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Низкая конформационная стабильность in vivo является одним из ключевых факторов, ограничивающих терапевтический потенциал ферментов, истощающих аминокислотные пулы опухолевых клеток – L-аспарагиназы (АСП) и аргиназы (АРГ). В настоящей работе исследован механизм термоденатурации и функциональная активность новых «умных» формуляций данных ферментов: конъюгатов с полиаминами (спермином) и липосомальных форм, нацеленных на полиаминтранспортную систему (ПТС) опухолевых клеток.
Методами КД- и ИК-спектроскопии (в диапазоне 20–90 °C) установлено фундаментальное изменение механизма термоденатурации (на уровне вторичной и третичной структур ферментов) при переходе от нативных ферментов к модифицированным формам. Для нативной L-аспарагиназы (EcA) характерен высококооперативный фазовый переход с температурой денатурации T* ≈ 62 °C и высокой энтальпией (dH = 390 кДж/моль), при этом ренатурация протекает с низкой эффективностью (степень восстановления структуры 27%). Включение EcA в анионные липосомы (фосфатидилхолин/кардиолипин 80/20 масс. %) переводит процесс денатурации в режим симбатного плавления вторичной и третичной структур. Липидное микроокружение реализует эффект «молекулярного шаперона», повышая обратимость денатурации до 79%. При этом наблюдается снижение энтальпии перехода до 280 кДж/моль, а также снижение энтропии перехода, что указывает на неполное разворачивание белковой глобулы при термоденатурации и увеличенную конформационную стабильность. Ковалентная модификация АСП спермином (АСП-спм) обеспечивает максимальный прирост термостабильности до 5-7 °C. Аналогичные закономерности выявлены для АРГ: модификация полиаминами и инкапсуляция приводят к росту T* и проявлению эффекта энтропийно-энтальпийной компенсации (dH и dS изменяются симбатно). Это свидетельствует о перестройке путей разворачивания белковой глобулы, предотвращающей необратимую агрегацию. Для ПТС-таргетных липосом с включением спермидин-капроата (1–5 масс. %), методом ИК-спектроскопии зафиксирован сдвиг полосы поглощения карбонильной группы ν(C=O) в низкочастотную область (с 1742 до 1736 см–1). Это указывает на разрыхление и усиленную гидратацию мембраны, что способствует более глубокому погружению фермента (АСП или АРГ) в бислой и дополнительной стабилизации (dH = 165 кДж/моль для АСП в ПТС-липосомах).
Обнаружена прямая корреляция между термодинамическими параметрами и биологической активностью. Снижение свободной энергии Гиббса (dG) коррелирует с ростом каталитической эффективности АСП и АРГ и степенью связывания с клетками. Полученные данные подтверждены МТТ-тестами in vitro на клеточной линии Raji: для модифицированных форм зафиксировано достоверное (p < 0,01) снижение IC50 с 20–25 МЕ/мл до 3–12 МЕ/мл.
Работа выполнена с использованием оборудования (ИК микроскоп МИКРАН-3 (Simex, Новосибирск, Россия), ИК спектрометр Bruker Tensor 27 (Bruker, Германия), Jasco J-815 спектрометр кругового дихроизма (JASCO, Япония), Атомно-силовой микроскоп NTEGRA II (NT-MDT Spectrum Instruments, Россия) программы развития Московского государственного университета.
