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Изучено специфическое влияние анионов на структуру и термостабильность, а также на пероксидазную ак�
тивность нативного (состояние III) и щелочного (состояние IV) цитохрома с (cyt c) с помощью методов УФ�
абсорбционной спектроскопии, собственной флуоресценции триптофана и кругового дихроизма. Терми�
ческая и изотермическая денатурация, контролируемая, соответственно, по флуоресценции триптофана и
методом кругового дихроизма, предполагают более низкую стабильность cyt c в состоянии IV по сравнению
с состоянием III. Значения pKa щелочной изомеризации cyt c зависят от присутствующих солей, в соответ�
ствии с эффектом Хофмейстера на стабильность белка, т.е. космотропные анионы увеличивают, а хаотроп�
ные анионы уменьшают его значение. Пероксидазная активность cyt c в состоянии III, измеренная путём
окисления гваякола, показывает четкую зависимость от положения солей в ряду Хофмейстера, в то время
как cyt c в щелочном состоянии не проявляет пероксидазной активности независимо от типа анионов, при�
сутствующих в растворе. Щелочная изомеризация cyt c в присутствии 8 М мочевины, измеренная по флуо�
ресценции Trp59, предполагает существование высокоаффинного не природного для гемового железа ли�
ганда даже при частично денатурированной конформации белка. Конформация cyt c в щелочном состоянии
в 8 М мочевине заметно модулируется специфическим эффектом анионов. Основываясь на снижении флуо�
ресценции Trp59 при титровании до щелочного значения рН в 8 М мочевине и используя метод молекуляр�
ной динамики, мы предполагаем, что Lys79�конформер является, скорее всего, доминирующим щелочным
конформером cyt c. Высокое сродство шестого лиганда к гемовому железу, вероятно, является причиной от�
сутствия пероксидазной активности у cyt c в щелочной среде.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: щелочная изомеризация, анионы Хофмейстера, псевдо�пероксидазная активность.
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ВВЕДЕНИЕ

Цитохром c (cyt c) – это многофункциональ�
ный гемопротеин, расположенный преимуще�
ственно на внешней стороне внутренней мито�
хондриальной мембраны, где он выполняет
свою функциональную роль в качестве мобиль�
ного переносчика электронов между комплек�
сом III и комплексом IV в дыхательной цепи.
Кроме того, cyt c способен катализировать пе�
роксидазо�подобные реакции [1], может функ�
ционировать как ловушка супероксида [2–4] и
участвовать в инициации апоптоза после выхода
в цитоплазму [5–7]. Более того, во внемитохон�
дриальном пространстве cyt c был идентифици�

рован как партнер взаимодействия для более
чем 250 различных биомакромолекул [8, 9]. Та�
кая многофункциональность cyt c, по�видимо�
му, возможна благодаря конформационной гиб�
кости его окисленного нативного складчатого
состояния [10–13], что позволяет структуре бел�
ка существовать в различных альтернативных
конформациях, зависящих от условий окружаю�
щей среды (значения рН, локальных электри�
ческих полей и т.д.). Эти ненативные конформа�
ции могут различаться в шестой аксильной ко�
ординации (differ in sixth�axial coordination), по
окислительно�восстановительным параметрам,
сродству связывания и каталитической актив�
ности белка [11, 14, 15].

Возможно одной из наиболее изученных не�
нативных конформаций cyt c является так на�
зываемое щелочное состояние или состоя�
ние IV, которое характеризуется потерей шесто�
го аксиального лиганда Met80 гемового железа

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : cyt c – цитохром с; GdmCl –
гуанидинхлорид; КД – круговой дихроизм; МД – молеку�
лярная динамика.
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без существенного влияния на третичную и вто�
ричную структуры белка [16–18]. Щелочная
трансформация cyt c представляет собой кон�
формационное изменение, которое происходит
спонтанно в природном cyt c в интервале значе�
ний рН 8,5–11 [19, 20]. В митохондриальном
cyt c исследования рекомбинантной экспрес�
сии [21] при сочетании методов ЯМР [22] и ре�
зонансной Рамановской спектроскопии [23]
показали, что Lys73 и Lys79, а также, возможно,
Lys72 [24] в составе Ω�петли фолдона, состоя�
щей из а.о. 70–85, заменяют нативный ли�
ганд Met80. Эта неоднородность щелочного
состояния, представленная несколькими про�
странственными конфигурациями, вероятно,
является причиной трудности получения его
кристаллической структуры. Однако структуры
двойных и тройных мутантов cyt c дрожжей с
Lys73 в шестом аксиальном положении гемово�
го железа были определены методами ЯМР и
рентгеновской кристаллографии и представля�
ют собой хорошие структурные модели состоя�
ния IV [6, 25].

Результаты, полученные в экспериментах с
использование кинетических методов останов�
ленной струи и в экспериментах по обмену во�
дорода с использование ЯМР [10, 14, 23, 27–30]
позволяют предположить, что механизм щелоч�
ного перехода включает как минимум два этапа:

Cyt3+�H (состояние III) ↔

↔ Cyt3+� (состояние III) + H ↔

↔ Cyt3+ (состояние IV).

Результатом первого шага является одново�
дородное депротонирование триггерной груп�
пы, приводящее к нативному депротонирован�
ному состоянию III cyt c с экспериментально
определенной константой равновесия KH для
диссоциации протонов (pKH ~ 11) [27]. Эта ста�
дия депротонирования связана со вторым эта�
пом, ограничивающим скорость конформаци�
онным изменением cyt c (с константой равнове�
сия KC для структурных изменений, pKC ~ –2),
что приводит к лигандному обмену Met80 на
другой сильный лиганд [30]. Депротонирование
триггерной группы в cyt c дикого типа с pKH ~ 11
говорит в пользу остатков 72, 73 и/или
79 [23, 31], но точная идентичность триггерной
группы все еще находится в стадии обсужде�
ния [15, 28, 32–34]. Следует отметить, что более
поздние исследования указывают на то, что ще�
лочной переход является более сложным про�
цессом, состоящим из нескольких последующих
и/или параллельных переходов [31, 35].

