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Исследовано влияние сополимеров хитозана и полиэтиленимина (ПЭИ) на удельную активность
L-аспарагиназ Erwinia carotovora (EwA) и Rhodospirillum rubrum (RrA) при разных pH, а также влияние
поликатионов на механизм термоинактивации и трипсинолиза ферментов. С помощью спектро-
скопии кругового дихроизма определена каталитическая активность полиэлектролитных комплек-
сов (ПЭК), а также изменение структуры нативных ферментов до и после инкубации при повышен-
ных температурах. Для большинства ПЭК pH-оптимум сдвигается на 0.5 единиц в сторону более
кислых значений за счет поликатионной природы полиэлектролитов. Выявлено, что инактивация
EwA протекает преимущественно за счет агрегации, а RrA подвергается денатурации без агрегации.
Обнаружены стабилизирующие эффекты при комплекособразовании: хитозан сильнее стабилизи-
ровал EwA, чем RrA при термоинактивации. Образование ПЭК с хитозаном и его сополимерами за-
медляли агрегацию EwA. ПЭК RrA c ПЭИ оказался наиболее оптимальным для этой L-аспарагина-
зы: константа термоинактивации первого порядка снижалась в 2.2 раза по сравнению с нативным
ферментом, а константа инактивации при трипсинолизе – в 2 раза. Применение хитозан-ПЭГ поз-
волило увеличить или сохранить высокий уровень каталитической активности обоих ферментов,
при этом повысив и их термостабильность.
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Бактериальные L-аспарагиназы катализируют
гидролиз L-аспарагина до L-аспарагиновой кис-
лоты и аммиака. Эти ферменты применяют для
лечения некоторых типов лейкозов, в частности
острого лимфобластного лейкоза [1]. Одна из про-
блем, с которыми сталкиваются при лечении этого
заболевания, ‒ возникновение гиперчувствитель-
ности к L-аспарагиназам, вследствие чего эффек-
тивность лечения снижается. В связи с этим важно
изучать L-аспарагиназы из разных источников ‒
чтобы иметь альтернативный вариант для лечения
при возникновении аллергии. К применяемым на
практике препаратам на данный момент относится
L-аспарагиназа из Escherichia coli (EcA), а также ее
ПЭГилированный аналог [2]. При развитии ги-
перчувствительности к EcA применяют L-аспа-

рагиназу из другого источника – Erwinia chrysan-
themi (ErA) [3, 4]. Ближайший аналог ErA – ре-
комбинантный фермент Erwinia carotovora (EwA),
экспрессированный в клетках E. coli [5, 6]. Другим
перспективным ферментом для лечения может
стать короткоцепочечная L-аспарагиназа Rhodo-
spirillum rubrum (RrA), которая обладает высокой
противоопухолевой активностью и сниженной им-
муногенностью по сравнению с упомянутыми вы-
ше ферментами. Однако эти ферменты имеют сме-
щенный в щелочную область pH-оптимум, низ-
кую стабильность и могут вызывать иммунный
ответ организма при длительном лечении. С
учетом этих факторов для создания препарата с
улучшенными свойствами применяют различные
методы модификации ферментов с помощью по-
лимеров. Так, раньше в нашей лаборатории были
получены ковалентные конъюгаты EwA с сополи-
мерами хитозана с улучшенными каталитически-
ми свойствами, более высокой стабильностью и бо-

Список сокращений: КД – круговой дихроизм; ПЭГ – поли-
этиленгликоль; ПЭИ – полиэтиленимин; ПЭК – поли-
электролитный комплекс; EwA – L-аспарагиназа Erwinia
carotovora; RrA – L-аспарагиназа Rhodospirillum rubrum.
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лее эффективными противоопухолевыми характе-
ристиками, чем у нативного фермента [7–9].

