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Изучение термической стабильности ферментов в водно-органических средах имеет важное значение для биотехнологии. Изменяя концентрацию органического сорастворителя, можно менять направление и селективность ферментативных реакций, увеличить или уменьшить растворимость реагентов и продуктов, а в некоторых случаях даже повысить активность ферментов [1].
Стабильность фермента лизоцима из яичного белка в смесях воды с различными органическими растворителями относительно хорошо изучена экспериментально [2]. Кроме того, методом молекулярной динамики изучен механизм процесса разворачивания лизоцима в воде при повышенных температурах. В то же время механизм дестабилизации и разрушения третичной и вторичной структуры в водно-органических смесях практически не изучался.

Методом молекулярной динамики нами изучен процесс разворачивания лизоцима в смесях диметилсульфоксида (ДМСО) с водой различного состава. Расчеты проведены с помощью программы GROMACS 5.1, для ДМСО и лизоцима использовалось силовое поле OPLS, для воды модель SPC/E.

Продемонстрировано, что ДМСО прежде всего дестабилизирует третичную структуру, которая разрушается быстрее вторичной, в то время как при термической денатурации в воде прежде всего разрушается вторичная структура. Предложен эффективный критерий, позволяющий оценить время разворачивания по данным симуляции. Установлено, что разворачивание лизоцима в водно-органических смесях становится необратимым после потери контакта двух α-спиралей (последовательности 5-15 и 88-100), поэтому критерием разворачивания белка является превышение критического расстояния между этими спиралями. На основе усреднения результатов нескольких симуляций длительностью 30 нс для каждой концентрации определены кинетические параметры разворачивания, наглядно демонстрирующие падение устойчивости нативной структуры с повышением концентрации ДМСО. 
[image: image1.emf]5

9

13

17

21

0 20 40 60 80 100

τ,нс

()

xDMSO


Для области низких концентраций ДМСО (40 мольных процентов и менее) методом дифференциальной сканирующей калориметрии (ДСК) в растворе определены температуры и энтальпии денатурации лизоцима. С увеличением содержания ДМСО в смеси падает термостабильность и увеличивается энтальпия денатурации, что согласуется с данными о снижении кинетической стабильности лизоцима в молекулярно-динамических экспериментах.
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