Несмотря на интенсивные исследования,
функциональная роль щелочных состояний
cyt c до сих пор неизвестна. Эти не природные
конфигурации cyt c, по�видимому, похожи на
более поздний промежуточный продукт, распо�
ложенный вдоль складок [30, 36–38], но были
также указания на то, что снижение окислитель�
но�восстановительного потенциала цитохрома c
является следствием более открытой структу�
ры гемовой щели, что важно для работы cyt c как
в цепи переноса электронов [23, 25, 39], так и в
апоптозе в связи с усилением активности перок�
сидазы [11, 40–43]. Дискуссия о функциональ�
ной роли щелочно�подобных состояний была
подогрета недавними открытиями некоторых
посттранскрипционных модификаций cyt c
млекопитающих и некоторыми естественными
точечными мутациями, которые запускают кон�
формацию белка, аналогичную состоянию IV,
даже при физиологическом значении рН. Му�
тант cyt c Gly41Ser [44, 45], а также Tyr48His [46]
в гене cyt c человека индуцируют ранние щелоч�
ные переходы при нейтральном рН, которые
способствуют увеличению динамики Ω�пет�
ли (40–57 а.о.), диссоциации Met80 и повыше�
нию пероксидазной активности cyt c [43, 45].
Эти мутанты проявляли повышенную апопто�
тическую активность, вероятно, за счет усиле�
ния связывания и активации Apaf�1 или способ�
ствуя реокислению cyt c, сборке апоптосом и их
активации [44]. Посттрансляционная модифи�
кация cyt c, например нитрованием (остаток Tyr
в положении 74) и фосфорилированием (напри�
мер, Tyr48), которая возникает при окислитель�
ном стрессе, приводит к ослаблению аксиаль�
ной связи Fe�Met80. Таким образом, эта моди�
фикация позволяет осуществлять щелочной пе�
реход при физиологическом рН, что, вероятно,
связано с повышением пероксидазной актив�
ности [15, 41, 47]. Несмотря на возникновение
повышенной активности пероксидазы, эти мо�
дификации оказывали антиапоптотическое воз�
действие за счет снижения способности активи�
ровать каспазу�9 [41, 47]. Эти данные подтверж�
дают гипотезу о важной функции щелочной
конформации cyt c in vivo [17, 41, 43, 47–49].

С этой позиции возникает вопрос, связан�
ный с пероксидазной активностью щелочной
конформации cyt c. Diederich et al. [50, 51] для
cyt c сердца лошади и McClelland et al. [52] для
tmK72 cyt c и cyt c�550 из Saccharomyces cerevisiae
показали, что пероксидазная активность белка
снижается с увеличением рН из�за заме�
ны Met80 аксиальным лигандом с сильным по�
лем, который ингибирует его пероксидазную
активность. С другой стороны, было сообщено,
что cyt c с Lys в качестве шестого аксиального
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лиганда обладает повышенной пероксидазной
активностью [17, 48, 53, 54], что согласуется с
активностью cyt c при определенных естествен�
ных мутациях и посттрансляционных модифи�
кациях [15, 41, 43, 45, 47].

Общепризнано, что каталитическая перок�
сидазная активность cyt c коррелирует с наличи�
ем популяции пятикоординатных высокоспи�
новых видов [17, 48, 55], которые являются
следствием присущей этой популяции динами�
ки в области гема [11, 56, 57]. Мы и другие ис�
следователи ранее показали, что динамика
структуры белка может быть модулирована из�
менением физико�химических свойств раство�
рителя солями, за счет эффекта, известного как
эффект Хофмейстера, или специфический со�
левой эффект [58–61]. Модуляция динамики
структуры белка может оказывать влияние на
глобальную и локальную стабильность, конфор�
мационные переходы и активность фермен�
тов [57, 58, 62–64].

В настоящей работе мы проанализировали
структуру и термическую стабильность, а также
пероксидазную активность, щелочного cyt c в
присутствии анионов Хофмейстера. Показано,
что щелочное состояние cyt c имеет (i) компакт�
ную структуру с несколько меньшей изотерми�
ческой стабильностью по сравнению с его натив�
ным состоянием, и (ii) практически отсутствует
пероксидазная активность независимо от типа
аниона Хофмейстера, присутствующего в раство�
рителе. Наши эксперименты предполагают силь�
ное сродство не природного лиганда к гемовому
железу даже в присутствии высокой концентра�
ции денатуранта. Моделирование молекулярной
динамики (МД) в сочетании с эксперименталь�
ными результатами свидетельствует о чрезвычай�
но высоком сродстве лизина к гемовому железу.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Цитохром с из сердца лошади («Sigma»,
США) использовали без дополнительной очист�
ки. Перед измерениями белок полностью окис�
ляли добавлением 1 мкл 10 мМ K3[Fe(CN)6] к
2,5 мл образца. Концентрацию окисленно�
го cyt c определяли спектрофотометрически по
поглощению при 410 нм (ε ≈ 106 100 M–1⋅см–1)
при рН 7,0 в 10 мМ натрий�фосфатном буфере.
Концентрацию 35%�ного водного раствора пе�
рекиси водорода без добавок («Centrachem»,
Словакия) определяли спектрофотометрически
по поглощению при 240 нм (ε ≈ 40 M–1⋅см–1) в
дистиллированной воде. Концентрацию гваяко�
ла (>99%) («Sigma», США) в исходном растворе
определяли спектрофотометрически по погло�

щению при 274 нм (ε ≈ 2550 M–1⋅см–1) [65]. Все
остальные химикаты были закуплены у компа�
ний «Fluka», Германия и «Sigma», США. Исход�
ные растворы солей перед использованием
фильтровали.