Для дальнейшей оптимизации подхода получе-
ния высокоэффективных и стабилизированных
ферментных препаратов мы решили изучить поли-
электролитные комплексы (ПЭК) EwA и RrA. Та-
кие комплексы легко получать в растворе за счет
ион-ионных взаимодействий между заряженны-
ми группами полиэлектролита и белка. Известно,
что формирование ПЭК позволяет варьировать
свойства ферментов, такие как каталитическая ак-
тивность, термостабильность, снижать иммуно-
генность, а также изменять их pH-оптимум.

Ранее нами выявлено, что поликатионы (хито-
зан с Мr 5‒15 кДа и его сополимеры) в составе ко-
валентных конъюгатов положительно влияют на
физико-химические свойства EwA и RrA. В част-
ности, конъюгат с хитозан-ПЭГ увеличивает ак-
тивность ферментов и их термостабильность, а так-
же позволяет сдвинуть pH-оптимум в более кислую
область [9]. Также было обнаружено, что в буфере
с 0.05 М Tris активность RrA увеличивалась при-
мерно в 1.5 раза, из чего был сделан вывод о необ-
ходимости компенсировать отрицательный поверх-
ностный заряд фермента RrA (pI = 5.1) для усиле-
ния его каталитических свойств.

В связи с этим целью работы стало изучение
каталитических свойств и термостабильности
ПЭК L-аспарагиназ с производными хитозана и
полиэтиленимина (ПЭИ).

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
Реагенты

В работе использовали следующие реагенты:
L-аспарагин (BioChemica, Великобритания); фос-
фатно-солевой буфер (PBS; “Эко-Сервис”, Рос-
сия); NaOH, цитрат натрия, борная кислота, DMSO
(Sigma-Aldrich, США); хитозан-HCl 7 кДа (Центр
“Биоинженерия” РАН, Россия); хитозан-гликоль
72 кДа, монометокси-ПЭГ-N-гидроксисукцини-
мидилсукцинат 5 кДа (mPEG-suc-NHS) (Sigma-
Aldrich); линейный полиэтиленимин 30‒40 кДа
(Serva, Германия).

Получение ферментных препаратов L-аспарагиназ
Препарат рекомбинантной L-аспарагиназы

Erwinia carotovora получали с использованием
рекомбинантного штамма E. coli BL21(DE3)/-
pPACYC177_LANS, сконструированного ранее и
описанного в работе [5]. Ген RrA был выделен
из Rhodospirillum rubrum (коллекция кафедры
микробиологии МГУ им. М.В. Ломоносова) с ис-
пользованием вектора pET23a (Novagen, США). В
200 мл LB-среды, содержащей 100 мкг/мл ампи-
циллина, вносили 3 мл ночной культуры и растили
при 37°С при перемешивании со скоростью

150‒180 об/мин до оптической плотности 1.5‒2.0
при длине волны 600 нм (OD600), после чего в среду
добавляли индуктор синтеза L-аспарагиназы изо-
пропил-β-D-1-тиогалактопиранозид (ИПТГ) до
конечной концентрации 0.1 мМ. Клетки инкуби-
ровали в течение 16‒20 ч в вышеуказанных усло-
виях, осаждали центрифугированием (15 мин,
5000 g) и хранили при ‒20°С. EwA выделяли пу-
тем разрушения клеток на френч-прессе с после-
дующим высаливанием целевого продукта серно-
кислым аммонием и хроматографической очист-
кой на колонке с SP-сефарозой [5]. Экстракт
клеток, содержащих RrA, очищали на колонке с
Q-сефарозой [10].

Синтез сополимера хитозан-ПЭГ

Сополимер хитозана с активированным ПЭГ
синтезировали по описанной ранее методике [9, 11].
Хитозан с Мr 7 кДа растворяли в 3%-ной уксусной
кислоте до конечной концентрации 5 мг/мл,
pH раствора доводили до 6.5 с помощью 10 мМ
PBS и добавляли по каплям раствор активирован-
ного ПЭГ в DMSO. ПЭГ брали в 2-кратном мо-
лярном избытке по отношению к аминогруппам
хитозана. В ходе реакции (2‒2.5 ч) поддерживали
pH в области 7.0‒7.5. Полученный продукт диа-
лизовали против 10 мМ PBS (pH 7.3) в течение 24 ч.
Число цепей ПЭГ, приходящихся на молекулу
хитозана, определяли по калибровочной зависи-
мости для ПЭГ методом ИК-спектрометрии [12].

