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I. ВВЕДЕНИЕ

Молекулярные шапероны участвуют в разнообразных внутрикле�
точных процессах, включая такие процессы, как котрансляционный
фолдинг белков, сборка и распад надмолекулярных белковых структур
и транспорт белков через мембраны [5, 11, 18, 28, 37, 45, 46, 52, 53, 58,
59, 65, 70, 72, 114, 119, 125, 129, 144, 145, 168]. Многие молекулярные
шапероны известны как белки теплового шока (heat�shock proteins,
Hsp), которые синтезируются в клетках всех организмов в ответ на
повышенные температуры. Белки теплового шока необходимы для
защиты клеток от теплового повреждения и нормализации функций
клетки после прекращения теплового воздействия [19, 27, 50, 62, 94,
116, 147]. Молекулярные шапероны обладают общими свойствами,
характеризующими способность этих белков оказывать влияние на
конформацию белковых субстратов. Молекулярные шапероны изби�
рательно взаимодействуют с определенными интермедиатами процес�
са фолдинга белков, оказывая таким образом влияние на выход белка
в нативном состоянии. В то время как одни шапероны, такие как
Hsp70 и Hsp60 (GroEL), благоприятствуют сворачиванию полипеп�
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тидной цепи в нативную структуру, другие, такие как α�кристаллины,
маленькие белки теплового шока, иммунофилины, cdc37 и Hsp90,
способны предотвращать агрегацию белковых субстратов, но не могут
обеспечить полный переход белка в нативное состояние [27, 63, 64,
72, 82, 94, 98, 155, 184]. В работе [45] дано следующее определение
шаперонов: шаперонами называют белки, которые, взаимодействуя
со сворачивающимися полипептидными цепями или с собирающи�
мися надмолекулярными структурами, обеспечивают переход спон�
танно протекающего процесса в процесс, который регулируется
клеточными факторами. Оценка шаперонной активности в тестах,
основанных на подавлении агрегации белковых субстратов, требует
понимания механизмов агрегации белков.

В настоящем обзоре излагаются новые представления о механиз�
мах агрегации белков и обсуждаются методы, позволяющие коли�
чественно охарактеризовать способность шаперонов подавлять агре�
гацию белков.

II. КИНЕТИКА АГРЕГАЦИИ БЕЛКОВ

ПОРЯДОК РЕАКЦИИ АГРЕГАЦИИ ПО БЕЛКУ

Форма кинетической кривой может быть охарактеризована поряд�
ком реакции по веществу, изменение концентрации которого регист�
рируется во времени. Поскольку белковые агрегаты обладают повы�
шенной способностью рассеивать падающий свет по сравнению с
исходными белковыми молекулами, за кинетикой агрегации удобно
следить по увеличению кажущегося поглощения A = lg(I/I

0
) или

интенсивности светорассеяния раствора белка в видимой области
спектра. Проведенный в настоящем обзоре анализ кинетики агрега�
ции белков основан на предположении, что кажущееся поглощение
(или интенсивность светорассеяния) пропорционально количеству
белка в агрегированной форме. Можно ожидать, что строгая пропор�
циональность между величиной поглощения и количеством агреги�
рованного белка существует во временной области, где протекает рост
уже сформировавшихся агрегатов белка. Косвенным подтверждением
такого предположения могут служить результаты проведенных нами
исследований взаимодействия гликогенфосфорилазы b из скелетных
мышц кролика с гликогеном с использованием турбидиметрического
метода [102]. В этих экспериментах использовали гликоген с молеку�
лярной массой 5,5⋅106 Да. Радиус гликогеновой частицы составляет
17 нм (в предположении сферической формы частицы). Гликоген�
фосфорилаза b представляет собой димер, имеющий следующие
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размеры: 6,5×6,5×11 нм [22]. В отли�
чие от гликогенфосфорилазы раст�
воры гликогена обладают заметной
способностью рассеивать падаю�
щий свет в видимой области. На рис.
1, а показана зависимость интен�
сивности светорассеяния (I ) при 550
нм от концентрации гликогена [G]

0
(прямая 1 ). Эта зависимость явля�
ется линейной: I = α[G]

0
 (α – конс�

танта). В присутствии гликогенфос�
форилазы b интенсивность свето�
рассеяния растворов гликогена воз�
растает (кривая 2 ) вследствие ад�
сорбции фермента на гликогеновых
частицах. Для определения количест�
ва гликогенфосфорилазы b, адсор�
бированной гликогеном, был исполь�
зован метод аналитического ультра�
центрифугирования. Было установ�
лено, что адсорбционная емкость
гликогеновой частицы составляет 20
молекул фермента. Важный результат
проведенных исследований состоит
в том, что прирост интенсивности
светорассеяния раствора гликогена
линейно зависит от количества мо�
лекул фермента, адсорбированных
на гликогеновой частице (рис. 1, б).
Наличие пропорциональности между
интенсивностью светорассеяния и
количеством адсорбированной гли�
когенфосфорилазы b позволило про�
вести изучение кинетики комплек�
сообразования и доказать, что этот
процесс протекает как обратимая
бимолекулярная реакция. Были оп�
ределены константы скорости пря�
мой и обратной реакций.

Рис. 1. Адсорбция гликогенфос�
форилазы b на гликогеновых
частицах [102] (0,05 М Na�β�гли�
церофосфат, pH 6,8; 20 °C).

а — Зависимость интенсив�
ности светорассеяния при 550 нм
(I в произвольных единицах) от
концентрации гликогена [G]0 в
отсутствие (1 ) и в присутствии
(2) гликогенфосфорилазы b (0,37
мг/мл).

б — Корреляция между при�
ростом светорассеяния (∆I/α;
α –коэффициент пропорцио�
нальности между I и [G]0) и
количеством молекул гликоген�
фосфорилазы b, адсорбирован�
ных на гликогеновой частице (r).
Величину r определяли методом
аналитического ультрацентри�
фугирования.
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Следует подчеркнуть, что в настоящем обзоре предположение о
пропорциональности между величиной поглощения и количеством
агрегированного белка использовано только для анализа завершающей
фазы процесса агрегации (начальные участки кинетических кривых,
обычно включающие лаг�период, нами не анализировались).

Процесс агрегации будем рассматривать как необратимую реак�
цию, в которой участвуют n молекул неагрегированного белка P:

nP    k →   P
agg

         (1)

(P
agg

 – агрегированная форма белка, k – константа скорости реакции
n�го порядка). Скорость агрегации (v

agg
) может быть записана как

скорость убыли неагрегированного белка:

v
agg

 = �d[P]/dt = nk[P]n,          (2)

где t – время и n – порядок агрегации по белку. Обозначим через A
lim

предельное значение кажущегося поглощения (A) при t → ∞. Если
величина A пропорциональна количеству агрегированного белка, то
доля белка в агрегированной форме равна A/A

lim
, а доля неагрегирован�

ного белка – (1 – A/A
lim

).
При сделанных допущениях текущее значение молярной концент�

рации неагрегированного белка [P] равно (1 — A/A
lim

)[P]
0
 ([P]

0
 – вели�

чина [P] при t = 0) и скорость изменения поглощения во времени
имеет следующий вид:

         (3)

Как будет видно из дальнейшего обсуждения кинетики агрегации
белков, особый интерес представляет случай, когда n = 1 (первый
порядок агрегации по белку). При n = 1 уравнение (3) трансформи�
руется в уравнение вида:

dA/dt = k
I
(A

lim
 – A),          (4)

где k
I
 – константа скорости реакции первого порядка. Интегрирова�

ние уравнения (4) дает выражение, описывающее зависимость A от t:

A = A
lim

{1 – exp[�k
I
(t – t

0
)]}          (5)

(t
0
 – значение t, при котором A = 0) или

A = A
0
 + (A

lim
 – A

0
)[1 � exp(�k

I
t)]          (6)

(A
0
 – значение A при t = 0). Первое упоминание о применимости

уравнения (5) для описания кинетики агрегации белков содержится в
работе Кнаппика и Плуктхуна [103]. Однако эти авторы, к сожале�
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нию, не представили исходных кинетических кривых агрегации изу�
чаемых белков (рекомбинантных антител).

Путем комбинирования уравнений (4) и (6) можно получить
выражение для зависимости dA/dt от времени:

dA/dt = k
I
(A

lim
 – A

0
)exp(�k

I
t) = (dA/dt)

0
exp(�k

I
t),          (7)

где (dA/dt)
0
 – значение dA/dt при t = 0.

Таким образом, для доказательства выполнения первого порядка
агрегации по белку могут быть использованы следующие уравнения:
уравнение (3) для анализа зависимости A от t при помощи специальных
программ, позволяющих проводить описание кинетических данных
дифференциальными кинетическими уравнениями (для обсуждае�
мого случая величина n должна быть равной единице) и уравнение (5)
(зависимость A от t должна быть экспоненциальной функцией с
запаздыванием по времени; t

0
 > 0). Построение графиков в коорди�

натах {dA/dt; A} и {dA/dt; t} в соответствии с уравнениями (4) и (6)
носит иллюстративный характер. Зависимость dA/dt от A является
линейной анаморфозой кинетического уравнения первого порядка.
Что касается зависимости dA/dt от t, то она также может быть пред�
ставлена в виде линейной анаморфозы в координатах {ln(dA/dt); t}.

КИНЕТИКА ТЕПЛОВОЙ АГРЕГАЦИИ БЕЛКОВ

Тепловая денатурация белков часто сопровождается агрегацией
денатурированных молекул [3, 44], что осложняет изучение денатура�
ции с использованием спектральных, гидродинамических и калори�
метрических методов. Разворачивание белковой молекулы приводит
к экспонированию гидрофобных остатков и движущей силой агрега�
ции являются гидрофобные взаимодействия между развернутыми
белковыми молекулами [56, 84, 124]. Известно также, что скорость
тепловой агрегации белков (v

agg
) сильно зависит от ионной силы раст�

вора (µ), причем величина v
agg

 растет с увеличением µ (см., например,
[13, 110, 135, 150]). Эти данные указывают на важную роль электроста�
тических взаимодействий в агрегации денатурированных белковых
молекул.