Флуоресцентно/эмиссионная спектроскопия.
Измерения флуоресценции проводили с по�
мощью 10 мм кюветы на спектрофлуориметре
Varian Cary Eclipse («Varian», США), снабжён�
ном Пельтье�элементом. Щелочное титрование
проводили путем добавления очень небольших
количеств концентрированного NaOH в раст�
вор, содержащий либо 5 мМ какодилатный бу�
фер, либо буфер с 8 М мочевиной и 0,5 М солью.
Температура в кюветах поддерживалась посто�
янной на уровне 20,0 ± 0,5 °С с помощью эле�
мента Пельтье. При титровании регистрирова�
лись спектры эмиссионной флуоресценции cyt c
в диапазоне 310–400 нм при длине волны воз�
буждения 290 нм. Концентрация cyt c в кювете
составляла 9 мкМ. В качестве эталона был взят
спектр при рН 6,0.

Кривые щелочной изомеризации строили в
виде зависимости значений флуоресценции
при 350 нм от рН. Значения pKa кривых щелоч�
ной изомеризации определяли по следующему
уравнению:

,              (1)

где f – фракция cyt c в щелочном состоянии, AN

и AD – интенсивность флуоресценции в точке
350 нм нативной и денатурированной форм, а
n – число протонов, участвующих в переходе.
Значения рН измеряли непосредственно в кю�
ветах с помощью стеклянного микроэлектрода
Sensorex (до и после регистрации спектров).

Измерения термической стабильности. Терми�
ческую денатурацию cyt c регистрировали при
длине волны возбуждения 290 нм и излучения –
350 нм, при постоянной скорости сканирова�
ния 1 °С/мин и в присутствии 0,5 М солей в
50 мМ натрий�фосфатном буфере, рН 7,0, и
0,5 М солей в 50 мМ глицин�NaOH буфере,
рН 10,0. Конечная концентрация белка состав�
ляла 9 мкМ. Кривые термической денатурации
cyt c были проанализированы с использованием
следующего уравнения, описывающего двух�
фазный переход:

, (2)
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где Iobs – наблюдаемая интенсивность флуорес�
ценции при температуре T, IN и IU, а также
mN и mU представляют собой пересечения и на�
клоны (intercepts and slopes) нативных (предена�
турированных) и развившихся (постденатури�
рованных) исходных линий соответственно,
а ΔHtrs – энтальпия при температуре перехо�
да Ttrs.

Измерения методом кругового дихроизма
(КД). После изотермической денатурации cyt c
гуанидинхлоридом (GdmCl) проводили измере�
ние КД в дальней УФ области при 220 нм в 1 мм
кювете с помощью спектрополяриметра JASCO
J�810 («Jasco», Япония). Измерения КД прово�
дили в растворе, содержавшем 25 мкМ cyt c в
5 мМ буфере натрий�какодилат рН 6 и в 10 мМ
буфере натрий�фосфатном/NaOH рН 11. Изме�
рения проводили при 20 °C.

Свободная энергия разворачивания Гиббса
(ΔG), которая выражает стабильность белка, и
величина m, которая зависит от площади поверх�
ности белка, подвергнутого воздействию рас�
творителя при разворачивании [66], были оце�
нены с применением нелинейного анализа наи�
меньших квадратов, используемого в рассмат�
риваемой модели [67].

.(3)

В этой модели отражена наблюдаемая эл�
липтичность (θ) и концентрация денатуран�
та [D], с входящими в неё параметрами ΔθN, ΔθU,
mN, mU, m и ΔG, соответствующими модели.
Здесь ΔθN и ΔθU представляют собой пересече�
ния базовых кривых преденатурации и постде�
натурации соответственно, а mN и mU представ�
ляют собой наклоны исходных линий предена�
турации и постденатурации соответственно.
Значения ΔG и m представляют собой пересече�
ние и наклон линейной экстраполяции проис�
ходящих изменений свободной энергии в зави�
симости от концентрации денатуранта. Это
уравнение учитывает линейную зависимость
преденатурационной и постденатурационной
областей развернувшейся кривой [67].

Измерения методом абсорбционной спектро/
скопии. Спектры поглощения измеряли в 10 мм
кювете на спектрофотометре Varian Cary Bio
100 («Varian», США), оснащенном элементом
Пельтье. Спектры поглощения измеряли в диа�
пазоне 600–800 нм в присутствии и в отсутствие
8 М мочевины и 0,5 М солей (Na2HPO4, NaCl и
NaSCN) в 10 мМ натрий�фосфатном буфере при
рН 7, 10 и 12. Концентрация cyt c составляла
100 мкм.

Кинетические исследования пероксидазной
активности цитохрома c. Анализ активности про�

водили в 10 мм кварцевой кювете. Использова�
ли свежеприготовленный исходный раст�
вор H2O2, и его концентрацию проверяли спект�
рофотометрически (ε240 = 40 M–1⋅cм–1). Реакцию
образования тетрагуаякола контролировали
при 470 нм с помощью спектрофотометра
Specord S300 UV�VIS diode�array («Analytik Jena
AG», Германия), оснащенного элементом
Пельтье. Реакции измеряли при 20 °С в присут�
ствии и в отсутствие 0,5 М солей в 10 мМ нат�
рий�фосфатном буфере при рН 7,0–7,5;
10 мМ Tris�HCl при рН 8,0–8,5 и 10 мМ глицин�
NaOH буфере при рН 9,0–10,0. Реакционные
смеси содержали 1,8 мкМ cyt c, 1 мМ гваякола и
соответствующую концентрацию (5–20 мМ) пе�
рекиси водорода. Реакцию запускали добавле�
нием H2O2, как сообщалось ранее [57].