Получение полиэлектролитных комплексов

ПЭК с L-аспарагиназой получали, смешивая
растворы 5 мг/мл L-аспарагиназы и ионогенного
полимера до достижения конечного молярного со-
отношения фермент : полиэлектролит = 1 : 5. Рас-
творы инкубировали при комнатной температуре
в течение 30 мин, после чего измеряли гидролити-
ческую активность полученных комплексов, ис-
пользуя в качестве субстрата L-аспарагин. Экспе-
римент проводили в трех повторах.

Определение удельной активности 
препаратов L-аспарагиназ

Ферментативную активность L-аспарагиназ и
их ПЭК измеряли на спектрометре кругового ди-
хроизма (КД) Jasco J-815 (Jasco, Япония) по мето-
дике, описанной ранее [13]. Реакцию проводили,
смешивая растворы L-аспарагина и L-аспараги-
назы в 10 мМ PBS (рН 7.3) до конечных концен-
траций 20 мМ и 0.030‒0.035 мг/мл соответствен-
но. Изменение эллиптичности регистрировали
при длине волны 210 нм. Реакцию проводили в
кварцевой кювете объемом 300 мкл с длиной оп-
тического пути 1 мм в термостатируемой ячейке
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при 37°С. Удельную активность ферментов (А) рас-
считывали по формуле:

где tgα – изменение эллиптичности ∆θ за проме-
жуток времени ∆t (наклон начального участка ки-
нетической кривой); ∆ε – разница молярных ко-
эффициентов поглощения L-аспарагина и L-ас-
парагиновой кислоты; l – длина оптического
пути (толщина кюветы); m(E) – масса фермента,
Df – коэффициент (кратность разведения) рас-
твора фермента.

Определение pH-оптимума ферментативной 
активности препаратов L-аспарагиназ

Для построения pH-зависимости нативного
фермента и ПЭК готовили серию растворов 20 мМ
L-аспарагина в 5 мМ цитрат-фосфат-боратном
буфере (5 мМ цитрат натрия, 5 мМ гидрофосфат
натрия, 5 мМ борная кислота, pH 4.5). Раствором
NaOH доводили рН раствора L-аспарагина до
требуемых значений ‒ в диапазоне pH 5.5‒11.0. К
300 мкл раствора субстрата в кювете добавляли
10 мкл фермента с концентрацией 1 мг/мл и реги-
стрировали активность с помощью КД-спектро-
метра по методике, описанной выше.

Анализ кинетики инактивации L-аспарагиназ 
при термической обработке

Методом КД-спектроскопии исследовали тер-
мостабильность препаратов EwA и RrA. В ти-
пичном эксперименте раствор образца фермента
(1 мг/мл) в 10 мМ Na-фосфатном буфере (рН 7.5),
содержащем 100 мМ NaCl, инкубировали при
45°С для ПЭК с EwA и при 53°С – с RrA. Через
каждые 2.5‒10 мин инкубации отбирали аликво-
ты и охлаждали в течение 4‒5 мин до комнатной
температуры. Ферментативную активность образ-
цов измеряли при 37°С. Полученные данные ли-
неаризовали в координатах реакции первого и
второго порядка по уравнениям:

α
=

Δε
tg

,
( ) fA D

lm E

Δθα =
Δ

tg ,
t

где A – активность фермента в заданный проме-
жуток времени, А0 – активность при t = 0 мин,
kин – константа инактивации в реакции первого
порядка, kин(отн.) – константа инактивации в реак-
ции второго порядка. Величину kин определяли
по тангенсу угла наклона начального участка пря-
мой линейных зависимостей.

