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В данной работе методом дифференциальной сканирующей адиа
батической калориметрии исследовано влияние диметилсульфоксида 
концентрацией от 0 до 50% на термоденатурацию гемоглобина человека. 
Проведен термодинамический и кинетический расчет параметров дена
турации белка с данным криопротектором. Повышение концентрации 
диметилсульфоксида приводит к понижению значений энергии актива
ции, температуры и калориметрической энтальпии денатурации гемогло
бина. Такие изменения термодинамических и кинетических параметров 
денатурации белка в присутствии диметилсульфоксида можно объяснить 
разрыхлением молекул гемоглобина и, как следствие, снижением их тер
мостабильности и степени кооперативности.
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В веден и е

Консервирование биологических систем с использованием низких температур в по
следние десятилетия получило широкое развитие [1]. Начальным этапом криоконсервирова
ния биообъектов является инкубирование их с криозащитными средами. Так, инкубирование 
белков с криопротекторами может вызывать определенные изменения в пространственной ор
ганизации белков, что отражается на их функциональных свойствах. Например, исследование 
гемоглобина на этапах криоконсервирования является актуальным в связи с важным его 
функциональным свойством -  участием в процессе дыхания. В настоящей работе в качестве 
криопротектора был выбран диметилсульфоксид (ДМСО), широко применяющийся в послед
ние десятилетия при криоконсервировании различных биологических объектов, таких как 
эритроциты, эмбрионы, спермии и другие [1, 2]. Одним из прямых экспериментальных подхо
дов в исследовании изменения пространственной организации белков по их термоденатурации 
является дифференциальная сканирующая калориметрия, позволяющая оценить термодина
мические и кинетические параметры денатурации макромолекул [3]. Исследование влияния 
данного криопротектора на термоденатурацию гемоглобина человека с помощью метода ДСК, 
а также расчет термодинамических и кинетических параметров плавления данного белка 
с криопротектором не проводился, что и явилось целью данной работы.

Гемоглобин (НЪА) получали из отмытых эритроцитов донорской крови: 1 мл цельной 
крови и 10 мл физиологического раствора №С1 смешивали и центрифугировали при 1500§ в 
течение 5 мин, надосадочную жидкость удаляли. Процедуру отмывания проводили 3 раза. По
лученную эритромассу гемолизировали в гипотоническом растворе (5 мМоль фосфатный бу
фер, рН 7.8) и центрифугировали при 27500^ в течение 15 мин. Концентрацию гемоглобина 
определяли спектрофотометрическим методом. Концентрация белка в калориметрической 
ячейке составляла около 5 мМоль. В данной работе использовался диметилсульфосид марки 
х.ч. (Реахим, Россия). Растворы криопротекторов готовили взвешиванием на аналитических 
весах.

Термограммы регистрировали на дифференциальном адиабатическом сканирующем 
микрокалориметре ДАСМ-4 (СКБ БП Пущино, Россия). Область сканирования -  от 25 до 80°С 
при избыточном давлении 2.5 атм. Скорость нагрева -  1 град./мин. Термограммы обрабатыва
ли с помощью программного пакета МюговоЙ Ойюе Ехсе1. Данные интерпретировали согласно 
[3 , 4 ]. Статистическую обработку экспериментальных данных проводили с использованием па
кета Оп§1п 7.5 (Оп§1пЬаЪ Согрогайоп, США). Данные в таблице для ДНса1 и Еа приведены как 
среднее значение ± стандартное отклонение.

М атер и ал ы  и  м етоды
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Как указано в работах [5, 6], процесс денатурации гемоглобина необратимый и подчи
няется двустадийной модели Ламри-Эйринга. На первой стадии происходит обратимая диссо
циация тетрамера на протомеры, на второй -  кинетический необратимый переход в разверну
тое состояние (анфолдинг). В данной работе мы проводим кинетический анализ второй стадии, 
модель которой можно представить в виде: Ц - к- >  Д  где Ц -  нативное состояние белка; Б  -  де
натурированное состояние белка; к -  константа скорости процесса денатурации.