Моделирование методом молекулярной дина/
мики (МД). Конформации cyt c с шестым лиган�
дом Lys72, Lys73 и Lys79 были построены вруч�
ную с помощью визуализатора BIOVIA Discovery
Studio 2020 г. выпуска [68]. Нативная структура
cyt c, основанная на экспериментальной геомет�
рии cyt c с разрешением 1,9 Å (PDB ID:
1HRC) [69], была использована для построения
вышеупомянутых конформационных форм.
Комбинация программ Maestro/Desmond вы�
пуска 2020 г. [70] была использована для модели�
рования различных конформационных состоя�
ний cyt c, которые были сольватированы в каж�
дом сайте связывания, используя программу
Maestro. На этом этапе была использована SPC
water Model [71] с молекулами воды в 1 нм буфе�
ре вокруг конформеров cyt c. Полученные
структуры были минимизированы и уравнове�
шены при первом 5 нс запуске NPT (давле�
ние 1,01325 бар) моделирования при 10 К. Для
проведения исследований моделирования ис�
пользовалось силовое поле OPLS�2005 (совре�
менная версия семейства силовых полей
OPLS [72, 73]). Окончательные структуры были
подвергнуты в течение 10 нс NPT моделирова�
нию (давление 1,01325 бар) с помощью прог�
раммы Desmond при 300 К. Кроме того, веб�сер�
вис ChExVis [74] был использован для прогнози�
рования внутримолекулярных каналов всех че�
тырех конформационных форм cyt c.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Специфическое влияние анионов на щелочную
изомеризацию и термостабильность cyt c. Тот
факт, что соли влияют на щелочной пере�
ход cyt c, был недавно продемонстрирован на
ряде солей Хофмейстера [62]. В данной работе,
по сравнению с предыдущей, мы еще больше
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расширили количество изученных солей. Полу�
ченные значения pKa щелочной изомеризации
cyt c (табл. S1 в Приложении) наглядно демон�
стрируют специфическое действие анионов в
зависимости от их положения в ряду Хофмейс�
тера. Фактически, щелочное состояние, состоя�
ние IV, стабилизируется хаотропными анионами
по мере уменьшения значений pKa в процессе
перехода, т.е. состояние III cyt c дестабилизиру�
ется в направлении от космотропных к хаотроп�
ным анионам.

Специфическое влияние анионов на термо�
стабильность cyt c в состояниях III и IV изучали
путем мониторинга интенсивности флуорес�

ценции при рН 7 и 10 (рис. 1, a и b), и получен�
ные значения Tm приведены в табл. S2 Прило�
жения. Тепловые переходы цитохрома с при всех
исследованных условиях делают очевидным
двойной характер его состояний. Температуры
перехода определяли путем внесения экспери�
ментальных данных в уравнение 2. При низкой
ионной силе температура перехода cyt c при
рН 10 (79,5 °C) была примерно на 6 °C ниже по
сравнению с температурой при рН 7 (85,6 °C).
Такая же тенденция наблюдалась и в присут�
ствии 0,5 М анионов. Значения температур пе�
рехода cyt c при рН 10 были во всех солях, кроме
того, в присутствии хаотропного перхлората и
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Рис. 1. Температурная денатурация cyt c в отсутствие соли (белые кружки) и в присутствии 0,5 М солей: Na2HPO4 (голу�
бые кружки), Na2SO4 (синие перевернутые треугольники), CH3COONa (зеленые треугольники), NaCl (черные кружки),
NaBr (красные ромбы), NaClO4 (серые квадраты) и NaSCN (пурпурные перевернутые треугольники) в 50 мМ натрий�фос�
фатном буфере, рН 7 (а) и в 50 мМ глицин�NaOH буфере, рН 10 (b). Интенсивность флуоресценции контролировалась
при длине волны излучения 350 нм после возбуждения при длине волны 290 нм. с – Корреляция между значениями pKa

и Tm, полученными в присутствии исследуемых солей (коэффициент корреляции линейной зависимости равен 0,8895).
(С цветными вариантами рис. 1–6 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/.)



СЕДЛАК и др.

тиоцианата они были ниже по сравнению со
значениями при рН 7 (табл. S2 в Приложении).
При обоих рН термостабильность cyt c плавно
снижается от космотропных к хаотропным ани�
онам (рис. 1, а и b; табл. S2 в Приложении) в со�
ответствии с известным эффектом Хофмейстера
на стабильность белка [75].

Отметим, что интенсивность флуоресцен�
ции при термической денатурации при рН 10
была примерно в два раза ниже, чем при рН 7,
что свидетельствует о более компактном состоя�
нии термически денатурированного цитохро�
ма с при щелочном рН, чем при нейтраль�
ном рН (рис. 1, а и b). График зависимости вели�
чины pKa от температуры перехода цитохрома с
в присутствии исследуемых солей демонстриру�
ет корреляцию, указывающую на взаимосвязь
между этими параметрами (рис. 1, c).

Изотермическая денатурация цитохрома с в
нативном и щелочном состояниях. Для сравнения
стабильности нативного и щелочного состоя�
ний cyt c мы также провели эксперименты по
изотермической денатурации, контролируя зна�
чения эллиптичности при 220 нм в присутствии
гуанидинхлорида (рис. 2). GdmCl�индуциро�
ванное разворачивание нативного и щелочного
состояний cyt c было обратимым, что позволило
применить равновесный термодинамический
анализ. Значения эллиптичности, измеренные
при 220 нм, были нормированы по минималь�
ным и максимальным значениям эллиптичнос�
ти в исследуемом диапазоне концентраций де�
натуранта. Экспериментальные данные эллип�
тичности, в зависимости от концентра�
ции GdmCl, были получены в соответствии с
уравнением 3. В результате был получен набор

термодинамических параметров для нативного
цитохрома с при рН 6 (m = 12,7 ± 0,7 кДж/моль/м
и ΔG = 34,9 ± 2,1 кДж/моль) и щелочного цито�
хрома с при рН 11 (m = 10,9 ± 0,6 кДж/моль/м
и ΔG = 29,9 ± 1,6 кДж/моль). Эти результаты
свидетельствуют о том, что в нативном состоя�
нии cyt c имеет более высокую стабиль�
ность ~5 кДж/моль, чем в щелочном состоянии,
что согласуется с результатами термической де�
натурации. Полученные значения m, пропорци�
ональные площади поверхности белка, обра�
щённой в растворитель [66], позволяют предпо�
ложить, что развернутая конформация обоих
состояний III и IV аналогична, а структура ще�
лочного состояния несколько более открыта по
сравнению с нативным состоянием cyt c.