Важно подчеркнуть различие между ассоциацией и агрегацией
белковых молекул. Под ассоциацией (или самосборкой; self�assembly)
понимают взаимодействие белковых молекул, которое приводит к
образованию олигомерных структур, характеризующихся строгим
стехиометрическим составом. В то же время агрегацией называют
взаимодействие развернутых белковых молекул, которое приводит к
образованию агломератов произвольной формы вследствие «ошибоч�
ных» межбелковых взаимодействий [87].
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   Проведенный нами анализ ки�
нетических кривых тепловой агре�
гации белков показал, что в боль�
шинстве случае завершающая
фаза агрегации (т.е. участок ки�
нетической кривой после прохож�
дения точки перегиба) следует ки�
нетике первого порядка. Соответ�
ствующие примеры приведены в
таблице. Таблица содержит спи�
сок белковых субстратов, исполь�
зуемых в тест�системах, предназ�
наченных для оценки способности
шаперонов (и других агентов) по�
давлять агрегацию белков. В таб�
лице указаны кинетические пара�
метры (k

I
 и t

0
), рассчитанные из

кинетических кривых агрегации
по уравнению (5). В тех случаях,
когда имеются соответствующие
данные, указаны константы ско�
рости тепловой инактивации фер�
ментов в тех же условиях, при
которых изучалась тепловая агре�
гация.

 В качестве белковых субстратов
при испытании способности ша�
перонов подавлять агрегацию
белков особенно часто использу�
ются митохондриальная цитрат�
синтаза из сердца свиньи (димер
с молекулярной массой 87 кДа) и
β

L
�кристаллин. На рис. 2 пред�

ставлена кинетика тепловой агре�
гации цитратсинтазы, просле�
женной по увеличению поглоще�
ния при 340 нм (данные, получен�
ные Зарским с соавт. [159]). На�

чальный участок кинетической кривой характеризуется наличием
лаг�периода (рис. 2, а). Появление лаг�периода на кинетической
кривой агрегации обусловлено следующими причинами. Во�первых,
стадии агрегации предшествует стадия разворачивания белковой

Рис. 2. Анализ кинетики тепловой аг�
регации цитратсинтазы из митохонд�
рий сердца свиньи (45 °C; 50 мМ Hepes�
буфер, pH 7,5). Экспериментальные
данные [159] представлены точками.

а  — Зависимость кажущегося
поглощения при 340 нм (A 340) от
времени. Сплошная кривая рассчи�
тана по уравнению (5). Горизонтальная
штриховая линия соответствует зна�
чению A lim.

б – Зависимость dA/dt от A. Завер�
шающая фаза агрегации описана ли�
нейной функцией (4).

в  — Зависимость dA/d t  от t.
Сплошная кривая рассчитана по
уравнению (7).
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молекулы. Во�вторых, прежде чем появится возможность регистрации
прироста поглощения, в системе должны появиться достаточно круп�
ные агрегаты [43]. Регистрация прироста поглощения для основной
части кинетической кривой связана, по�видимому, с укрупнением
агрегатов, образовавшихся на начальной стадии агрегации.

В настоящем обзоре наше внимание сосредоточено, в основном,
на анализе завершающей фазы процесса агрегации, а именно, участка
кинетической кривой после прохождения точки перегиба. Для кине�
тической кривой, представленной на рис. 2, а, мы провели анализ
области кривой при t > 17 мин при помощи уравнения (3), используя
программу Scientist («MicroMath», США), позволяющую проводить
описание кинетической кривой в рамках кинетической схемы,
описываемой дифференциальным уравнением (или системой диффе�
ренциальных уравнений). Значение n, полученное при помощи этой
процедуры, составляет 0,98 ± 0,01. Следовательно, процесс агрегации
в завершающей фазе следует кинетике реакции первого порядка.

Дополнительные подтверждения этого заключения были получены
нами с использованием уравнений (4), (5) и (7). На рис. 2, а показано
описание экспериментальной кривой интегральной формой урав�
нения, соответствующего кинетике реакции первого порядка, –
уравнением (5). Получены следующие значения параметров:
A

lim
= 0,19 ± 0,01, k

I
 = 0,096 ± 0,001 мин�1 и t

0
 = 7,2 ± 0,1 мин. Как

видно из данных, представленных на рис. 2, а, область выполнения
первого порядка охватывает около 85% (от A/A

lim
 ≈ 0,15 и выше).

После дифференцирования зависимости A от t, проведенного нами
при помощи программы Origin 5.0 («Microcal Software, Inc.», США),
можно построить зависимости dA/dt от A или от t. Аппроксимация
зависимости dA/dt от A в области значений A выше 0,075 прямой
линией в соответствии с уравнением (4) дает следующие значения A

lim
и k

I
: A

lim
 = 0,19 ± 0,01 и k

I
 = 0,097 ± 0,001 мин�1. Аппроксимация

зависимости dA/dt от t при t > 10 мин экспоненциальной зависимостью
типа (7) дает значение k

I
, равное 0,097 ± 0,001 мин�1. Таким образом,

аппроксимация экспериментальных данных уравнениями (4), (5) или
(7) дает близкие значения константы скорости реакции первого
порядка k

I
.

Анализ литературных данных показывает, что во многих случаях
при достаточно больших временах регистрации процесса агрегации
цитратсинтазы рост поглощения прекращается и наблюдается
снижение величины A. Это обусловлено, скорее всего, осаждением
крупных агрегатов белка. Такая же картина обычно наблюдается и
при тепловой агрегации β

L
�кристаллина. В качестве примера на рис.

3 представлена кинетика агрегации β
L
�кристаллина из хрусталика
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глаза теленка (55 °C; 50 мМ Na�фосфатный буфер, pH 7,0). Значи�
тельная часть кинетической кривой (за исключением лаг�периода и
области больших значений времени, а именно выше 35 мин) удовлетво�
рительно описывается уравнением (5).

Поскольку агрегация белков включает бимолекулярные стадии
(например, стадию роста агрегата, т.е. стадию присоединения белко�
вых молекул к сформировавшимся агрегатам), ясно, что для установ�
ления механизма тепловой агрегации белков кинетические иссле�
дования должны проводиться в широком диапазоне концентраций
белка. При этом важно при помощи независимых методов контроли�
ровать скорость денатурации изучаемого белка. Впервые системати�
ческие исследования кинетики тепловой агрегации в широком диапа�
зоне концентраций белка с контролем скорости денатурации были
проведены в работе [8] на примере агрегации белка оболочки вируса
табачной мозаики (БО ВТМ). Агрегацию БО ВТМ при 52 °C изучали
в интервале концентраций белка от 0,02 до 0,30 мг/мл (50 мМ
фосфатный буфер, pH 8,0). Типичные кинетические кривые увели�
чения поглощения при 320 нм (A

320
), полученные при различных кон�

центрациях белка, представлены на рис. 4.
Для оценки скорости денатурации БО ВТМ был использован

метод дифференциальной сканирующей калориметрии. На рис. 5
помимо температурного профиля избыточной теплоемкости C

p
ex в 50

мМ фосфатном буфере (кривая 1) показан также соответствующий
профиль для 100 мМ фосфатного буфера (кривая 2). Проведенный в
работе [8] анализ зависимости C

p
ex от температуры для 50 мМ фос�

фатного буфера показал, что разворачивание белковой молекулы при

Рис. 3. Кинетика агрегации βL�крис�
таллина из хрусталика глаза телен�
ка (55 °C; 50 мМ Na�фосфатный
буфер, pH 7,0). Точки – экспери�
ментальные данные [33]. Сплош�
ная кривая проведена по урав�
нению (5).

Рис. 4. Кинетика агрегации белка обо�
лочки вируса табачной мозаики при
52 °C, зарегистрированной по увели�
чению поглощения при 320 нм, A320 (50
мМ фосфатный буфер, pH 8,0) [8].
Концентрация белка: 0,05 (1), 0,1 (2 ),
0,15 (3), 0,2 (4 ) и 0,3 мг/мл (5).
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52 °C происходит очень быстро:
уже спустя 0,1 с степень денату�
рации составляет 0,999. Таким
образом, при 52 °C (50 мМ фос�
фатный буфер, pH 8,0) весь белок
к моменту начала регистрации
агрегации оказывается в денату�
рированном состоянии.

Анализ кинетических кривых
агрегации БО ВТМ, полученных
при 52 °C (50 мМ фосфатный бу�
фер, pH 8,0), показал, что они сле�
дуют кинетике реакции первого
порядка. В качестве примера на
рис. 6 показана кинетическая
кривая агрегации при концентра�
ции белка, равной 0,02 мг/мл. Как
видно из рис. 6, а, кинетическая
кривая удовлетворительно опи�
сывается уравнением (5). Зна�
чения кинетических параметров
найдены равными: A

lim
 =   0,042 ±

± 0,001, k
I

= 0,21 ± 0,01 мин�1 и
t

0
= �0,77 ± 0,01 мин. Выполни�

мость кинетики первого порядка
подтверждается также представ�
лением кинетических данных в ко�
ординатах {dA/dt; A}. Зависимость
dA/dt от A является линейной для
завершающей фазы агрегации
(рис. 6, б).

Рис. 5. Зависимости избыточной тепло�
емкости Cp

ex от температуры для белка
оболочки вируса табачной мозаики
(скорость сканирования температуры
1 град/мин; концентрация белка 1
мг/мл). Концентрация фосфатного
буфера: 50 (1) и 100 мМ (2) [8].

Рис. 6. Анализ кинетики агрегации
белка оболочки вируса табачной моза�
ики при концентрации белка, равной
0,02 мг/мл (52 °C; 50 мМ фосфатный
буфер, pH 8,0) [8].

а – Кинетическая кривая в коор�
динатах {A320; t}. Точки – экспери�
ментальные данные, сплошная кри�
вая рассчитана по уравнению (5).
Горизонтальная штриховая линия
соответствует значению A lim.

б – Представление кинетических
данных в координатах {dA/dt; A}.
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Аналогичным образом были рассчитаны значения кинетических
параметров и для других концентраций белка. Зависимости A

lim
 и k

I
 от

концентрации белка представлены на рис. 7. Линейный характер
зависимости параметра A

lim
 от концентрации белка (рис. 7, а) согла�

суется с предположением о существовании прямой пропорциональ�
ности между кажущимся поглощением и количеством агрегирован�
ного белка. Чрезвычайно интересным оказался тот факт, что констан�
та скорости первого порядка k

I
 линейно зависит от концентрации

белка. Это означает, что константу k
I
 следует рассматривать как

константу скорости псевдопервого порядка.
В работе [7] было предложено использовать произведение k

I
⋅A

lim
 в

качестве меры начальной скорости агрегации при выполнении
первого порядка. Для того чтобы пояснить физический смысл этой
величины, воспользуемся рис. 8, на котором представлена схематично
экспериментальная зависимость A от t и ее аппроксимация теоретичес�
ким уравнением (5). Теоретическая кривая пересекает ось времени
при t = t

0
. Проведем касательную к теоретической кривой в точке с

координатами t = t
0
 и A = 0. Наклон этой касательной равен k

I
⋅A

lim
.