Для проверки обратимости или необратимости процесса денатурации нами была про
ведена процедура повторного прогрева образца: после регистрации пика денатурации гемогло
бина, образец охлаждали, затем заново снимали зависимость теплоемкости от температуры. 
При повторном сканировании поглощение тепла не наблюдалось, что указывает на необрати
мость процесса денатурации гемоглобина.

Одним из критериев соответствия экспериментальных данных обсуждаемой модели 
денатурации белка является совпадение значений энергии активации (Еа), вычисленной раз
личными способами [3, 7]. Для определения значений энергии активации термоденатурации 
гемоглобина из экспериментальных кривых использовали два подхода ЗапсЬег-Кшг и соавт. 
[7]. В первом случае Еа вычисляли из формулы:

Е  =  в К С ех Т 2 /  А Н ,а р т а х

где Еа  -  энергия активации; Срех -  избыточная теплоемкость; К -  универсальная газовая посто
янная; АН -  энтальпия денатурации, которая определяется как площадь под кривой зависимо
сти избыточной теплоемкости от температуры; Т -  текущая температура.

Во втором случае - отношение Еа/К определяли как тангенс угла наклона зависимости 
1п (у Ср ех/(ДНса1 -  ^)) от 1/Т, где ^ -  текущее количество теплоты, поглощаемое в процессе де
натурации, V -  скорость нагрева [7].

Р езул ьтаты  и  обсуж ден и е

На рисунке 1 представлены типичные термограммы денатурации гемоглобина в при
сутствии ДМСО различной концентрации. Эндотермический пик на термограммах отображает 
процесс денатурации НЪ. Форма пика денатурации для нативного гемоглобина хорошо согла
суется с данными, указанными в литературе [5, 8]. Температура денатурации нативного гемо
глобина составляет 344 К.

На основании анализа полуширины и формы пиков плавления можно судить о степени 
кооперативное™ данного процесса [3, 4]. Денатурация нативного гемоглобина представляет 
собой высококоперативный переход. В присутствии ДМСО значения полуширины пиков воз
растают, что говорит о понижении кооперативности процесса денатурации белка.

Температура, К

Рис. 1. Термограммы гемоглобина в присутствии ДМСО: 1 -  нативный; 2 -  20% ДМСО;
3  -  4 0 % ДМСО



НАУЧНЫЕ ВЕДОМОСТИ И И  Серия Естественные науки. 2014. № 3 (174). Выпуск 26 91

На основе данных термограмм были построены зависимости температуры (1) и измене
ния калориметрической энтальпии (2) денатурации гемоглобина от концентрации ДМСО 
(Сд м с о ) (рисунок 2 и таблица). При добавлении криопротектора температура денатурации мо
нотонно убывает и близка к линейной, что подтверждает литературные данные о линейной за
висимости стабильности белка от концентрации осмолита [9]. В то время как зависимость ДН 
от концентрации ДМСО носит более сложный характер, так, на общем фоне снижения калори
метрической энтальпии от концентрации криопротектора в диапазоне от 5 до 20% ДМСО 
наблюдается минимум калориметрической энтальпии, возможно, связанный с разрыхлением 
молекул гемоглобина и ослабление связей гема с глобином. При 20% ДМСО рост калоримет
рической энтальпии, вероятно, обусловлен стабилизацией молекул гемоглобина и вызван не
которой модификацией гидратной оболочки глобиновой части молекул белка.