Пероксидазная активность щелочного цито/
хрома с в присутствии анионов. Пероксидазную
активность cyt c в диапазоне рН 7–10 определя�
ли при окислении гваякола, как было описано
ранее [57]. При рН 7 у cyt c равномерно увеличи�
валась пероксидазная активность, начиная от
присутствия космотропных и до хаотропных
анионов. Действительно, константа скорости
второго порядка пероксидазной активности
cyt c увеличивалась в 2,5 раза в присутствии ха�
отропных анионов по сравнению с таковой в
присутствии космотропных анионов или в отсу�
тствие солей (рис. 3, табл. S3 в Приложении).
Однако при постепенном увеличении рН конс�
танта скорости второго порядка пероксидазной
активности cyt c снижалась независимо от типа
аниона, и при рН 10 пероксидазная активность
cyt c не обнаруживалась. Отметим, что в присут�
ствии 0,5 М перхлората пероксидазная актив�
ность cyt c наиболее высока при рН 6, но эта ак�
тивность исчезает уже при рН 8. Это наблюде�
ние ясно показывает, что пероксидазная актив�
ность cyt c исчезает при переходе его в состоя�
ние IV (pKa щелочной изомеризации cyt c в при�
сутствии 0,5 М NaClO4 составляет ~7,5), что со�
гласуется с ингибированной пероксидазной ак�
тивностью cyt c в присутствии всех исследуемых
солей при рН 10.

Влияние анионов на щелочную изомеризацию
денатурированного cyt c. Анализ щелочной изо�
меризации cyt c в присутствии 8 М мочевины
позволил проверить гипотезу о том, что срод�
ство Lys к гемовому железу при щелочном зна�
чении рН сохраняется даже в таких суровых ус�
ловиях. При инкубации cyt c в 8 М мочевине на�
тивный лиганд гемового железа в cyt c, Met80,
заменяется другим сильным лигандом, His33,
при этом небольшая часть cyt c находится в не�
упорядоченном состоянии, похожем на пента�
координированное [76]. Фактически, именно на
это указывает спектр поглощения cyt c в 8 М мо�
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Рис. 2. Изотермическая денатурация cyt c в присут�
ствии GdmCl в 5 мМ натрий�какодилате, рН 6 (чёрный) и
в 10 мМ натрий�фосфат/NaOH, рН 11 (синий), сопровож�
дающаяся эллиптичностью при 222 нм
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чевине в области 600–700 нм (рис. 4, а): (i) поло�
са 695 нм отсутствует и (ii) присутствует слабая
полоса 620 нм (показатель высокоспинового
состояния гемового железа), соответствую�
щая ~5% от высокоспинового состояния cyt c,
наблюдаемого при низкой ионной силе при
рН 2. Щелочную изомеризацию в 8 М мочевине
можно проследить с помощью другой характе�
ристики cyt c – собственной флуоресценции
триптофана. Cyt c содержит только один остаток
триптофана (Trp59), который погружён в гемо�
вую щель вблизи гема и отражает малейшие из�
менения своего (Trp59) расстояния от гема [77].
В нативной конформации cyt c флуоресцентное
излучение триптофана гасится за счет переноса
гемом энергии Фестера [55], но при рН 7 в
8 М мочевине интенсивность флуоресценции
cyt c достигает ~60–65% от флуоресцен�
ции NATA (N�ацетил�L�триптофанамида) –
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Рис. 3. Зависимость нормированного коэффициента конс�
танты скорости второго порядка пероксидазной активнос�
ти cyt c, измеренного при окислении гваякола, от рН в
присутствии и в отсутствие разного рода солей: без со�
ли (белый), Na2HPO4 (голубой), Na2SO4 (синий),
CH3COONa (зеленый), раствор NaCl (черный),
NaBr (красный), NaNO3 (оранжевый) и NaClO4 (серый)

Рис. 4. Спектры поглощения cyt c в области 600–800 нм, измеренные при рН 7 (а), рН 10 (b) и РН 12 (c) в буфере (пунк�
тирная линия) и в присутствии 8 М мочевины при рН 7, 10 и 12 в отсутствие солей (серая линия) и в присутствии
0,5 М Na2HPO4 (голубая линия), 0,5 М NaCl (черная линия) и 0,5 М NaSCN (пурпурная линия). d – Зависимости интен�
сивности флуоресценции cyt c при 350 нм в 8 М мочевине в отсутствие соли в 5 мМ какодилатном буфере (белые кружки)
и в присутствии 0,5 М натриевых солей: Na2HPO4 (голубые кружки), Na2SO4 (синие перевернутые треугольники),
CH3COONa (зеленые треугольники), NaCl (черные кружки), NaBr (красные ромбы), NaClO4 (серые квадраты) и
NaSCN (пурпурные перевернутые треугольники)
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аналога остатка триптофана (данные не приве�
дены).

Щелочная изомеризация cyt c в 8 М мочеви�
не в интервале рН 6–12 явно указывает на три
переходные состояния (рис. 4): (i) первый пере�
ход состоит в неожиданном снижении флуорес�
ценции почти во всех условиях (кроме присут�
ствия тиоцианата) со значением pKa 7,7–9,1
(табл. S4 в Приложении), а значение n ~1 гово�
рит о том, что депротонированию подверглась
одна группа. Эти переходы отражают изменение
конформации молекул, находящихся в состоя�
нии низкоспинового гемового железа (рис. 4, а),
и небольшой популяции молекул с высокоспи�
новым гемом железа (в случае хаотропов) в дру�
гое низкоспиновое состояние гемового железа
(рис. 4, b); (ii) второй переход заключается в уве�
личении флуоресценции триптофана до исход�
ного, т.е. на уровне рН 6, со значения�
ми pKa 11,0 ± 0,4 и значениями n ~(2–3), подра�
зумевающими более чем одну группу, подверга�
ющуюся депротонированию (табл. S4 в Прило�
жении). Окончательная конформация cyt c во
втором переходе представлена низкоспиновым
гемом железа (рис. 4, с). Эти переходы, скорее
всего, представляют собой щелочно�подобные
переходы к конформации Lys�гемового железа
при более низких значениях рН (6–10), т.е. в IV�
подобное состоянию, и переход в V�подобное
состояние в диапазоне pH 10–12.

