Необратимая денатурация лизоцима в воде и смесях вода-ДМСО
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Исследование термической стабильности белков - одно из важнейших направлений биофизики и биотехнологии. Для этой цели часто применяется метод дифференциальной сканирующей калориметрии (ДСК). Привлечение метода ДСК позволило установить, что в результате последовательных циклов нагрева и охлаждения на кривых денатурации модельного белка лизоцима наблюдается образование дополнительного низкотемпературного плеча [Elkordy A.A. 2013: 189], что свидетельствует о необратимой денатурации. Однако, на сегодняшний день причина появления и роста такого низкотемпературного компонента не была объяснена. Анализ и сопоставление результатов ДСК с данными спектрометрических методов, таких как спектроскопия кругового дихроизма, ИК-спектроскопия и ДРС, позволили выявить возможные причины необратимой денатурации лизоцима в водном растворе и смесях вода-ДМСО (χДМСО≤0.4).

Необратимо денатурированное состояние лизоцима получали путем инкубации растворов белка при повышенной температуре в течение заданного времени, что позволило оценить температурную зависимость кинетики необратимой денатурации. Появляющийся на кривых ДСК после инкубации белка при повышенных температурах бимодальный пик денатурации хорошо коррелирует с изменениями в третичной структуре белка, которые регистрировались на спектрах КД (при ~289 нм). Интересно, что бимодальная форма пика характерна для водного раствора лизоцима и для смесей с χДМСО=0.2 и менее. В то же время, в растворе с мольной долей χДМСО≥0.3 наблюдается уширение основного пика и убывание его высоты. Показано, что причина этого поведения кроется в особом взаимодействии молекул ДМСО с необратимо денатурированным лизоцимом.

Привлечение метода ИК-спектроскопии сделало возможным более подробное рассмотрение изменений, происходящих в результате термической обработки лизоцима. Было замечено изменение интенсивности колебаний в боковой цепи при 1723 см-1, что соответствует колебанию карбоксильных групп (С=О) остатков аспарагиновой и глутаминовой кислот [Barth A. 2007: 1078]. Зарегистрированный при этом рост интенсивности колебаний на ИК спектрах также хорошо согласуется с уменьшением интенсивности высокотемпературного пика на кривых ДСК. Отмечено изменение колебаний и в области 1620 см-1, коррелирующее с появлением плеча при 1723 см-1. Эти спектральные изменения свидетельствуют о том, что появление низкотемпературного плеча связано с протеканием процесса дезамидирования аспарагина и глутамина в нативной молекуле лизоцима.
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