Определение устойчивости 
L-аспарагиназ к трипсинолизу

Стабильность препаратов L-аспарагиназ и их
модифицированных форм при трипсинолизе ис-
следовали методом КД-спектроскопии. К раство-
ру нативного фермента или ПЭК, содержащему
2.5‒3.0 мг/мл белка в PBS (рН 7.5), добавляли
раствор трипсина до конечной концентрации
0.0025 мг/мл. Конечная концентрация L-аспара-
гиназы в растворе – 1 мг/мл. Смесь перемешива-
ли и инкубировали в термостате при 37°С.
Аликвоты отбирали через 2.5, 5.0, 7.5, 10.0, 15.0,
20.0, 30.0, 40.0 и 50.0 мин после начала инкуба-
ции. Ферментативную активность образцов неза-
медлительно определяли методом КД-спектро-
скопии при 37°С в реакционных смесях, содержа-
щих 0.05 мг/мл ферментного препарата и 20 мМ
L-аспарагина в PBS (рН 7.5).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Полиэлектролитные комплексы L-аспарагиназ
Для определения влияния различных полиэлек-

тролитов на L-аспарагиназы из разных источни-
ков в работе были получены ПЭК ферментов EwA
и RrA с полимерами различной природы, пере-
численными в табл. 1.

Приведенные полимеры ‒ это поликатионы,
которые отличаются друг от друга молекулярной
массой и структурой, а также величиной заряда в
растворе при pH 7.5. Изучаемые L-аспарагиназы
имеют различную длину аминокислотной цепи и

  = − 
 

ин
0

ln ,A k t
A

= − ин(отн.)
1 ,k t
A

Таблица 1. Характеристика поликатионов, использованных для получения полиэлектролитных комплексов с L-ас-
парагиназами 
Table 1. Characteristics of polycations used for obtaining polyelectrolyte complexes with L-asparaginases

Поликатион Мr, кДа Структура

Хитозан 7 Линейная
Хитозан-гликоль 72 Линейная
Хитозан-ПЭГ (30 цепей ПЭГ) >100 Разветвленная
ПЭИ 30‒40 Линейная
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разный поверхностный заряд. Так, молекулярная
масса одной субъединицы EwA равна примерно
34 кДа, а RrA – 18 кДа. Изоэлектрические точки
EwA и RrA также различны: 5.1 и 7.6 соответственно.
Логично предположить, что столь большие разли-
чия в размерах и поверхностных зарядах молекул
EwA и RrA могут приводить к различиям и в
свойствах получаемых ПЭК. Результаты опре-
деления удельной активности EwA и RrA и их
комплексов методом КД-спектрометрии [13] пред-
ставлены в табл. 2.

Для ряда ПЭК обнаружены изменения в уровне
каталитической активности. Наибольший при-
рост активности (на 17%) наблюдали для ПЭК
RrA-ПЭИ. Остальные полиэлектролиты практи-
чески не изменяли уровень активности RrA. Для
ПЭК EwA с хитозан-ПЭГ и ПЭИ активность прак-
тически не изменялась, а хитозан (Мr 7 кДа) и хито-
зан-гликоль (Мr 72 кДа) снижали активность EwA
почти в два раза.

Таким образом, наибольшее повышение фер-
ментативной активности EwA и RrA наблюдали в их
комплексах с хитозан-ПЭГ. По-видимому, при мо-
дификации части аминогрупп хитозана возраста-
ет подвижность его цепей, что приводит к мягко-
му воздействию на фермент, не снижающему его
гидролитическую активность. Ранее показано
[9, 14], что в составе ковалентных конъюгатов
EwA и RrA с хитозан-ПЭГ ферментативная ак-
тивность этих L-аспарагиназ возрастала в 2‒4 ра-
за ‒ в зависимости от степени ПЭГилирования хи-
тозана. Немодифицированный хитозан, в отличие
от ПЭГилированных производных, оказывал более
сильный эффект, снижая активность ферментов.
Это может быть связано с более жесткой по срав-
нению с хитозан-ПЭГ структурой цепи молекул

хитозана, которая дестабилизирует нативную
конформацию белка.