Анионы Хофмейстера существенно влияют
на pH�переходы cyt c в 8 М мочевине. В присут�
ствии космотропных анионов (фосфатов и суль�
фатов) снижение флуоресценции наиболее вы�
ражено, в то время как в присутствии хаотро�
пов (тиоцианата и перхлората) изменения флуо�
ресценции триптофана довольно незначитель�
ны (рис. 4, d).

Основываясь на анионзависимом снижении
флуоресценции триптофана, мы предполагаем,
что анионы в щелочном состоянии не стабили�
зируют одинаково все возможные состояния ли�
гирования. Для решения этой гипотезы мы ис�
следовали молекулярную динамику cyt c в раз�
личных лигированных состояниях: Met80,
Lys79, Lys73 и Lys72.

Моделирование МД различных лигированных
состояний cyt c. Моделирование МД различных
связанных состояний cyt c предсказывает раз�
личную ориентацию (рис. 5) и различную гиб�
кость конформации петель (рис. 6). На рис. 5
показана исходная геометрия для моделирова�
ния. Желтым цветом выделены конформации
петель (71–87 а.о.), содержащих Met80, Lys72,
Lys73 и Lys79. В то время как небольшие кон�
формационные изменения необходимы для ко�
ординационного обмена Met80 на Lys79, боль�
ший конформационный сдвиг необходим для
того, чтобы Lys72 или Lys73 взаимодействовали
с гемовым железом. Этот конформационный
сдвиг связан с большей гибкостью этой петли по
сравнению с нативной формой cyt c. Более зна�
чительная гибкость петли (71–87 а.о.), когда
Lys72, Lys73 или Lys79 координационно связы�
ваются с гемовым железом, проиллюстрирована
на рис. 6, b–d на схемах петель различной окрас�
ки. Эти результаты хорошо согласуются с дан�
ными Oviedo�Rouco et al. [78], которые предска�
зали, что сегменты петли (71–87 а.о.) и пет�
ли (41–57 а.о.) будут более гибкие для конфор�
меров, содержащих Lys в положении шестого
лиганда. Сравнение гибкости петель показано
на рис. 6, где cyt c представлен в виде ленты с от�
меченными аминокислотами, координационно
связывающимися с атомом гемового железа.
Визуализируется около 1000 конформаций для
всех форм cyt c, которые были сохранены при
10 нс МД�моделировании в водной среде
(рис. S1 и S2 в Приложении).

Координационная связь Fe�S, возникающая
в случае Met80 и нативного cyt c (рис. 6, а), веро�
ятно, приводит к более высокой стабилизации
геометрии петли, чем координационная связь
Fe�N, которая имеется в случае Lys72, Lys73 и
Lys79. Как следствие, в случае конформеров Lys
гибкость петли, по�видимому, выше (рис. 6, b–d).
Интересно, что аминокислоты сегмента пет�
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Рис. 5. Суперпозиция нативной структуры цитохрома c, а
также различных конформаций, в которых различные ли�
зины образуют координационную связь с гемовым желе�
зом. Гибкость петли выделена светло�оранжевым цветом, а
стрелки иллюстрируют движение петли, облегчающее взаи�
модействие K72, К73 или К79 с гемовым железом. (Обо�
значения: K – остаток Lys, М – Met, W – Trp)
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ли (41–57 а.о.), которые не находятся в прямом
взаимодействии с гемовым железом, также об�
ладают более высокой гибкостью в случае Lys�
конформеров по сравнению с нативным состоя�
нием cyt c.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Щелочное состояние cyt c, включающее в се�
бя смесь по меньшей мере двух конформаций с
ненативными лигандами гемового железа, явля�
ется единственным из пяти различных состоя�
ний, кроме нативного, в диапазоне рН 0–14, с
низкоспиновым состоянием гемового желе�
за [79]. Цитохром c в состояниях III и IV имеет в
целом сходные свойства, которые суммированы
в таблице. Однако пониженный восстановитель�
ный потенциал в состоянии IV, по сравнению с
состоянием III, привлёк большое внимание.
Действительно, более низкий (на 0,3–0,5 В) вос�
становительный потенциал cyt c в состоя�
нии IV [53, 80] превращал cyt c из обратимого
переносчика электрона между комплексами III

