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L‐аспарагиназа (ЕС 3.5.1.1)– фермент, катализирующий превращение аминокислоты L‐аспарагина в L‐аспарагиновую кислоту [1]. В настоящее время L-аспарагиназы ввиду их противоопухолевой активности широко используются в лечении острого лимфобластного лейкоза [2]. Однако коммерческое использование L-аспарагиназы в медицинской и пищевой промышленности требует повышения эффективности и продолжительности действия фермента. В связи с этим представляется актуальным исследование L-аспарагиназ из термофильных бактерий. [3]
Целью данной работы являлось установление корреляций между механизмом термоденатурации L-аспарагиназ и их конформационной стабильностью и каталитическими параметрами.
Изменения во вторичной структуре ферментов в ходе термоденатурации были определены из изменений в КД-спектрах в дальнем УФ диапазоне (200-260 нм). Методом деконволюции КД-спектров была получена информация о содержании вторичных структур в ферментах в зависимости от температуры. Анализ результатов показал, что для аспарагиназ характерно высокое содержание α-спиралей, которые переходят в неупорядоченные структуры. Фазовый переход сопровождается агрегацией молекул ввиду гидрофобных взаимодействий между экспонированными в раствор гидрофобными группами, а также образования параллельных и антипараллельных β-листов.
Расчет термодинамических параметров денатурации указанных ферментов проводился по термограммам, регистрировавшимся с помощь КД-спектроскопии при длине волны 220 нм в температурном диапазоне 25-90°С. В результате были получены значения ΔH°298, ΔS°298, ΔG°298 денатурации для каждой из аспарагиназ. Значения свободных энергий коррелируют с литературными данными по константам скорости термоинактивации.
Из результатов исследования вторичных структур сделан вывод, что для указанных L-аспарагиназ механизм термоинактивации связан не только с денатурацией, но и с последующей агрегацией. Явление агрегации характерно для более массивных EwA и ThA, но почти не наблюдается для RrA. Механизм агрегации смешанный: образуются и гидрофобные аморфные агрегаты, и регулярные фибриллярные β-структуры.
Работа выполнена с использованием оборудования (ИК-Фурье-спектрометр Bruker Tensor 27 (Германия) и Jasco J-815 CD Spectrometer) по программе развития МГУ.
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