Влияние полиэлектролитов на pH-оптимум 
активности L-аспарагиназ

Ранее в нашей лаборатории было показано
[9, 14], что у ковалентных конъюгатов EwA и RrA
с хитозан-ПЭГ pH-оптимум сдвигается на 0.5‒1.0
в сторону более кислых значений pH. В связи с
этим представляло интерес проверить влияние
других сополимеров хитозана и поликатионов на
исследуемые L-аспарагиназы.

Гидролитическая активность EwA и RrA мак-
симальна в щелочной среде ‒ при pH около
8.0‒8.5 и 9.0 соответственно [14, 15]. Поликатио-
ны могут сдвигать pH-оптимум L-аспарагиназ при
иммобилизации за счет изменения микроокруже-
ния вблизи активного центра. Аминогруппы по-
ликатионов “защелачивают” среду около поверх-
ности фермента, поэтому его рН-оптимум сдви-
гается в кислую область.

На рис. 1 представлены графики pH-зависи-
мости удельной активности EwA и RrA. У ПЭК
обоих ферментов pH-оптимум сдвигается при-
мерно на 0.5 единиц в кислую область. Оптимум
активности EwA и RrA в составе ПЭК с хитозан-
ПЭГ сдвинулся в область pH 7.5, что показывает
эффективность применения данного сополимера
для сдвига pH-оптимума ферментов в область фи-
зиологических значений pH. Ранее показано
[9, 14], что активность EwA и RrA в составе кова-
лентных конъюгатов с сополимером хитозана в
нейтральной среде в 2‒4 раза выше, чем натив-
ных ферментов; причем кратность увеличения за-
висит от степени ПЭГилирования и молекуляр-
ной массы хитозана. Для остальных полиэлектро-
литов (ПЭИ и хитозаны) не выявлено влияния на
ферментативную активность EwA и RrA при ней-
тральных pH. Гидролитическая активность EwA в
составе ПЭК повышалась при pH 6.5: на 14% с
ПЭИ и на 31% с хитозан-ПЭГ. В других областях
pH наблюдали снижение активности EwA отно-
сительно нативного фермента, что может быть
обусловлено агрегацией белка из-за компенсации
зарядов частиц.

Хотя для ПЭК эффект сдвига pH-оптимума ме-
нее выражен, чем для ковалентных конъюгатов,
иммобилизация ферментов с помощью ПЭК яв-
ляется быстрым и простым способом получения
стабилизированных ферментных препаратов.

Термоинактивация L-аспарагиназ и их комплексов
Чтобы оценить влияние поликатионов на ста-

бильность структуры EwA и RrA, мы изучили тер-
мическую устойчивость полученных комплек-
сов при 45°С и 53°С соответственно. При этих
температурах ферменты теряют более 80% от

Таблица 2. Удельная активность EwA и RrA и их ком-
плексов 
Table 2. Specific activities for EwA and RrA and PECs ob-
tained

Примечание: а Гидролиз проводили при 37°С с использова-
нием в качестве субстрата 20 мМ L-аспарагина в 100 мМ PBS.
Удельную активность измеряли, как описано в разделе
“Условия эксперимента”. 
Note: а Hydrolysis was performed at 37°C using 20 mM L-aspa-
ragine as substrate in 100 mM PBS. Specific activity was measured
as described in “Experimental conditions”.

ПЭК
А, МЕ/мгa

EwA RrA

Нативный фермент 490 ± 20 46 ± 3
Хитозан 230 ± 20 41 ± 2
Хитозан-гликоль 262 ± 20 47 ± 2
Хитозан-ПЭГ 466 ± 25 48 ± 2
ПЭИ 400 ± 40 54 ± 3
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начальной активности за 1 ч. Оптимум темпера-
турной устойчивости L-аспарагиназ достаточ-
но широкий: 25‒45°С для EwA и 25‒55°С для RrA.