и IV в однонаправленного транспортёра элект�
рона (к комплексу IV) с возможной регулятор�
ной ролью in vivo [19, 81]. Однако только недав�
но было обнаружено, что некоторые естествен�
ные мутации [43, 45, 82, 83] и посттрансляцион�
ные модификации [15, 41, 47, 84] смещают ще�
лочную изомеризацию в нейтральную, близкую
к физиологической, область значений рН.
Предполагается, что щелочное состояние играет
определенную роль в проапоптотических собы�
тиях, во время которых cyt c повышает свою
способность катализировать пероксидазную ре�
акцию [17, 26, 41, 49, 52]. Систематически сооб�
щалось, что в условиях, благоприятствующих
состоянию IV, как образца аксиального взаимо�
действия, cyt c обладает повышенной перокси�
дазной активностью по сравнению с состояни�
ем III [48, 53, 54]. Интересно, что в cyt c как в
состоянии III, так и в состоянии IV, присутству�
ют низкоспиновые формы гемового железа, что
означает наличие сильного шестого аксиально�
го лиганда и, следовательно, отсутствие перок�
сидазной активности. Гемовый белок, способ�
ный катализировать пероксидазные реакции,
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Рис. 6. Конформационные ансамбли различных форм cyt c по отношению к координации гема железо–сера (для случая
Met80) и координации азот–железо (в случае Lys72, Lys73 и Lys79). Различными цветами обозначены петли (41–57 а.о.) и
(71–87 а.о.). При координационном связывании Lys с гемовым железом была обнаружена бóльшая гибкость петель, чем
при координационной связи с серой нативного cyt c. (Обозначения: K – остаток Lys, М – Met)
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должен находиться в пента�координированном
состоянии с вакантным шестым сайтом, что яв�
ляется неизбежным условием доступности ак�
тивного участка для субстрата. Действительно,
было показано, что пероксидазная активность
cyt c является результатом временно формирую�
щегося пента�координированного состояния
гема. Это считается следствием присущей дан�
ной области гема динамики – обратимого раз�
ворачивания наименее стабильных фолдонов
cyt c [57], т.е. так называемых инфракрасных и
красных фолдонов, состоящих из а.о. 41–57 и
71–87 соответственно [85]. Это предположение
основано на экспериментальных наблюдениях
связывания малых лигандов, таких как циа�
нид [60, 86, 87] или имидазол [88], с гемовым
железом. Основываясь на наших выводах о том,
что анионы Хофмейстера влияют на динамику в
области гема, как показано на анионной зависи�
мости константы скорости связывания цианида
с гемовым железом [60], мы предположили, что
эффект Хофмейстера должен влиять также на
пероксидазную активность cyt c в состоянии III.
Фактически, полученные результаты перокси�
дазной активности cyt c, контролируемой окис�
лением гваякола (рис. 3), подтверждают эту ги�
потезу. Показано, что пероксидазная актив�
ность cyt c в присутствии солей возрастает в
направлении от космотропных к хаотропным
анионам в соответствии с повышенной динами�
кой в области гема. Это согласуется с нашей
предыдущей работой, в которой мы наблюдали
повышенную окислительную модификацию
cyt c перекисью водорода в присутствии хаот�
ропных, по сравнению с космотропными, анио�
нов [89]. Однако в то время, при измерении ме�
тодом FOX2, мы не наблюдали разницы в перок�
сидазной активности cyt c, что свидетельствует о
его меньшей чувствительности по сравнению с
методом, основанном на окислении гваякола.

В наших исследованиях, посвященных эф�
фекту Хофмейстера, мы отмечали, что анионы
влияют не только на динамику cyt c в области ге�
ма, но и на значения pKa в его щелочном состо�
янии [62]. Этот вывод согласуется с наблюдени�
ями локальной дестабилизации Ω�пет�
ли (70–85 а.о.) в результате мутаций [90–93],
посттрансляционной модификации [41, 43, 47,
49, 55], физико�химических факторов, таких как
повышенная концентрация денатурантов [76]
или температура [94–96], что снижает значе�
ния pKa щелочной изомеризации cyt c. Наши
результаты подтверждают этот вывод, как видно
из корреляции между стабильностью в целом,
представленной значениями Tm, и значения�
ми pKa, наблюдаемыми в присутствии со�
лей (рис. 1, с).

Из�за сопоставимости стабильности состоя�
ний III и IV (рис. 2) мы предположили анало�
гичное влияние анионов Хофмейстера на пе�
роксидазную активность состояния IV, как это
наблюдалось для состояния III. Однако во всех
изученных условиях, с солями или без них, cyt c
в состоянии IV обладает незначительной перок�
сидазной активностью. Наше объяснение этого
наблюдения состоит в том, что Met80, шестой
лиганд состояния III, находится в относительно
лабильном положении, конкурируя с другими
аминокислотными остатками (Lys) за связь с ге�
мовым железом, как это следует из детального
анализа спектральных свойств cyt c, выполнен�
ного группой Schweitzer�Stenner [97, 98]. По�
видимому, следствием этой конкуренции за ге�
мовое железо является существование популя�
ции в пента�координированном состоянии,
способной катализировать пероксидазные ре�
акции. С другой стороны, несмотря на анало�
гичную гетерогенность щелочного состояния
cyt c, представленную наличием двух гем�же�
лезных лигандов, Lys73 и Lys79 [31], перокси�
дазная активность этого состояния ингибирует�
ся. По�видимому, координационная связь Lys73
и Lys79 с гемовым железом при щелочном зна�
чении рН прочна и ограничена в диссоциации,
препятствуя таким образом образованию пен�
та�координированного состояния. Мы прове�
рили прочность этой координационной свя�
зи(ей) титрованием cyt c до щелочного значе�
ния рН в присутствии 8 М мочевины с солями
Хофмейстера и без них (рис. 4). Russell и Bren
[76] показали, что cyt c в присутствии 8 М моче�
вины существует в трёх (по крайней мере) попу�
ляциях, где шестой лиганд свободен либо занят
Lys79 или His 33. При титровании до щелочного
значения рН равновесие этих популяций, веро�
ятно, смещается в сторону лиганда(ов) Lys.
Действительно, мы наблюдали снижение флуо�
ресценции Trp59 при рН 10 в отсутствие солей,
что свидетельствует о более компактном состо�
янии со значением pKa, сопоставимым со зна�
чениями щелочной изомеризации cyt c в присут�
ствии хаотропных солей в отсутствии моче�
вины.