Таблица

Температуры, калориметрические энтальпии и энергии активации процесса денатурации  
гемоглобина в присутствии различных концентраций ДМСО

Сдмсо, масс. % т , к ДН, кДж/моль Еа1, кДж/моль Еа2, кДж/моль

0 3 4 4 ±о .2 15б±10 3 б0 .4 ± 1 7 3б2±12

5 342±0.2 150±10 3 8 3 -9 ± 1 7 37б±12

10 341±0.2 121±10 3 4 3 .2± 1 7 3 2 3 ± 1 2

20 3 3 5 ±0 .2 159±10 3 0 0 .4± 1 7 317±12

4 0 327±0.2 113±9 2 9 2 .9± 1 7 327±12

5 0 321±0.2 9 4 ± 8 2б6.9±1б 293±11

Концентрация ДМСО, масс.%

Рис. 2. Зависимости температуры (1) и изменения энтальпии (2) денатурации
от концентрации ДМСО

На рисунке 3 представлены зависимости 1п (у Ср ех /(ДН -  ^)) от 1/Т анфолдинга гемо
глобина с добавлением ДМСО. Линейность графиков в данных координатах [3] указывает на 
пригодность используемой нами модели денатурации Ламри-Эйринга в данном эксперименте. 
Нами были также рассчитаны значения энергии активации для процесса денатурации гемо
глобина с ДМСО концентрацией от о до 50%. Энергия активации для нативного гемоглобина 
составляет 361 кДж/моль.

Значения энергии активации, вычисленные с использованием подходов, рассмотрен
ных выше (см. Кинетический анализ данных ДСК), представлены в таблице, и совпадают в 
пределах погрешности эксперимента, что говорит о применимости используемой нами модели 
денатурации для гемоглобина с ДМСО. В таблице Еа1 -  энергия активации вычислена с исполь
зованием формулы -1 подход, Еа2 -  определен по тангенса угла наклона (см. рис. 3) -  2 подход.
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Температура, 1000/Т, К'1

Рис. 3. Зависимости 1п (у Ср ех /(ДН -  ^)) от обратной температуры для гемоглобина с добавле
нием ДМСО: 1 -  без ДМСО; 2 -  20% ДМСО; 3  -  40% ДМСО

Полученные значения энергии активации для нативного гемоглобина хорошо согласу
ются с данными, приведенными в литературе [5]. В присутствии криопротектора происходит 
понижение значений энергии активации, что свидетельствует о понижении термостабильности 
белка [10] и подтверждает предположение о разрыхлении молекул гемоглобина человека.

Таким образом, ДМСО в диапазоне концентрацией 0-50% не влияет на необратимость 
процесса денатурации белка и приводит к разрыхлению молекул гемоглобина человека и по
нижению его термостабильности и степени кооперативности.
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ТЬе ейей о5 О 1о 50% й1т е 1:Ьу1 зиЬох1йе сопсеп&айоп оп 1Ьег- 
т а 1 йепаШгайоп о5 Ь итап Ьешо§1оЫп теаз зШй1ей Ьу 1Ье те1:Ьой о5 йЪ- 
&гепйа1 зсапптд ай1аЬайс са1о п т е 1гу. ТЬе 1Ь егтойупат1с апй к тей с 
са1си1айоп теаз йопе. 1псгеазе о5 Й1те1Ьу1 зиЪох1йе сопсепйайоп гезиЬз 
1п йесгеазе ас^ ай оп  епегду Vа1иез, ЫтрегаШге апй са1опте1пс епШа1ру 
о5 Ь ето§1о Ь т  йепа^игайоп. 8исЬ сЬапдез о5 1Ьегтойупат1с апй к тей с 
рагате^егз о5 рго1:ет йепаШгайоп т  1Ье ргезепсе о5 й1т е 1Ьу1зиЬ'ох1йе 
сап Ье ехр1а1пей Ьу 1оозепт§ о5 Ь ето§1о Ь т  т о 1еси1ез апй аз а гезиЬ, йе
сгеазе о5 1Ье1г Шегта1 зЫЬПЬу апй йедгее о5 соорега1:га1:у.

Кеу тоогйз: Ь ето§1оЬ т, Ш егта1 йепаШгайоп, й1т е 1Ьу1 зиЬох- 
1йе, йШегепйа! зсапптд саЪ птей у.