На рис. 2 приведены кривые термоинактива-
ции, полученные при измерении активности фер-
ментов методом КД-спектрометрии, после инкуба-
ции L-аспарагиназ при повышенных температурах.
Для анализа использовали представление данных в
координатах первого и второго порядка. Полу-
ченные значения констант инактивации приве-
дены в табл. 3. Для нативной формы EwA обнару-
жено два временных интервала: на первом инак-
тивация фермента происходит в основном по
реакции первого порядка, что соответствует меха-
низму денатурации, а на втором начинают преоб-
ладать второй или более высокие порядки, кото-
рые означают агрегацию. Все полиэлектролиты, в

целом, улучшают параметры термостабильности
нативного фермента EwA.

Для нативной формы EwA, а также для ком-
плексов с хитозаном и хитозан-гликолем на пер-
вом этапе термической обработки, по-видимому,
преобладает денатурация молекул фермента, а на
втором – их агрегация. Хитозан и хитозан-гли-
коль препятствуют денатурации и слипанию ча-
стиц при повышении температуры. В комплексе с
хитозаном остаточная активность EwA выше, чем
у нативного фермента: 18 против 11%. В комплек-
се с хитозан-ПЭГ снижена скорость инактивации
EwA и не происходит агрегации молекул фермен-
та. Вероятно, наличие сильно гидратированных
цепей ПЭГ предотвращает слипание частиц. Как
видно из приведенных данных, в комплексе с
ПЭИ термостабильность фермента снижена, что
может быть связано с высоким положительным

Рис. 1. pH-зависимость удельной активности EwA (а) и RrA (b) в нативной форме и в составе ПЭК. Реакцию прово-
дили в 50 мМ цитрат-фосфатном-боратном буфере при 37°С с использованием в качестве субстрата 20 мМ L-аспара-
гина. Удельную активность рассчитывали, как указано в табл. 2. Условные обозначения: хит ‒ хитозан (здесь и далее). 
Fig. 1. pH dependence of the specific activity of EwA (a) and RrA (b) in the native form and in the PEC. The reaction was per-
formed in 50 mM citrate-phosphate-borate buffer at 37°С using 20 mM L-asparagine as substrate. The specific activity was cal-
culated as indicated in Table 2. Notation: chit is chitosan (hereafter).
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Таблица 3. Константы инактивации и остаточная активность EwA и RrA и их ПЭК после термической обработки 
Table 3. Inactivation constants and residual activity of EwA and RrA and their PECs after heat treatment

Примечание: a Активность измеряли после 50-минутной инкубации препаратов EwA и RrA при 45°C и 53°C соответственно;
b тангенс угла наклона через 20 мин инкубации; с не делали; d тангенс угла наклона через 10 мин инкубации. 
Note: a Activity was measured after 50 min incubation of EwA and RrA preparations at 45°C and 53°C, respectively; b tangent angle after
20 min incubation; c not done; d tangent angle after 10 min incubation.

ПЭК
EwA RrA Остаточная активностьa, %

kин, мин‒1 kин(отн.) kин, мин‒1 EwA RrA

Нативный фермент 0.062 ± 0.003b 0.71 ± 0.04 0.026 ± 0.002 11 25

Хитозан 0.058 ± 0.003b 0.42 ± 0.03 0.037 ± 0.003 18 15

Хитозан-гликоль 0.059 ± 0.003b 0.47 ± 0.04 н.д.c 15 н.д

Хитозан-ПЭГ 0.047 ± 0.002 ‒ 0.026 ± 0.003d 12 61

ПЭИ 0.083 ± 0.003b ‒ 0.012 ± 0.003 5 59
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зарядом этого поликатиона, который нарушает
конформацию фермента.