Таким образом, произведение k
I
⋅A

lim
 представляет собой начальную

Рис. 7. Зависимости параметров A lim (а)
и kI (б) от концентрации белка, [P]0,
для агрегации белка оболочки вируса
табачной мозаики при 52 °C (50 мМ
фосфатный буфер, pH 8,0) [8].

Рис. 8. Иллюстрация физического
смысла величины kI⋅Alim.

1 — экспериментальная зави�
симость кажущегося поглощения
(A) от времени,

2 — теоретическая зависимость,
соответствующая уравнению (5),

3 — предельное значение A,
соответствующее A lim,

4 — касательная, проведенная
к кривой 2 в точке с координатами
t = t0 и A = 0.
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скорость агрегации (выраженную в
единицах оптической плотности в
единицу времени) в предположе�
нии, что процесс агрегации следует
кинетике реакции первого порядка.

Воспользуемся подобным под�
ходом для того, чтобы охарактери�
зовать вид зависимости начальной
скорости агрегации БО ВТМ от
концентрации белка. На рис. 9
величина k

I
⋅A

lim
 представлена как

функция квадрата концентрации
белка. Линейный характер этой за�
висимости означает, что начальная
скорость агрегации БО ВТМ прямо
пропорциональна квадрату кон�
центрации белка. Иначе говоря,
порядок агрегации по белку, рас�
считываемый из зависимости начальной скорости агрегации от [P]

0
,

равен 2.
Для характеристики кинетики агрегации БО ВТМ в условиях,

когда скорость агрегации может быть сравнима со скоростью
денатурации, в работе [8] была повышена концентрация фосфатного
буфера (до 100 мМ) и понижена температура опыта. При использо�
вании 100 мМ фосфатного буфера температура, соответствующая
максимальному значению C

p
ex, составляет 42,5 °C (рис. 5, кривая 2 ).

Грубая оценка времени полупревращения для денатурации БО ВТМ
при 42 °C, проведенная в работе [8] на основании калориметрических
данных, дает величину 0,49 мин�1.

Агрегация БО ВТМ при 42 °C была изучена в интервале концент�
раций белка от 0,01 до 0,40 мг/мл (100 мМ фосфатный буфер, pH 8,0).
Типичные кинетические кривые представлены на рис. 10, а в коорди�
натах {A/A

lim
; t}. Проведенный в работе [8] анализ кинетических

кривых показал, что в интервале концентраций БО ВТМ от 0,01 до
0,04 мг/мл кинетические кривые удовлетворительно описываются
уравнением (5). При этом кинетические параметры A

lim
 и k

I
 линейно

зависят от концентрации белка, а произведение k
I
⋅A

lim
 параметров

прямо пропорционально [P]
0
2. Если бы обнаруженные кинетические

закономерности выполнялись во всем изученном интервале концент�
раций белка (0,01 до 0,40 мг/мл), то время полупревращения t

1/2
 должно

было бы монотонно снижаться по мере увеличения концентрации белка
до нулевого значения (по закону t

1/2
~ 1/[P]

0
). Однако, как видно из

Рис. 9. Зависимость произведения
kI⋅A lim, характеризующего началь�
ную скорость агрегации, от квадра�
та концентрации белка оболочки ви�
руса табачной мозаики при 52 °C (50
мМ фосфатный буфер, pH 8,0) [8].
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рис. 10, б, с ростом концентрации БО
ТМВ время полупревращения стре�
мится к предельному значению (t

1/2
= 0,44 мин). При этом кинетические
кривые в координатах {A/A

lim
; t} сли�

ваются в общую кривую при высоких
значениях концентрации белка (рис.
10, а). На основании подобного ха�
рактера зависимости времени полу�
превращения от концентрации белка
в работе [8] было сделан вывод о том,
что при относительно высоких кон�
центрациях белка скоростьлимити�
рующей стадией агрегации БО ТМВ
становится стадия разворачивания
белковой молекулы.

Представляет интерес обсудить
данные по кинетике агрегации β�лак�
тоглобулина при 65 °C, представлен�
ные Роефсом и Де Круифом [141].
Авторами получены кинетические
кривые прироста интенсивности све�
торассеяния при различных концен�
трациях белка. Начальная скорость
увеличения интенсивности светорас�
сеяния пропорциональна начальной
концентрации белка в квадрате. Ти�
пичная кинетическая кривая агре�
гации, полученная при концентрации
β�лактоглобулина, равной 13,9 мг/мл,
представлена на рис. 11. Проведенный
нами анализ показал, что кинетичес�

кая кривая удовлетворительно описывается экспоненциальной
функцией вида I = I

lim
[1 – exp(�k

I
t)], где I

lim
 – предельное значение

интенсивности светорассеяния при t → ∞. Используя найденное
значение I

lim
, мы представили кинетическую кривую в координатах

{I/I
lim

; t} (рис. 11). Одновременно авторы изучили кинетику агрегации
по убыли растворимой формы белка. Агрегированный белок отделяли
центрифугированием при 20000 g. Были получены, в частности,
кинетические кривые при концентрациях β�лактоглобулина, равных
4,8, 7,9 и 16,2 мг/мл. Проведенный нами анализ кинетических кривых
убыли растворимого белка показал, что в изученном временном

Рис. 10. Кинетика агрегации
белка оболочки вируса табачной
мозаики при 42 °C (100 мМ фос�
фатный буфер, pH 8,0).

а — Кинетические кривые в
координатах {A/A lim; t}. Концент�
рация белка: 0,02 (1), 0,05 (2),
0,10 (3), 0,15 (4 ), 0,20 (5), 0,30 (6 )
и 0,40 мг/мл (7 ).

б — Зависимость времени
полупревращения t1/2 от кон�
центрации белка [8].
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интервале снижение доли раствори�
мого белка (γ

sol
) во времени подчи�

няется следующему закону:

   γ
sol

 = (γ
sol

)
lim

 + [1 – (γ
sol

)
lim

]exp(�k
I
t),    (8)

где (γ
sol

)
lim

 – предельное значение γ
sol

при t → ∞. Путем интерполяции нами
была построена зависимость γ

sol
 от

времени при концентрации β�лак�
тоглобулина, равной 13,9 мг/мл:
γ

sol
= 0,11+ 0,89exp(�0,00105t) (t в мин).

Долю агрегированного белка (γ
agg

) в
изученном временном интервале рас�
считывали как (1 – γ

sol
)/[1 – (γ

sol
)

lim
].

Как видно из рис. 11, существует
удовлетворительная корреляция меж�
ду приростом интенсивности свето�
рассеяния в ходе агрегации и увели�
чением доли агрегированного белка.
Эти данные могут рассматриваться
как подтверждение предположения о
существовании пропорциональности
между мутностью раствора и коли�
чеством агрегированного белка.

КИНЕТИКА АГРЕГАЦИИ БЕЛКОВ В ПРИСУТСТВИИ
GuHCl И МОЧЕВИНЫ

Изучение денатурации белков под действием GuHCl или моче�
вины показало, что в определенном интервале концентраций денату�
рирующего агента изучаемый белок проявляет повышенную склон�
ность к агрегации. Подобное действие GuHCl или мочевины объяс�
няется тем, что относительно низкие концентрации денатурирующего
агента вызывают денатурацию белка и взаимодействие денатуриро�
ванных молекул приводит к агрегации. В то же время высокие
концентрации денатурирующего агента ослабляют белок�белковые
взаимодействия, что приводит к повышению растворимости белка и
распаду агрегатов [43, 44, 163]. Подобная картина наблюдалась,
например, при действии GuHCl на роданезу из печени быка [79],
бычий гормон роста [26], рекомбинантный интерферон γ свиньи [172],
креатинкиназу из мышц цыпленка [177], G�актин [107], D�глицер�
альдегид�3�фосфатдегидрогеназу из скелетных мышц кролика [109],

Рис. 11. Сопоставление при�
роста интенсивности свето�
рассеяния (I/I lim; сплошная
кривая) и увеличения доли аг�
регированного белка (γagg; крес�
тики) при тепловой агрегации
β�лактоглобулина (13,9 мг/мл)
при 65 °C.

Построено на основании
данных, представленных в ра�
боте [141].
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фосфофруктокиназу�1 из Saccharomy&
ces cerevisiae [21] и гликогенфосфори�
лазу b из скелетных мышц кролика [1,
2] и при действии мочевины на трипто�
фаназу из Escherichia coli [113], мутант�
ную форму фрагмента антитела к β�га�
лактозидазе человека scFv13R4c [120]
и синтазу жирных кислот из печени
цыпленка [14, 181]. Тот факт, что степень
агрегации белка при умеренных концен�
трациях денатурирующего агента умень�
шается при понижении температуры,
указывает на важную роль гидрофоб�
ных взаимодействий в «слипании» раз�
вернутых белковых молекул [26, 177].
     Анализ кинетики агрегации глико�
генфосфорилазы b в присутствии 1 М
GuHCl (0,08 М Hepes�буфер, pH 6,8;
25 °C) показал, что при относительно
низких концентрациях белка заверша�
ющая фаза агрегации, прослеженной
по увеличению поглощения при 600 нм,
следует кинетике реакции первого по�
рядка. В качестве примера на рис. 12, а
представлена кинетическая кривая аг�
регации при концентрации гликоген�
фосфорилазы b, равной 0,1 мг/мл [2].
Описание кинетической кривой с ис�
пользованием уравнения (5) дает сле�
дующие значения параметров: A

lim
=

= 0,042 ± 0,001, k
I
 = 0,038 ± 0,001 мин�1 и

t
0

= 30,2 ± 0,1 мин. На рис. 12, б пока�
зана линеаризация заключительной фазы агрегации в координатах
{dA/dt/A}.

Другим примером выполнения первого порядка при агрегации
белков в присутствии денатурирующих агентов может служить
агрегация синтазы жирных кислот цыпленка в присутствии 3 М
мочевины (1 М Na�фосфатный буфер, pH 8,0; 37 °C) [14]. Анализ
этих данных проведен нами в работе [7] (k

I
 = 0,0217 ± 0,0001 мин�1).

Кендрик с соавт. [99] изучали кинетику агрегации рекомбинант�
ного интерферона γ человека в присутствии 0,9 М GuHCl (25 °C).
Количество агрегированного белка определяли путем отделения его в

Рис. 12. Кинетика агрегации
гликогенфосфорилазы b из
скелетных мышц кролика в
присутствии 1 М GuHCl (0,08
М Hepes�буфер, pH 6,8; 25 °C).
Концентрация белка 0,1 мг/мл.