Компактность такого щелочно�подобного
состояния (в 8 М мочевине) cyt c, по�видимому,
может модулироваться солями Хофмейстера. В
присутствии космотропных сульфатных и фос�
фатных солей снижение наиболее выражено, в
то время как в присутствии хаотропных солей,
таких как тиоцианат натрия, щелочной переход
не наблюдается (рис. 4, d). Это говорит о том,
что соли хаотропа дестабилизируют координа�
ционную связь в щелочно�подобном состоянии
cyt c в присутствии 8 M мочевины, в отличие от
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космотропных солей, которые оказывают силь�
ное стабилизирующее действие на эту связь.
Предполагая, что разные лиганды в щелочно�
подобном состоянии обладают разной стабиль�
ностью по аналогии с ситуацией при нейтраль�
ном значении pH [99], мы попытались опреде�
лить наиболее стабильный конформер щелоч�
ного состояния на основе расстояния меж�
ду Trp59 и гемовым железом. МД�моделирова�
ние показало, что самое короткое расстояние
между Trp59 и гемовым железом, соответствую�
щее наиболее компактному состоянию, было
получено для Lys79�конформера (~8,9 Å)
(рис. 6). Расстояние для нативного состояния с
лигандом Met80 составляет ~9,2 Å, а для кон�
формеров Lys72 и Lys73 – это ~9,3 Å. Хотя эти
задачи не обязательно должны соответствовать
ситуации в случае щелочного состояния, иден�
тификация Lys79, как наиболее стабильного
конформера щелочного состояния, согласуется
с работой Maity et al. [14]. Работа Nelson и
Bowler [29] с изоформой�1 cyt c также свидетель�
ствует в пользу роли Lys79 как наиболее ста�
бильной щелочной формы cyt c. Они показали,
что из�за структурной близости Lys73 и Lys79 от�

носительно связи железо�Met80 гораздо боль�
шее структурное нарушение происходит для ге�
мового лиганда в положении 73, чем для лиган�
да в положении 79, когда он замещает Met80.
Наше МД�моделирование показало, что струк�
турные возмущения во время щелочной изоме�
ризации были связаны с одним специфическим
фолдоном Ω�петли (70–85 а.о., красный фол�
дон) в сочетании с фолдоном Ω�петли
(40–57 а.о., черный, называемый также инфрак�
расным, фолдон), что согласуется с теорией
фолдона Englander [100, 101] и работами Oviedo�
Rouco et al. [15, 78].

В заключение мы показываем, что образова�
ние щелочного состояния цитохрома c коррели�
рует со стабильностью белка и может модулиро�
ваться солями Хофмейстера посредством спе�
цифического анионного эффекта. Мы пришли к
выводу, что конформационная стабильность
состояний III и IV сравнима, но, в отличие от
состояния III, щелочное состояние не обладает
пероксидазной активности, что указывает на
присутствие сильного лиганда, скорее всего,
Lys79.
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третичный

вторичный

щель гема

Шестой аксиальный
лиганд

Спиновое состояние
гемового железа

Восстановительный
потенциал

Стабильность

Пероксидазная
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Сравнение структурных свойств, аксиального лигирования, спинового состояния, физического и термодинамического,
а также активности в нативном (состояние III) и щелочном (состояние IV) состояниях cyt c

Щелочное состояние IV

глобулярная упаковка [25, 26]

то же, что и нативное состояние III (не повлияло) [16, 18]

• закрытая форма [104], более 20% выявленного гема,
чем в нативном состоянии [25]
• искажение в сети H�связей между складками Ω�петли
(70–85 и 40–57) [15, 83, 110]

Lys73/79/72 [21–23, 27, 90, 112–115]

низкое [20, 118]

• +120 мВ при pH 10 [27, 123]
• на 0,3–0,5 В ниже, чем состояние III [53, 80]

• изотермальная денатурация: ~ 30 кДж/моль [данная
работа]
• температурная денатурация: 79,5 ± 0,3 °C [данная
работа]

• повышенная пероксидазная активность [48, 53, 54]
• нет пероксидазной активности [50–52, данная работа]

Нативное состояние III

глобулярная упаковка [69, 102, 103]

пять α�спиралей и два коротких β�
слоя, взаимосвязанных Ω�петлями
[69, 102, 104–106]

• закрытая форма [107]
• широкая сеть водородных связей
[69, 108, 109]

Met80 [69, 102, 111]

низкое [69, 116, 117]

+255 мВ при pH 7 [115, 119–122]

• изотермальная денатурация: 
~ 34–35 кДж/моль [124, данная работа]
• температурная денатурация: 
85,6 ± 0,1 °C (данная работа)
• основанное на редокс потенциале
состояние III на ~42 кДж/моль более
стабильно, чем состояние IV [80]

низкая пероксидазная активность [7]
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Specific effects of anions on the structure, thermal stability, and peroxidase activity of native (state III) and alkaline
(state IV) cytochrome c (cyt c) have been studied by the UV�VIS absorbance spectroscopy, intrinsic tryptophan fluo�
rescence, and circular dichroism. Thermal and isothermal denaturation monitored by the tryptophan fluorescence
and circular dichroism, respectively, implied lower stability of cyt c state IV in comparison with the state III. The pKa

value of alkaline isomerization of cyt c depended on the present salts, i.e., kosmotropic anions increased and
chaotropic anions decreased pKa (Hofmeister effect on protein stability). The peroxidase activity of cyt c in the
state III, measured by oxidation of guaiacol, showed clear dependence on the salt position in the Hofmeister series,
while cyt c in the alkaline state lacked the peroxidase activity regardless of the type of anions present in the solution.
The alkaline isomerization of cyt c in the presence of 8 M urea, measured by Trp59 fluorescence, implied an existence
of a high�affinity non�native ligand for the heme iron even in a partially denatured protein conformation. The con�
formation of the cyt c alkaline state in 8 M urea was considerably modulated by the specific effect of anions. Based on
the Trp59 fluorescence quenching upon titration to alkaline pH in 8 M urea and molecular dynamics simulation, we
hypothesize that the Lys79 conformer is most likely the predominant alkaline conformer of cyt c. The high affinity of
the sixth ligand for the heme iron is likely a reason of the lack of peroxidase activity of cyt c in the alkaline state. 

Keywords: alkaline isomerization, Hofmeister anions, pseudo�peroxidase activity