В случае RrA полулогарифмические зависимо-
сти на всем временнόм промежутке хорошо опи-
сывались прямой, из которой определили кон-
станту инактивации (kин) первого порядка. Все
полимеры, кроме хитозана, повышали термоста-
бильность RrA. Для RrA в составе ПЭК с хитозан-
ПЭГ также, как и в случае с EwA, константа инакти-
вации существенно снижалась, а остаточная актив-
ность после 50-минутной инкубации повышалась
в 2.4 раза (до 61%) по сравнению с нативным фер-
ментом (рис. 2b). Наиболее выраженный эффект
наблюдался для комплекса RrA с ПЭИ: константа
инактивации снижалась более чем в 2 раза, а оста-
точная активность при этом составляла 59%.

В случае RrA не происходит агрегации частиц
и основной вклад в механизм термоинактивации
вносит денатурация. Из полученных данных вид-
но, что ПЭИ увеличивает стабильность RrA. Кро-
ме того, в первые 5 мин инкубации происходит
увеличение активности ПЭК RrA с ПЭИ. Кривая
термоинактивации для ПЭК RrA с хитозан-ПЭГ

в полулогарифмических координатах спрямляет-
ся только на первых 10 мин. Возможно, на первом
этапе фермент переходит в димерную форму, а за-
тем комплекс хитозан-ПЭГ стабилизирует ее и
замедляет дальнейшую денатурацию на этом вре-
меннόм интервале. Хитозан не изменял механизм
термоинактивации, но ускорял денатурацию RrA
фермента, что подтверждает его негативное влия-
ние на конформацию RrA.

На основании полученных кинетических па-
раметров логично предположить, что термическая
инактивация EwA и RrA идет по разным механиз-
мам. С целью детализировать их мы использовали
метод КД-спектрометрии для анализа изменений
конформации EwA и RrA при термической обра-
ботке. На рис. 3 представлены КД-спектры EwA и
RrA до и после инкубации при повышенной тем-
пературе в течение 60 мин. Потеря активности
EwA сопровождается практически полным наруше-
нием вторичной структуры: более 80% фермента де-
натурирует и подвергается агрегации. В оставшихся
неполностью денатурированных молекулах белка
наблюдается небольшое увеличение относительно-

Рис. 2. Кривые термоинактивации (сверху) и полулогарифмические зависимости остаточной активности от времени
(снизу) нативных EwA (а) и RrA (b) и их ПЭК после инкубации соответственно при 45 и 53°С в течение 50 мин. Везде
концентрация ферментов ‒ 1 мг/мл. А ‒ удельная активность фермента в момент времени t, А0 ‒ при t = 0. 
Fig. 2. Thermal inactivation curves (top) and semi-logarithmic time dependences of residual activity (bottom) of native EwA (a)
and RrA (b) and their PECs after incubation at 45 and 53°C, respectively, for 50 min. The concentration of the enzymes was
1 mg/mL. A and A0 are the specific activity of the enzyme at time t and 0, respectively.
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го содержания антипараллельных β-структур, отве-
чающих за формирование агрегатов (табл. 4). Кроме
того, в ходе термической обработки в растворе EwA
можно наблюдать появление опалесценции, что
также косвенно свидетельствует о формировании
белковых агрегатов. В случае RrA не выявлено серь-
езных нарушений конформации при нагревании:
всего на несколько процентов снижается число
α-спиралей и возрастает число β-структур, а так-
же содержание неупорядоченных звеньев.

Изоэлектрическая точка (pI) EwA близка к
pH 7.5, фермент в буфере с нейтральным pH силь-
нее подвержен агрегации из-за слипания частиц с
нейтральным зарядом. Так как EwA и RrA являются
тетрамерами, потеря активности RrA при прогрева-
нии может быть связана с обратимой диссоциаци-
ей тетрамерной структуры, которая частично вос-
станавливается при охлаждении и при добавле-
нии субстрата [16].