а — Кинетическая кривая в
координатах {A600; t} (A600 – пог�
лощение при 600 нм). Точки –
экспериментальные данные [2],
сплошная кривая рассчитана по
уравнению (5).

б —Представление кинети�
ческих данных в координатах
{dA/dt; A}.
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растворе 5 мМ сукцината натрия (pH 5,0; 5 °C). Было показано, что
убыль концентрации нативного неагрегированного белка следует
кинетике реакции первого порядка (k

I
 = 0,033 мин�1).

АГРЕГАЦИЯ БЕЛКОВ ПРИ КИСЛЫХ ЗНАЧЕНИЯХ PH

Денатурация белков в кислой области pH может сопровождаться
агрегацией денатурированных молекул. Обсудим в качестве примера
агрегацию люциферазы светлячка при подкислении раствора фер�
мента до pH 5,5 [174]. Кинетическая кривая агрегации фермента,
прослеженной по увеличению поглощения при 360 нм, представлена
на рис. 13 (кривая 1 ). Участок кинетической кривой после прохож�
дения лаг�периода удовлетворительно описывается интегральной
формой кинетического уравнения, соответствующего кинетике
реакции первого порядка (A

lim
 = 1,18 ± 0,01, k

I
 = 0,22 ± 0,01 мин�1 и

t
0
= 5,9 ± 0,1 мин). На основании данных по инактивации люциферазы

при pH 5,5, представленных автором обсуждаемой работы, нами была
рассчитана константа скорости инактивации, которая оказалась
равной 0,20 ± 0,01 мин�1. Полученное значение константы скорости
первого порядка близко к соответствующему значению, рассчитан�
ному из кинетической кривой агрегации. Полученный результат
указывает на то, что скоростьлимитирующей стадией агрегации в
изучаемых условиях является денатурация белковой молекулы.

На рис. 13 показано также защитное действие α�кристаллина при
агрегации люциферазы (кривая 2 ). Кинетическая кривая агрегации
в присутствии α�кристаллина следует экспоненциальному закону
(A

lim
= 0,34 ± 0,01, k

I
 = 0,11 ± 0,01 мин�1 и t

0
 = 4,8 ± 0,1 мин). Поскольку

автором цитированной работы [174] показано, что α�кристаллин не
влияет на скорость инактивации люциферазы, можно сделать заклю�
чение, что защитный эффект α�кристаллина целиком обусловлен его
способностью связывать денатурированный белок и удерживать его
в форме, не проявляющей склонности к агрегации. Уменьшение

Рис. 13. Кинетика агрегации люциферазы
светлячка, индуцируемой подкислением
раствора фермента. К исходному раствору
фермента в 25 мМ Tricine, pH 7,5, добав�
лен 0,5 М раствор Na2HPO4 (pH 4,2) до
установления pH, равного 5,5 (30 °C).

1 — Контроль (1 мкМ люцифераза),

2 — агрегация фермента в присутст�
вии 0,1 мкМ α�кристаллина. Точки –
экспериментальные данные [174], сплош�
ные кривые рассчитаны по уравнению (5).
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величины A
lim

 в 3,48 раза в присутствии 0,1 мкМ α�кристаллина озна�
чает, что при этой концентрации шаперона связывается 71% дена�
турированного белка.

АГРЕГАЦИЯ БЕЛКОВ В ПРИСУТСТВИИ
ОРГАНИЧЕСКИХ РАСТВОРИТЕЛЕЙ

Денатурация белков в органических растворителях приводит к
агрегации белков. В качестве примера на рис. 14 показана кинетика
агрегации креатинкиназы из скелетных мышц кролика в присутст�
вии 20%�ного 2,2,2�трифторэтанола (экспериментальные данные,
полученные Жоу и соавт. [81]) . После прохождения лаг�периода
кинетические кривые следуют экспоненциальному закону (рис. 14,
а). Для кинетической кривой агрегации получены следующие значе�
ния параметров: A

lim
 = 1,57 ± 0,01, k

I
 = 0,24 ± 0,01 мин�1 и t

0
 = 1,3 ± 0,1

мин. Линеаризация кинетических данных в координатах {dA/dt; A}
демонстрируется на рис. 14, б.

АГРЕГАЦИЯ ИНСУЛИНА В ПРИСУТСТВИИ
ВОССТАНОВИТЕЛЬНЫХ АГЕНТОВ

Восстановление дисульфидных связей в инсулине дитиотреито�
лом приводит к высвобождению B цепей, проявляющих склонность
к агрегации [77]. Агрегация инсулина в присутствии восстанови�
тельных агентов широко используется для оценки способности
шаперонов подавлять агрегацию белков. Проведенный нами анализ
кинетических кривых прироста мутности при агрегации B цепей
инсулина показал, что в определенных случаях заключительная фаза
агрегации удовлетворительно описывается уравнением, соответст�
вующим кинетике реакции первого порядка. В качестве примера
приведем данные из недавно опубликованной работы Чанга с сотр.
[12]. Описание заключительной фазы агрегации уравнением (5) и
линеаризация в координатах {dA/dt; A} (рис. 15) подтверждает первый
порядок агрегации по белку. Проведенный нами анализ кинетических
кривых агрегации инсулина в присутствии дитиотреитола, представ�
ленных в работах [49, 68, 106, 148, 160, 162, 165], также указывает на
выполнимость кинетики реакции первого порядка. В тех случаях,
когда n = 1, кинетика агрегации B цепей инсулина может быть охарак�
теризована тремя параметрами (A

lim
, k

I
 и t

0
).

Однако более полный анализ представленных в литературе кине�
тических кривых агрегации B цепей инсулина показывает, наиболее
типичными являются кинетические кривые, для которых при доста�
точно больших временах поглощение растет пропорционально
величине t. Обсудим в качестве примера кинетическую кривую агре�
гации B цепей инсулина, представленную в работе [140] (рис. 16, а).
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На рис. 16, б показана зависимость производной dA/dt от времени.
Как указывалось выше, в случае выполнения первого порядка
зависимость dA/dt от времени является экспоненциальной. Однако
для обсуждаемой кинетической кривой величина dA/dt стремится при
t → ∞ не к нулю, а к конечной величине. Зависимость dA/dt от времени
описывается следующим уравнением:

dA/dt = (dA/dt)
lim

 + [(dA/dt)
0
 – (dA/dt)

lim
]exp(�k

I
t),          (9)

где (dA/dt)
0
 и (dA/dt)

lim
 – значения dA/dt при t = 0 и t → ∞ соответст�

венно.

Рис. 14. Агрегация белков в присутствии органических растворителей. Агрегация
креатинкиназы из скелетных мышц кролика (2,78 мкМ) в 50 мМ Tris�HCl�буфере,
pH 8,0, содержащем 20% 2,2,2�трифторэтанола.

а — Кинетика агрегации, прослеженная по увеличению поглощения при
400 нм. Точки – экспериментальные данные [81], сплошная кривая рассчитана
по уравнению (5).

б — Кинетическая кривая в координатах {dA/dt; A}.

Рис. 15. Агрегация B цепей бычьего инсулина (60 мкМ), инициированная
добавлением 20 мМ дитиотреитола (37 °C).

а — Зависимость поглощения при 360 нм от времени. Точки – эксперимен�
тальные данные [12], сплошная кривая рассчитана по уравнению (5).

б — Представление кинетических данных в координатах {dA/dt; A}.
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Постоянство величины dA/dt при достаточно больших значениях
времени означает, что зависимость A от t с ростом времени выходит на
участок, имеющий постоянный наклон. Для описания кинетической
кривой агрегации, включающей экспоненциальный член и линейный
член при больших временах, уравнение (5) может преобразовано
следующим образом:

A = A
lim

{1 – exp[� k
I
(t – t

0
)} + β(t – t

0
)        (10)

(β – константа). На рис. 16, а сплошная кривая 1 показывает
аппроксимацию заключительной фазы агрегации B цепей инсулина
уравнением (10). Пунктирная линия 2 соответствует экпоненциаль�
ному члену кривой (A

lim
 = 0,92 ± 0,01, k

I
 = 0,138 ± 0,001 мин�1 и t

0
 =

= 19,0 ± 0,5 мин). Пунктирная линия 3 соответствует асимптоте при
t → ∞ (β = 0,0025 ± 0,0001 мин�1). Анализ агрегации инсулина в
присутствии дитиотреитола показывает, что уравнение (10) удовлетво�
рительно выполняется для кинетических кривых, представленных в
работах [29, 39, 55, 71, 104, 138, 156, 157, 169, 182]. Одно из объяснений
отклонений агрегации B цепей инсулина от кинетики первого порядка
может состоять в следующем. Мы полагаем, что увеличение мутности
раствора связано прежде всего с ростом уже сформировавшихся ядер
агрегатов путем присоединения к ним развернутых B цепей. Помимо
этого основного процесса может протекать более медленная ассоци�
ация ядер агрегатов. Выход кинетической кривой на линейную
асимптоту при больших значениях времени означает, что побочный

Рис. 16. Отклонения от кинетики первого
порядка при агрегации инсулина в присутс�
твии восстановительных агентов.

а — Кинетика агрегации инсулина из
поджелудочной железы быка в присутствии
20 мМ дитиотреитола, прослеженная по
увеличению поглощения при 400 нм (25 °C).
Точки – экспериментальные данные [140].
Сплошная кривая 1 рассчитана по урав�
нению (10).  Штриховая кривая 2 – экспо�
ненциальный член, определяемый уравне�
нием (5), и штриховая кривая 3 – асимптота
при t → ∞.

б — Представление кинетических дан�
ных в координатах {dA/dt; t}. Точки – экс�
периментальные данные. Сплошная кри�
вая рассчитана по уравнению (9). Гори�
зонтальная штриховая линия – предельное
значение dA/dt при t → ∞.
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процесс слипания ядер агрегатов в изученном масштабе времени грубо
описывается линейной зависимостью A от t. Очевидно, что для более
глубокого понимания механизма агрегации инсулина в присутствии
восстановительных агентов необходимы исследования кинетики
агрегации в широком интервале концентраций белка.

АГРЕГАЦИЯ, СОПРОВОЖДАЮЩАЯ РЕФОЛДИНГ БЕЛКОВ

В определенных случаях белки, денатурированные действием
GuHCl или мочевины при высоких концентрациях денатурирующих
агентов, проявляют способность к восстановлению нативной струк�
туры после снижения концентрации денатурирующего агента.
Рефолдинг сопровождается агрегацией белка, и выход нативного белка
уменьшается по мере увеличения концентрации белка [42, 66, 75,
88–90, 93, 113, 115, 167, 172, 183]. Структура агрегатов, образующихся,
например, при рефолдинге лактатдегидрогеназы из скелетных мышц
свиньи после обработки фермента 6 М GuHCl, была изучена с исполь�
зованием методов электронной микроскопии и кругового дихроизма
[183]. Агрегаты представляют собой неупорядоченную сетку из нитей,
структурные элементы которых по размеру в 10–15 раз превышают
нативный тетрамер (молекулярная масса тетрамера – 1,4⋅105 Да).
Молекулярная масса агрегатов составляет несколько миллионов
дальтон. Агрегаты формируются из индивидуальных мономерных
цепей, обладающих частично восстановленной вторичной структурой.

