачу—·
оценивать гидрофобность сложных соединений.

Таблица 7

Параметры гидрофобности для некоторых химических групп [240]

Группа

Η
СН3

С Н ,
СН(СНч),
С 5 Н 7

с в н„
с6н5

0
0,56
1,02
1,53
1.55
2.51
1,96

о 9 з
0,77
1,43
1.G4
! ,97

1,00

Группа

ОН
SH

осн,
МНСНз
CN
ΝΟ 2

ΝΗο

'лАг

-•0.67
0,3!)

—0 02
- 0 . 4 7
—0,57
— 0,28
— 1.23

« Λ ,

— 1.64
—0,23
— I .54
— 1,38
— 1 ,27
— 1. Hi
— 1.54

Группа

СООН

cocr
сосн.
со.,сн,
С,Н,СО()Н
N(CH 3 ) 2

—0,32
—4,36
—0,55
—0.0!
—0,2!)

0,18

—5,90

ЛАП,

— 1,11
— 5 . И)
— 1.13
—0.72

—0,64

—

* Значение η для замоститет!я п ароматическом ядр?.
·* Значение π для заместителя и ашфагпческом соединении.
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Мы предлагаем применить вышеописанный подход [239, 240] для
оценки вклада, который вносит химический реагент (модификатор) в
изменение гидрофобности белка. Количественный анализ этого аспекта
позволяет по-новому взглянуть на некоторые экспериментальные данные
по химической модификации белков. Так, окисление остатка Met-192 в
α-химотрипсине до более гидрофильной формы S(O)CH3 приводит к уве-
личению конформационной стабильности белка на 2,1 ккал/моль. С дру-
гой стороны, разница в инкрементах свободной энергии экстракции этих
групп из воды в органический растворитель — 2,3/?Г(язосн3—л5сн3) со-
ставляет весьма близкую величину 2,5 ккал/моль ([240J, с. 52). На этом
основании можно предположить, что стабилизация химотрипсина, на-
блюдаемая при окислении всего лишь одного остатка Met [242], обуслов-
лена именно гидрофилизацией поверхностного гидрофобного кластера в
белке.

Другим примером гидрофилизации служит модификация аминогрупп
белка (например, о-метилизомочевиной) с переводом их в аргининопо-
добные структуры. Из табл. 6 видно, что Arg несколько более гидрофи-
лен, чем Lys. Поэтому многочисленные примеры [243—248] стабилиза-
ции белков при гуанидинировании остатков Lys можно объяснить умень-
шением поверхности гидрофобного контакта белка с водой.

Большого эффекта стабилизации удалось добиться путем аминирова-
ния остатков тирозина в трипсине L237J. В молекуле этого фермента че-
тыре остатка тирозина расположены на поверхности [249J. Появление в
ароматическом кольце тирозина аминогруппы увеличивает его гидро-
фильный характер на 1,24 ккал/моль. В результате такой гидрофилиза-
ции стабильность по отношению к необратимой денатурации трипсина,
в котором промодифицированы два и более тирозильных остатка, воз-
росла более, чем в 100 раз [237].

2,8

ю3/т,\с{

3,0 J,Z

Рис. 7. Температурная
зависимость констант
скорости термоинактива-
ции (АИп) нативного а-
химотрипсина (прямая
/) и а-химотрипсина,
модифицированного ди-
ангидридом пиромелли-
TOBofi кислоты (прямая
2); степень модифика-
ции ацилированного
препарата максимальная

[238]

Метод стабилизации, направленный на гидрофилизацию поверхност-
ных гидрофобных кластеров в белке [19], достиг наиболее значительных
успехов при ацилировании α-химотрипсина диангидридом пиромеллито-
вой кислоты L238J. Показано, что модификация затрагивает, в основ-
ном, аминогруппы белка, причем при модификации каждой группы в мо-
лекулу фермента вводится три новых карбоксильных группы. Таким об-
разом, препарат с максимальной степенью модификации обогащен по
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крайней мере на 50 групп СООН [238]. При слабощелочных рН (усло-
вия термоинактивации) все карбоксилы депротонированы и, следова-
тельно, достигнута весьма существенная гидрофилизация поверхности
белка (см. табл. 7). Модифицированный фермент настолько стабильнее
нативного, что экспериментально не удается подобрать температуру, при
которой кинетику инактивации этих двух препаратов можно сравнить.
Чтобы все-таки оценить разницу в их стабильности, экспериментальные
данные (рис. 7) пришлось экстраполировать к некоторому среднему
значению температуры. При температуре 60°, например, эффект стабили-
зации составляет более, чем 10", а с повышением температуры, как вид-
но из рис. 7, становится еще больше.

Таким образом, гидрофилизация поверхности химотрипенна (введени-
ем большого числа карбоксилатных анионов) позволяет достичь [238J
огромных стабилизационных эффектов. Раньше эффекты такого порядка
наблюдались только при многоточечном связывании фермента с поверх-
ностью носителя L130, 217, 218]; см. также обзоры [11 —19]. Тысяче-
Си более) кратные стабилизационные эффекты [238] являются пока ре-
кордными при использовании низкомолекулярных модификаторов белка.
Модифицированный пиромеллитовым диангидрндом химотрипсин по
стабильности не уступает протеазам из экстремальных термофилов
[250J, наиболее стабильным из всех известных к настоящему времени
протеолитическим ферментам.

:•: * *
В настоящем обзоре мы попытались ответить на два вопроса. Во-пер-

вых, как выявить структурные детерминанты стабильности белка (т. е.
те структурные особенности, внутри- и межмолекулярные взаимодейст-
вия, которые обеспечивают белкам повышенную стабильность). И, во-
вторых, какие подходы и методические приемы надо использовать, что-
бы, зная эти структурные детерминанты стабильности белков, получить
стабилизированные препараты ферментов для биотехнологии. Мы не
разделяем чувства пессимизма, которое часто высказывается по поводу
возможности познать молекулярные причины стабильности белков и при-
менить их на практике для создания стабилизационных подходов. Наобо-
рот, успехи, достигнутые к настоящему времени, весьма обнадеживают.
Мы уверены, что новые методы и идеи (некоторые из них обсуждены или
предложены в настоящем обзоре) дадут дополнительный импульс для
работы в этом направлении.
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