Прежде всего интересно обсудить вопрос о пропорциональности
между приростом мутности раствора и количеством агрегированного
белка. В работе Дженнингс с сотр. [61] изучалась агрегация, сопро�
вождающая рефолдинг мутантной формы интерлейкина 1β K971, в
которой лизин 97 заменен на изолейцин, после денатурирующего
воздействия 2,2 М GuHCl. Для определения количества белка, остаю�
щегося в растворимой форме, раствор белка подвергали центрифуги�
рованию при 7000 g и проводили измерение оптической плотности
при 280 нм. Подобные измерения позволяют оценить количество агре�
гированного белка. На рис. 17 представлены полученные авторами
цитированной работы зависимости доли агрегированного белка и
поглощения при 500 нм от общей концентрации мутантной формы
интерлейкина 1β K971. Как видно, существует удовлетворительная
корреляция между приростом мутности и количеством агрегиро�
ванного белка.

В ряде работ скорость агрегации белка в условиях рефолдинга
изучалась при различных концентрациях белка. Интересно, что поря�
док агрегации по белку (n

c
), рассчитываемый из зависимости началь�

ной скорости агрегации от начальной концентрации белка, оказался
близким к 2. Это было показано, например, для агрегации лактатде�
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гидрогеназы из скелетных мышц
свиньи при рефолдинге фермента,
предварительно денатурированного
GuHCl ([183]; n

c
 = 2,5 ± 0,1), и для

агрегации мутантной формы фраг�
мента антитела к β�галактозидазе
scFv13R4c при рефолдинге белка,
предварительно денатурированного
7,5 М мочевиной ([120]; n

c
 = 2,0 ± 0,1).

Данные подобного рода указывают на
то, что агрегация белка в изучаемых
условиях является бимолекулярной
реакцией.

В то же время проведенный нами
анализ индивидуальных кинетичес�
ких кривых агрегации белков при
проведении рефолдинга показывает,
что во многих случаях протекающая

во времени агрегация следует кинетике реакции первого порядка. Это
обнаруживается для кинетических кривых агрегации при рефолдинге
лактатдегидрогеназы (при достаточно малых концентрациях фермен�
та) и рефолдинге мутантной формы фрагмента антитела к β�галакто�
зидазе scFv13R4c (анализ подобных кривых был проведен в работе [7]).

Обсудим в качестве примера агрегацию белка ∆F�NBD1, предва�
рительно денатурированного 6 М GuHCl (сокращение ∆F�NBD1
соответствует ∆F508 мутантной формы нуклеотид�связывающего
домена 1 регулятора трансмембранной проводимости кистозного фиб�
роза). На рис. 18, а показана кинетическая кривая агрегации ∆F�NBD1
после 240�кратного разбавления раствора белка, содержащего 6 М
GuHCl [164]. Анализ завершающей фазы агрегации с использова�
нием уравнения (5) и представление кинетических данных в коорди�
натах {dA/dt; A} (рис. 18, б) указывает на подчинение агрегации
кинетике реакции первого порядка (A

lim
 = 0,21 ± 0,01, k

I
 = 0,034 ± 0,001

мин�1 и t
0
 = 8,2 ± 0,1 мин).

Для испытания способности шаперонов подавлять агрегацию
белков широко применяются тест�системы, в которых изучается агре�
гация роданезы из печени быка и люциферазы светлячка в условиях
проведения рефолдинга. На рис. 19, а показана кинетика агрегации
роданезы после разбавления раствора фермента, денатурированного
6 М GuHCl [122]. Кинетическая кривая удовлетворительно описы�
вается уравнением, соответствующим кинетике реакции первого
порядка (A

lim
 = 107 ± 1, k

I
 = 0,26 ± 0,01 мин�1 и t

0
 = 0). Как показал

проведенный нами анализ, аналогичная картина наблюдается для

Рис. 17. Зависимости доли агре�
гированного белка и поглощения
при 500 нм от общей концентра�
ции мутантной формы интер�
лейкина 1β K971 при рефолдин�
ге белка, предварительно дена�
турированного 2,2 М GuHCl [61].
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Рис. 18. Анализ кинетики агрегации
∆F�NBD1 (∆F508 мутантной формы
нуклеотид�связывающего домена 1
регулятора трансмембранной прово�
димости кистозного фиброза). Раст�
вор белка ∆F�NBD1, предваритель�
но денатурированного 6 М GuHCl,
был разбавлен в 240 раз. Конечная
концентрация белка составляла 2
мкМ (100 мМ Tris�HCl�буфер, pH
7,4; 37 °C).

а — Зависимость поглощения
при 400 нм от времени. Точки – экс�
периментальные данные [164],
сплошная кривая рассчитана по
уравнению (5).

б — Представление кинетичес�
ких данных в координатах {dA/dt; A}.

Рис. 19. Агрегация, сопровождаю�
щая рефолдинг белков.

а — Кинетика агрегации рода�
незы из печени быка после 100�крат�
ного разбавления раствора фер�
мента, денатурированного 6 М
GuHCl. Точки – эксперименталь�
ные данные [122], сплошная кри�
вая рассчитана по уравнению (5).
Конечная концентрация белка 0,46
мкМ.

б — Кинетика агрегации люци�
феразы светлячка после 126�крат�
ного разбавления раствора фер�
мента, денатурированного 6 М
GuHCl. Точки – эксперименталь�
ные данные [74], сплошная кривая
рассчитана по уравнению (6).
(A320)отн – оптическая плотность
при 320 нм, отнесенная к значению
A320 при t = 10 мин.
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кинетических кривых агрегации роданезы, полученных в работах [20,
38, 178] при изучении рефолдинга фермента.

Агрегация люциферазы после разбавления раствора фермента,
денатурированного 6 М GuHCl (данные работы [74]; рис. 19, б), явля�
ется примером кривой, включающей быстрый прирост мутности и
относительно медленный участок, подчиняющейся кинетике первого
порядка. Для описания медленного участка нами использовано урав�
нение (6). При этом были получены следующие значения параметров:
A

0
 = 48 ± 2, A

lim
 = 105 ± 3 и k

I
 = 0,20 ± 0,02 мин�1. Как показал про�

веденный нами анализ, первый порядок агрегации люциферазы после
разбавления фермента, денатурированного GuHCl, наблюдается
также для кинетических кривых, полученных в работах [149, 154].

Тот факт, что агрегация, сопровождающая рефолдинг белков, в
определенных случаях следует кинетике реакции первого порядка,
является неожиданным. Действительно, обычно допускается, что
рефолдинг протекает с образованием интермедиатов (I

i
), дальнейшее

превращение которых может осуществляться по двум путям, один из
которых ведет к нативному состоянию (N), а другой – к белковым
агрегатам [10, 36, 44, 57, 60, 61, 66, 85, 87, 88–90, 91–93, 101, 113, 124,
161, 179, 180, 183]:

U – развернутое состояние белка в растворе денатурирующего агента.
Некоторые авторы допускают агрегацию U, что учтено в приведенной
схеме.

Представляется маловероятным, что в условиях конкуренции двух
процессов (превращение интермедиата в нативную форму и агрегация
интермедиата) процесс агрегации будет следовать кинетике реакции
первого порядка. На наш взгляд, достаточно обоснованные кинети�
ческие модели рефолдинга белков, сопровождающегося агрегацией,
могут быть предложены только после того, как будут сформулированы
кинетические механизмы агрегации на основании кинетических
исследований агрегации в широком интервале концентраций белка.

Для объяснения первого порядка по белку для протекающей во
времени агрегации в условиях проведения рефолдинга белка в работе
[7] был предложен следующий механизм. Допустим, что исходным
состоянием белка в растворе GuHCl достаточно высокой концентра�
ции является полностью развернутое состояние U. Предположим, что
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при разбавлении часть U относительно быстро превращается в
интермедиат I, далее трансформирующийся в нативную форму N, а
остальная часть U остается в развернутой форме, не способной к
ренатурации (обозначим эту форму через U′). Наблюдаемая во
времени агрегация обусловлена «слипанием» состояний U′. Общая
схема рефолдинга имеет следующий вид [7]:

В этой схеме стадия трансформации интермедиата I в нативное
состояние и стадия агрегации mU′ → U′

m
 протекают независимо друг

от друга. В рамках обсуждаемой схемы агрегация сходна с тепловой
агрегацией белка в условиях, когда за относительно короткий
промежуток времени весь белок оказывается в развернутой форме
(например, при высоких температурах) и регистрируемая во времени
агрегация целиком связана с взаимодействием развернутых форм.
Учитывая это обстоятельство, можно ожидать, что в рамках обсужда�
емой схемы агрегация в завершающей фазе процесса будет следовать
кинетике реакции первого порядка, как это обычно имеет место при
тепловой агрегации.

Обсуждаемая схема рефолдинга белка, сопровождаемая агрега�
цией, близка к схеме, предложенной Горовитцем с сотр. для рефолдинга
роданезы [67]. Авторы этой работы допускают, что при снижении
концентрации денатурирующего агента происходит переход денату�
рированного состояния U в компактное состояние I′. Из этого
промежуточного состояния относительно быстро образуются два
состояния, одно из которых (I′′′ ) далее превращается в нативное
состояние (N), а другое (I′′ ) дает агрегаты:

                   (13)

В том случае, когда обратный переход I′′  в I′ является очень медлен�
ным, схема Горовитца с соавт. становится практически эквивалентной
схеме (12), предложенной в работе [7].
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ОБРАЗОВАНИЕ ТЕЛ ВКЛЮЧЕНИЯ

Рекомбинантные белки, продуцируемые в Esherichia coli, часто
агрегируют и образуют тела включения (inclusion bodies) [30, 34, 41,
69, 105]. Сверхэкспрессия приводит к высоким локальным концен�
трациям интермедиатов фолдинга, значительная часть которых из�за
конкуренции между реакциями фолдинга и реакциями агрегации
оказывается включенной в нерастворимый осадок. Агрегация создает
серьезные проблемы в биотехнологических производствах, поскольку
она осложняет выделение и очистку рекомбинантных белков. Анализ
кинетики образования тел включения, проведенный в работе [76],
показал, что включение мономеров в осадок следует кинетике реакции
первого порядка (при допущении снижения скорости продуцирования
начального продукта трансляции во времени по экспоненциальному
закону). Авторы цитированной работы проводят аналогию между
кинетикой образования тел включения и кинетикой включения ами�
лоид�β�белка в фибриллярные амилоидные бляшки, образующиеся
при болезни Альцгеймера [54] (см. также [83, 96, 111, 112, 130, 131]).

III. МЕХАНИЗМ АГРЕГАЦИИ БЕЛКОВ

Процесс агрегации включает взаимодействие двух (или несколь�
ких) молекул белка, находящихся в развернутом состоянии. Поэтому
многие исследователи полагают, что протекающая во времени
агрегация следует кинетике реакции второго (или более высокого)
порядка [66, 85, 86, 88–90, 92, 93, 100, 183]. Например, в часто цити�
руемой теоретической работе Киефхабера с соавт. [100] предпола�
гается, что скорость агрегации контролируется начальной стадией
димеризации, за которой следуют более быстрые стадии агрегации,
приводящие к образованию агрегата с числом агрегации N. При сде�
ланных допущениях скорость протекающей во времени агрегации
пропорциональна квадрату текущей концентрации денатурирован�
ных молекул D:

(d[D]/dt)
agg

 = Nk
II
[D]2,        (14)

(k
II
 – константа скорости реакции второго порядка).
Однако, как показал проведенный нами анализ, протекающая во

времени необратимая агрегация белков, вызываемая действием тепла
или денатурирующих агентов (а также агрегация, сопровождающая
рефолдинг), в завершающей фазе процесса следует во многих случаях
кинетике реакции первого порядка.

Исследования тепловой агрегации БО ТМВ [8] свидетельствуют
о том, что в области относительно низких концентраций белка
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завершающая фаза процесса агрегации следует кинетике первого
порядка, причем константа скорости реакции первого порядка
является функцией концентрации белка и линейно растет с ростом
[P]

0
. Произведение параметров k

I
⋅A

lim
, характеризующее начальную

скорость агрегации, пропорционально квадрату концентрации белка.
Таким образом, порядок агрегации по белку (n

c
), рассчитываемый из

значений текущей скорости (т.е. из кинетической кривой), равен
единице, в то время как величина n

c
, рассчитываемая из зависимости

начальной скорости агрегации от начальной концентрации белка,
равна 2.

В работе [8] была предложена кинетическая модель, которая поз�
воляет объяснить подобную кинетическую закономерность процесса
тепловой денатурации. Ясно, что модель, в которой скоростьлимити�
рующей стадией процесса агрегации является бимолекулярная реак�
ция взаимодействия развернутых состояний белковой молекулы (как
это предполагалось, например, в теоретической работе [100]), является
непригодной. Единственной моделью, способной объяснить различие
в величинах порядка реакции агрегации по белку, рассчитываемых
из кинетической кривой и из зависимости начальной скорости агре�
гации от начальной концентрации белка, является модель ассоциации
белков, которая включает стадию образования ядра ассоциата – ста�
дию нуклеации (model of nucleation�dependent polymerization). Эта
модель была предложена Оосава и Касаи [132] и включает следующие
обратимые стадии: стадию нуклеации

       (15)

(M – мономер и M
n
 – ядро) и стадию роста ассоциата

 .        (16)

Если говорить о применимости подобной модели к тепловой агре�
гации белка, то прежде всего следует обратить внимание на то обстоя�
тельство, что при использовании достаточно малых концентраций
белка весь белок на начальных стадиях регистрации агрегации
оказывается в денатурированном состоянии. Иначе говоря, стадию
N → D можно считать полностью завершенной. Таким образом,
мономеру M в реакциях (15) и (16) соответствует денатурированная
форма D.

Далее, если признать стадию нуклеации обратимой, то комбина�
ция обратимой стадии нуклеации и необратимой стадии роста агрегата
не может обеспечить первый порядок агрегации по мономеру D. К
этому заключению можно придти на основе анализа приведенной в
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работе [83] кинетической схемы, включающей обратимые стадии
нуклеации и роста ассоциата (при проведении подобного анализа
константу скорости распада ассоциата M

i+1
 в соответствующих выра�

жениях следует приравнять к нулю).
Для того чтобы объяснить выполнение первого порядка по белку

для протекающего во времени процесса агрегации, следует предпо�
ложить, что, во�первых, стадия зародышеобразования (нуклеации)
является необратимой и протекает очень быстро по сравнению со
скоростью стадии роста агрегата, и, во�вторых, концентрация заро�
дышей (ядер) остается неизменной в ходе агрегации.

Предложенная в работе [8] схема агрегации денатурированных
(D) молекул включает стадию зародышеобразования

       (17)

(D – мономер, R – ядро, зародыш агрегата) и стадию роста агрегата

       (18)

(R′ � ядро, содержащее дополнительную молекулу D).  пред�

ставляет собой макроскопическую константу скорости реакции
второго порядка.

В общем случае ядро R содержит несколько точек роста (т.е.
центров, по которым происходит присоединение мономеров D).
Обозначим через Ω точку роста агрегата, а через j – число точек роста
в ядре R. Если [R] – молярная концентрация ядер, то молярная кон�
центрация точек роста равна j[R]. Условие постоянства концентрации
ядер эквивалентно условию неуничтожимости точек роста и их посто�
янства в ходе агрегации:

       (19)

где  – микроскопическая константа скорости реакции второго

порядка. Справедливо следующее соотношение между микроскопи�
ческой и макроскопической константами скорости реакции второго
порядка:  = j .

Скорость агрегации, выраженная как убыль концентрации
мономеров D, имеет следующий вид:

v
agg

 = �d[D]/dt = [R][D] = [Ω][D] = k
I
[D].        (20)

В этом выражении k
I
 – константа скорости реакции псевдопервого

порядка: k
I
 = [R] = [Ω].
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Если экспериментально определяемая константа скорости реак�
ции первого порядка k

I
 линейно растет при увеличении начальной

концентрации белка, это означает, что концентрация ядер [R] (или
концентрация точек роста [Ω]) прямо пропорциональна [P]

0
.

Неуничтожимость точек роста ядер агрегатов означает, что про�
цесс агрегации белков сходен с химическими цепными реакциями, в
основе которых лежит принцип неуничтожимости свободной валент�
ности. Цепные реакции были открыты Н.Н.Семеновым [15, 16]. За
это открытие ему была присуждена Нобелевская премия. По цепному
механизму протекает ряд важных классов химических реакций, таких
как окисление молекулярным кислородом, хлорирование и бромиро�
вание многих соединений, ряд реакций термического распада и многие
реакции цепной полимеризации. Свободные радикалы, участвующие
в цепной реакции, называют активными центрами цепной реакции.
В нашей терминологии активные центры цепной реакции агрегации
белка – это точки роста агрегата. Основными стадиями химической
цепной реакции являются стадия зарождения цепей, стадия продол�
жения цепей и стадия обрыва цепей. Зарождением цепей называется
стадия цепной реакции, приводящая к образованию свободных
радикалов из валентно�насыщенных молекул. Если говорить об агре�
гации белков, то этой стадии соответствуют стадия разворачивания
белковой молекулы и стадия нуклеации. Реакциями продолжения цепи
называют элементарные стадии цепной реакции, идущие с сохране�
нием свободной валентности и приводящие к расходованию исходных
веществ и образованию продуктов реакции. При рассмотрении агре�
гации белков этой стадии соответствует стадия роста агрегата,
протекающая с сохранением точки роста агрегата. Обрывом цепей
называют стадии цепного процесса, приводящие к исчезновению
свободной валентности. Обрыв цепей может происходить в результате
захвата свободного радикала стенкой реакционного сосуда или в
результате взаимного насыщения свободных валентностей при
взаимодействии двух свободных радикалов. Если говорить об агре�
гации белков, то прежде всего следует отметить, что при использова�
нии относительно низких концентраций белков следует учитывать
возможное участие поверхности реакционного сосуда в процессе
денатурации белка. Известно, что в этом случае константа скорости
денатурации растет по мере снижения концентрации белка и пропор�
циональна отношению поверхности сосуда к объему раствора [4, 9].
Вопрос об участии белка, денатурированного на поверхности сосуда,
в процессах агрегации остается пока неизученным. Если говорить о
взаимодействии ядер агрегатов, несущих точки роста, то подобное
взаимодействие ведет не только к исчезновению определенного числа
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точек роста, но и, что важно с точки зрения анализа кинетики агре�
гации, к нарушению предположения о пропорциональности между
мутностью раствора и количеством агрегированного белка. Взаимо�
действия подобного рода, ведущие в конечном счете к преципитации
агрегированного белка, становятся существенными по мере увеличе�
ния начальной концентрации белка.

Цепные реакции, идущие без разветвления цепей, называют
неразветвленными цепными реакциями. В этом случае на стадии про�
должения цепи из активного центра образуется один новый активный
центр. Проводя аналогию между агрегацией белка и химическими
цепными реакциями, мы можем сказать, что агрегация белка является
неразветвленной цепной реакцией. Строго говоря, это утверждение
справедливо только в приложении к стадии роста агрегата. Если же
говорить о стадии нуклеации, что она является, очевидно, разветвлен�
ной цепной реакцией, поскольку суть этой стадии состоит в форми�
ровании ядра, имеющего несколько точек роста (несколько активных
центров). Более того, именно такой подход к стадии нуклеации позво�
ляет дать строгое определение длительности этой стадии. Рост исход�
ного ядрышка сопровождается увеличением числа точек роста, содер�
жащихся в ядрышке. Начиная с определенного размера ядрышка,
число точек роста достигает предельного значения и это означает, что
процесс нуклеации для этого ядрышка закончен. Далее, образовав�
шееся ядро растет путем присоединения «мономеров» (денатуриро�
ванных молекул белка) без изменения числа точек роста в этом ядре.

Вещества, добавление которых в идущую цепную реакцию приво�
дит к замене активных свободных радикалов, ведущих цепь, на мало�
активные, не способные к продолжению цепей, называют ингиби�
торами цепных реакций. Таким образом, шапероны, блокирующие
агрегацию белкового субстрата, могут быть названы ингибиторами
цепной реакции агрегации белка. Функция шаперона состоит в том,
что полностью заблокировать точки роста белкового агрегата (т.е.
активные центры цепной реакции).

В области относительно низких концентраций белка скоростьли�
митирующей стадией процесса агрегации является стадия роста агре�
гата. Поскольку начальная скорость разворачивания белковой
молекулы пропорциональна концентрации белка в первой степени, а
начальная скорость агрегации пропорциональна [P]

0
2, можно ожи�

дать, что при достаточно высоких концентрациях белка скорость�
лимитирующей стадией будет стадия денатурации белка. Такая
ситуация действительно реализуется при относительно высоких
концентрациях БО ТМВ (при 42 °C) [8].
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Таким образом, кинетический механизм агрегации меняется при
варьировании концентрации белка. Условно можно выделить три
области концентраций белка.

Область относительно низких концентраций белка. При достаточно
низких значениях [P]

0
 скоростьлимитирующей стадией процесса

агрегации является стадия роста агрегата на зародышах, концентра�
ция которых остается постоянной в ходе агрегации. Агрегация (в
завершающей фазе) следует кинетике реакции первого порядка,
причем величина k

I
 является линейной функцией концентрации

белка. Начальная скорость агрегации, выраженная как произведение
k

I
⋅A

lim
, пропорциональна [P]

0
2. Кинетическая схема агрегации имеет

следующий вид:

     (21)

Для механизма агрегации, который реализуется в области малых
концентраций белка, можно предсказать, что размер конечных агре�
гатов не должен зависеть от начальной концентрации белка. Это проис�
ходит потому, что концентрация зародышей, на которых идет рост
агрегатов, растет в той же мере, в какой повышается начальная концент�
рация белка, и конечная степень агрегации остается неизменной. Экс�
периментальным подтверждением этого предсказания могут служить,
по�видимому, данные работы [150], в которой было показано, что
размер конечных агрегатов β�лактоглобулина, образующихся при
тепловой агрегации белка (80 °C), остается практически неизменным
при варьировании начальной концентрации белка. При выбранном
авторами значении pH (2,5) в образовании агрегатов участвуют только
нековалентные взаимодействия. Важно подчеркнуть, что судя по
характеру зависимости начальной скорости снижения доли раство�
римого белка от начальной концентрации белка, авторы проводили
эксперименты в области, где порядок агрегации по белку равен 2.

Область относительно высоких концентраций белка. При доста�
точно высоких значениях [P]

0
 скоростьлимитирующей стадией про�

цесса агрегации является стадия разворачивания белковой молекулы.
Если разворачивание протекает как необратимая мономолекулярная
реакция, агрегация (в завершающей фазе) следует кинетике реакции
первого порядка, причем величина k

I
 остается постоянной при варьи�

ровании концентрации белка и совпадает с соответствующим значе�
нием для процесса разворачивания белковой молекулы. Начальная
скорость агрегации, выраженная как произведение k

I
⋅A

lim
, пропор�

циональна [P]
0
. Кинетическая схема агрегации имеет следующий вид:

       (22)
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То обстоятельство, что тепловая агрегация (в завершающей фазе)
следует кинетике реакции первого порядка при достаточно малых и
достаточно больших концентрациях белка (в последнем случае при
условии одностадийности процесса тепловой денатурации), объясняет
тот факт, почему во многих случаях кинетика тепловой агрегации
описывается экспоненциальным законом.

Как следует из изложенного в настоящем разделе механизма теп�
ловой агрегации белков, величина константы скорости разворачива�
ния белковой молекулы представляет собой верхний предел для конс�
танты скорости первого порядка k

I
, рассчитываемой из кинетической

кривой агрегации. Анализ данных, представленных в таблице, пока�
зывает, что действительно между величиной k

I
, рассчитанной из

кинетических кривых тепловой агрегации (k
I
agg), и величиной k

I
, оце�

ненной из кинетических кривых тепловой инактивации (k
I
inact), выпол�

няется подобное соотношение: k
I
agg ≤ k

I
inact.

Область промежуточных концентраций белка. Эта область значе�
ний [P]

0
 соответствует ситуации, когда скорость разворачивания бел�

ковой молекулы сравнима со скоростью агрегации денатурирован�
ных молекул. В этом случае нет оснований ожидать, что агрегация
будет следовать кинетике реакции первого порядка. Отметим, что
механизм агрегации белков, включающий стадию необратимой дена�
турации, стадию нуклеации и стадию роста агрегатов, при допущении
сравнимых скоростей стадии разворачивания белковой молекулы и
стадии роста агрегата был использован в работе [6] для анализа началь&
ных участков кинетических кривых тепловой агрегации белков. Было
показано, что после завершения стадии нуклеации кинетика агрега�
ции следует закону: A ~ t 2 (или dA/dt ~ t).

Кинетический режим агрегации зависит не только от начальной
концентрации белка, но и от условий проведения эксперимента (тем�
пература, ионная сила, pH, вязкость среды). Изменение условий
может привести к смене кинетического режима агрегации. Один из
примеров изменения кинетического режима агрегации при изменении
условий среды содержится в работе [8]. Агрегация БО ВТМ при кон�
центрации белка, равной 0,3 мг/мл, в условиях, когда температура
равна 42 °C, а концентрация буфера составляет 100 мМ (pH 8,0), проте�
кает в режиме, когда скоростьлимитирующей стадией процесса
агрегации является стадия разворачивания белковой молекулы.
Повышение температуры до при 52 °C с одновременным снижением
концентрации буфера до 50 мМ приводит к установлению кинети�
ческого режима, при котором скоростьлимитирующей стадией
процесса агрегации является стадия роста агрегата.
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IV. КОЛИЧЕСТВЕННАЯ ОЦЕНКА ШАПЕРОННОЙ
АКТИВНОСТИ

В тех случаях, когда агрегация белкового субстрата следует
кинетике реакции первого порядка, параметры A

lim
 (или I

lim
), k

I
 и t

0
могут быть использованы для количественной оценки эффективности
действия шаперона в тест�системах, основанных на подавлении
агрегации белка. Рассмотрим в качестве примера результаты изучения
шаперонной активности C�концевого домена (остатки 518–803) регу�
лируемого глюкозой белка (glucose�regulated protein; grp94) – глико�
протеина с молекулярной массой 94 кДа, обладающего множествен�
ными центрами связывания Ca2+. Молекулярная масса C�концевого
домена grp94 (grp94�CT), измеренная в присутствии 1 мМ дитиотреи�
тола, составляет 36 кДа. В отсутствие восстановительных агентов
grp94�CT существует как димер (обнаруживаются олигомерные
формы и более высокого порядка). Шаперонная активность grp94�CT
была изучена Итарте с соавт. [142] в тест�системе, основанной на
подавлении агрегации каталитической субъединицы протеинкиназы
CK2 (CK2α) при 40 °C. Кинетические кривые агрегации, зарегистри�
рованные по увеличению интенсивности светорассеяния при 360 нм,
представлены на рис. 20, а. Для всех кинетических кривых, получен�
ных в отсутствие или в присутствии grp94�CT, завершающая фаза
процесса следует кинетике реакции первого порядка. Эксперимен�
тальная кривая, полученная в отсутствие grp94�CT, описана уравне�
нием, эквивалентным уравнению (5)

I = I
lim

{1 – exp[�k
I
(t – t

0
)]}        (23)

(I
lim

 – значение I при t → ∞) при следующих значениях параметров:
I

lim
 = 8,3 ± 0,1, k

I
 = 0,100 ± 0,005 мин�1 и t

0
 = 4,0 ± 0,4 мин (кривая 1 на

рис. 20, а). Значения I
lim

 и k
I
 для кинетических кривых агрегации,

полученных в присутствии grp94�CT, представлены на рис. 20, б и в
как функция молярного отношения [grp94�CT]/[CK2α].

Итарте с соавт. [142] изучили кинетику инактивации каталити�
ческой субъединицы протеинкиназы CK2 при 40 °C и влияние grp94�CT
на процесс инактивации (рис. 21). Как видно из рисунка, шаперон
не влияет на скорость инактивации CK2α. Проведенный нами анализ
кривой инактивации показал, что экспериментальные данные удов�
летворительно описываются экспоненциальным уравнением вида:

v/v
0
 = (v/v

0
)

lim
 + [1 – (v/v

0
)

lim
]exp(�k

I
t),        (24)

где v – скорость ферментативной реакции, v
0
 – значение v при t = 0 и

(v/v
0
)

lim
 – предельное значение v/v

0
 при t → ∞. Значения параметров

найдены равными: (v/v
0
)

lim
 = 0,144 ± 0,014 и k

I
 = 0,080 ± 0,005 мин�1

(при расчетах использовали все точки, представленные на рис. 21).
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Тот факт, что величина (v/v
0
)

lim
 отличается от нуля, может означать

наличие в препарате фермента фракции, обладающей относительно
высокой термостабильностью. Полученное значение константы
скорости инактивации близко к значению константы скорости
реакции первого порядка, рассчитанной нами для завершающей фазы

Рис. 20. Анализ шаперонной активности с использованием тест�системы, осно�
ванной на подавлении агрегации белкового субстрата.

  а — Кинетика тепловой агрегации каталитической субъединицы протеинки�
назы CK2 (CK2α), прослеженная по увеличению интенсивности светорассеяния
при 360 нм (I, произвольные единицы) при 40 °C. Кривая 1 – контроль (в
отсутствие grp94�CT). Кривые 2–4 получены при молярном отношении
[grp94�CT]/[CK2α], равном 1 : 1, 2 : 1 и 4 : 1 соответственно. Точки – экспери�
ментальные данные [142]. Сплошные кривые рассчитаны по уравнению (5).

  б, в и г – Зависимости I lim, kI и kI⋅I lim от отношения [grp94�CT]/[CK2α]
соответственно.
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агрегации CK2α (k
I
 = 0,100 мин�1). Ситуация, когда денатурация бел�

ка, прослеженная по потере ферментативной активности, и агрегация
белка в завершающей фазе следуют кинетике реакции первого поряд�
ка и соответствующие константы скорости реакции первого порядка
совпадают, означает, что стадией, лимитирующей скорость агрегации,
является стадия разворачивания белковой молекулы. Иначе говоря,
в этих условиях скорость стадии агрегации намного превышает ско�
рость стадии денатурации белковой молекулы.

Обсудим характер зависимости величины I
lim

 от концентрации
шаперона. Снижение величины I

lim
 в присутствии шаперона обус�

ловлено связыванием денатурированного белка шапероном. Дена�
турированный белок в связанном состоянии исключается из процес�
сов агрегации. Таким образом, величина I

lim
 пропорциональна коли�

честву белка, участвующего в агрегации. Важно подчеркнуть, что
характер кинетической кривой агрегации белкового субстрата сохра�
няется в присутствии шаперона. Это означает, что в системе имеется
свободный денатурированный белок и комплекс денатурированного
белка с шапероном и в тех временных интервалах, в которых прово�
дится регистрация агрегации, не происходит диссоциации комплекса
на исходные компоненты. В противном случае не наблюдалось бы
выхода кинетических кривых на предельное значение при больших
значениях времени.

Если принять, что связывание денатурированного белка шаперо�
ном является достаточно прочным, то из зависимости I

lim
 от концент�

рации шаперона оценить стехиометрию комплексообразования шапе�
рона с денатурированным белком. Для этой цели используется вели�
чина отрезка, отсекаемого на оси абсцисс прямой линией. Например,
для данных, представленных на рис. 20, а, полное подавление агрега�
ции наблюдается при отношении [grp94�CT]/[CK2α], равном 4,3 ± 0,2.
Это означает, что комплекс шаперона с денатурированной каталити�

Рис. 21. Кинетика тепловой инактивации
каталитической субъединицы протеин�
киназы CK2 (CK2α) при 40 °C. Зависи�
мость относительной ферментативной
активности CK2α, v/v0 (v – скорость
ферментативной реакции и v0 – зна�
чение v при t = 0), от времени. Точки –
экспериментальные данные [142]: 1 –
инактивация в отсутствие grp94�CT, 2 и
3  – инактивация при отношении
[grp94�CT]/[CK2α], равном 2 : 1 и 4 : 1
соответственно. Сплошная кривая рас�
считана по уравнению (24).
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ческой субъединицей протеинкиназы содержит одну молекулу денату�
рированного белка и 4 молекулы grp94�CT.

Следует отметить, что определение стехиометрии комплекса шапе�
рона с денатурированным белком указанным способом можно считать
надежным, если зависимости I

lim
 от концентрации шаперона, постро�

енные для различных фиксированных концентраций белкового
субстрата, дают одну и ту же величину для стехиометрии комплекса.

Если говорить о зависимости константы скорости k
I
 от концентра�

ции шаперона, то, как видно из рис. 20, в, при увеличении отношения
[grp94�CT]/[CK2α] до 2 : 1 величина k

I
 изменяется незначительно.

Дальнейшее увеличение отношения [grp94�CT]/[CK2α] приводит к
снижению константы скорости k

I
. Подобный характер зависимости

k
I
 от концентрации шаперона может быть интерпретирован следую�

щим образом. Как отмечалось выше, начальная концентрация белко�
вого субстрата в обсуждаемом случае соответствует кинетическому
режиму, при котором скоростьлимитирующей стадией агрегации
является стадия разворачивания белковой молекулы. Поскольку в
этом кинетическом режиме варьирование концентрации белка (в
определенном интервале) не сопровождается изменением константы
скорости первого порядка, рассчитываемой из кинетической кривой
агрегации, снижение концентрации белка, участвующего в агрегации,
в результате связывания денатурированного белка шапероном не
должно приводить к изменению величины k

I
. Подобная картина

действительно наблюдается при действии шаперона grp94�CT на агре�
гацию каталитической субъединицы протеинкиназы CK2 при малых
отношениях [grp94�CT]/[CK2α] (рис. 20, в). Снижение величины k

I
,

обнаруживаемое при [grp94�CT]/[CK2α] = 4, связано, скорее всего с
убылью концентрации белка, участвующего в процессе агрегации. В
соответствии с механизмом агрегации, обсужденным в предыдущем
разделе, понижение концентрации белка приводит к переходу процесса
агрегации в кинетический режим, при котором константа k

I
 линейно

снижается по мере снижения [P]
0
. Из�за ограниченности экспери�

ментальных данных невозможно более детально обсудить поведение
параметра k

I
 при I

lim
 → 0.

Если говорить об изменении параметра t
0
 при варьировании

концентрации grp94�CT, то при отношениях [grp94�CT]/[CK2α],
равных 1:1, 2:1 и 4:1, величина t

0
 составляет 3,1, 6,4 и 6,0 мин. Таким

образом, наблюдается рост величины t
0
 по мере повышения концент�

рации шаперона.
Как видно из представленных данных, влияние шаперона на

агрегацию белкового субстрата выражается в изменении параметров
A

lim
 (или I

lim
) и k

I
, каждый из которых не является, очевидно, прямой
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характеристикой скорости агрегации. Для того чтобы описать влияние
шаперона на скорость агрегации, мы можем воспользоваться построе�
нием графика в координатах {k

I
⋅A

lim
; [шаперон]} или соответственно

{k
I
⋅I

lim
; [шаперон]}, поскольку, как отмечалось выше, именно произ�

ведение параметров k
I
⋅A

lim
 (или k

I
⋅I

lim
) пригодно для характеристики

скорости агрегации. На рис. 20, г показана зависимость k
I
⋅I

lim
 от

отношения [grp94�CT]/[CK2α] для рассмотренного случая подавле�
ния агрегации CK2α в присутствии grp94�CT.

Представляло интерес найти в литературе экспериментальные дан�
ные по действию шаперонов на агрегацию белков такого рода, когда
уже малые добавки шаперона вызывают снижение константы скорости
первого порядка k

I
. Анализ результатов работы Виерлинг с соавт. [108],

в которой изучалось действие белка теплового шока Hsp18.1 из гороха
Pisum sativum на тепловую агрегацию малатдегидрогеназы из мито�
хондрий сердца свиньи, свидетельствует о том, в данном случае реали�
зуется именно такая ситуация. На рис. 22, а представлены кинети�
ческие кривые агрегации малатдегидрогеназы, полученные при
различных концентрациях Hsp18.1. Все кинетические кривые (в
завершающей фазе процесса) следуют кинетике первого порядка. Для
контрольной кривой, полученной в отсутствие Hsp18.1, получены
следующие значения кинетических параметров: ∆A

lim
 = 0,53 ± 0,01,

k
I
 = 0,091 ± 0,007 мин�1 и t

0
 = 12,8 ± 0,3 мин. Независимыми опытами

с использованием метода гель�проникающей хроматографии авторы
цитированной работы показали, что додекамер Hsp18.1 связывает 12
мономеров денатурированной малатдегидрогеназы. В экспериментах
по агрегации авторы использовали малатдегидрогеназу в концентра�
ции 600 нМ в расчете на мономер. Исходя из приведенной стехиомет�
рии комплекса, можно рассчитать концентрацию Hsp18.1, при кото�
рой происходит полное связывание денатурированной малатдегидро�
геназы. Эта концентрация составляет 50 нМ. Учитывая это обстоя�
тельство, мы не проводили обработку кинетической кривой агрегации,
полученной при концентрации Hsp18.1, равной 100 нМ. На рис. 22, б
показана зависимость параметра ∆A

lim
 от концентрации Hsp18.1.

Прямая линия проведена в предположении, что при полном насыще�
нии шаперона денатурированным белком образуется комплекс,
содержащий 12 мономеров денатурированной малатдегидрогеназы на
додекамер Hsp18.1. Как видно из рисунка, экспериментальные зна�
чения ∆A

lim
 удовлетворительно укладываются на теоретическую

линию. Что касается константы скорости k
I
, то этот параметр снижа�

ется с ростом концентрации Hsp18.1 (рис. 22, в). Особый интерес
представляет корреляционный график, на котором на одной из осей
нанесен величина параметра ∆A

lim
, а на другой – величина параметра
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Рис. 22. Кинетика тепловой агрегации малатдегидрогеназы из митохондрий
сердца свиньи (45 °C; Na�фосфатный буфер, pH 7,5) в присутствии Hsp18.1 из
гороха Pisum sativum.

а — Кинетические кривые агрегации, прослеженной по увеличению погло�
щения при 320 нм (∆A320). Концентрация фермента 300 нМ (в расчете на димер).
Кривая 1 – контроль (в отсутствие Hsp18.1). Кривые 2–4 получены в присутствии
Hsp18.1 при концентрации последнего, равной 15, 25 и 100 нМ соответственно
(в расчете на додекамер Hsp18.1). Точки – экспериментальные данные [108].
Сплошные кривые рассчитаны по уравнению (5).

б и в — Зависимости параметров ∆Alim и kI от концентрации Hsp18.1.

г — Корреляция между величинами ∆A lim и kI.
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k
I
 (рис. 22, г). Поскольку параметр ∆A

lim
 характеризует концентрацию

белка, участвующего в процессе агрегации, линейное снижение конс�
танты k

I
 по мере уменьшения параметра ∆A

lim
 может означать, что для

данного белкового субстрата в изученных условиях реализуется кине�
тический режим агрегации, при котором скоростьлимитирующей
стадией является стадия роста агрегата. Для полноты картины
отметим, как меняется параметр t

0
 при увеличении концентрации

Hsp18.1. Величина t
0
 составляет 14,8, и 7,3 мин при концентрациях

Hsp18.1, равных 15 и 25 нМ соответственно.
Другим примером тест�системы, в которой добавление шаперона

уже в малых количествах приводит к снижению параметра k
I
, является

цитратсинтаза из митохондрий сердца свиньи. Согласно нашим рас�
четам, такая картина наблюдается при испытании шаперонной
активности Hsp16.3 из Mycobacterium tuberculosis [30], иммунофилина
FKBP532 [25] и Hsp26 из Saccharomyces cerevisiae [73]. Подобный
характер зависимости параметра k

I
 от концентрации шаперона в

области малых концентраций последнего не удивителен, если учесть,
что для цитратсинтазы в подавляющем числе случаев выполняется
соотношение: k

I
agg < k

I
inact (см. таблицу). Как отмечалось выше, только

в том случае, когда k
I
agg = k

I
inact, можно ожидать, что параметр k

I
 будет

оставаться неизменным при добавлении малых количеств шаперона.
В заключение отметим, что при анализе литературных данных по

влиянию шаперонов на кинетику агрегации белков всегда выясняет�
ся, что авторами не проводился предварительный анализ кинетики
агрегации белкового субстрата при разных концентрациях белка. Это
означает, что авторы никогда не знают точно, в каком кинетическом
режиме протекает агрегация белкового субстрата при выбранной кон�
центрации. Это обстоятельство существенно осложняет анализ полу�
ченных данных. Таким образом, требуется проведение специальных
экспериментов по выяснению особенностей испытания шаперонной
активности для разных кинетических режимов агрегации белкового
субстрата.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящем обзоре показано, что во многих случаях необратимая
агрегация белков, вызываемая действием тепла, денатурирующих
агентов (GuHCl, мочевины, органических растворителей), подкис�
лением раствора или сопровождающая рефолдинг белка, предвари�
тельно денатурированного GuHCl или мочевиной, следует на завер�
шающем этапе кинетике реакции первого порядка. Исследования
кинетики тепловой агрегации белков в широком интервале концент�
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