Таким образом, формирование ПЭК L-аспара-
гиназ с поликатионами позволяет получить стаби-
лизированные ферментные препараты. Ранее мы
сообщали [9], что ковалентное связывание EwA с

хитозан-ПЭГ позволяет увеличить термостабиль-
ность фермента примерно в 2 раза при 50-минут-
ной инкубации при 45°С. Теперь показано, что
образование ПЭК также позволяет повысить ста-
бильность фермента до 2 раз.

Устойчивость препаратов 
L-аспарагиназ к трипсинолизу

Устойчивость к трипсинолизу считается важ-
ным маркером, который коррелирует со време-
нем жизни фермента в кровотоке. Ранее показа-
но, что модификация RrA полимерами на основе
хитозана позволяет значительно увеличить ста-
бильность фермента к трипсинолизу [17]. Мы пред-
положили, что ПЭК исследуемых нами фермен-
тов также могут быть более устойчивы к действию
трипсина и определили устойчивость к деграда-
ции под действием трипсина для наиболее устой-
чивых ПЭК: EwA + хитозан и RrA + ПЭИ (рис. 4).

Из приведенного графика следует, что устой-
чивость ПЭК EwA + хит и RrA + ПЭИ к трипси-
нолизу существенно выше, чем у нативных фер-
ментов. Полученные данные аппроксимируются

Рис. 3. Спектры кругового дихроизма EwA (а) и RrA (b) до и после инкубации соответственно при 45°С и 53°С в тече-
ние 60 мин. θ ‒ эллиптичность. 
Fig. 3. Circular dichroism spectra of native EwA (a) and RrA (b) before and after incubation for 60 min at 45°C and 53°C, re-
spectively.
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Таблица 4. Содержание элементов вторичной структуры в молекулах EwA и RrA до и после температурной обра-
ботки 
Table 4. Content of secondary structure elements in EwA and RrA molecules before and after temperature treatment

Элемент вторичной структуры

Содержание, %

EwA RrA

0 мин 60 мин 0 мин 60 мин

α-спирали 34.7 ± 0.6 32.8 ± 0.9 37.4 ± 0.9 34.6 ± 0.7
Антипараллельные β-листы 7.8 ± 0.3 8.4 ± 0.7 6.7 ± 0.5 7.8 ± 0.4
Параллельные β-листы 8.5 ± 0.3 8.9 ± 0.2 7.0 ± 0.5 8.5 ± 0.3
β-повороты 16.5 ± 0.2 16.9 ± 0.3 15.8 ± 0.3 16.6 ± 0.2
Неупорядоченные структуры 32.4 ± 0.5 32.9 ± 0.6 30.6 ± 0.6 32.3 ± 0.5
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линейной зависимостью в полулогарифмических
координатах, из чего следует, что инактивация про-
ходит по механизму реакции первого порядка ‒ без
агрегации. Однако для нативной формы EwA
спрямление наблюдается только на первых 10 мин.
Значения констант инактивации реакции трип-
синолиза образцов суммированы в табл. 5. Кон-
станты инактивации ПЭК EwA и RrA оказались в
2 раза ниже, чем для нативных ферментов. Полу-
ченные данные свидетельствуют о том, что и хи-
тозан, и ПЭИ эффективно экранируют белок и
защищают от действия трипсина.

Таким образом, выбранные поликатионы: хи-
тозан и ПЭИ ‒ способствуют повышению ста-
бильности ферментов в заданных условиях. Они
по-разному влияют на активность и стабильность
EwA и RrA в зависимости от состава и молекуляр-
ной архитектуры полиэлектролита. В случае EwA
все полиэлектролиты, кроме ПЭИ, оказывали
стабилизирующее влияние на фермент и препят-
ствовали денатурации и агрегации, хотя в ряде
случаев наблюдалось снижение исходной катали-
тической активности при комплексообразова-
нии. Механизмы инактивации молекулы RrA,

по-видимому, из-за небольшого размера, совсем
другие. На этот фермент хитозан оказывал деста-
билизирующий эффект, вероятно, за счет сниже-
ния подвижности белковой глобулы. В то же время
ПЭИ увеличивал активность и стабилизировал
фермент при повышенных температурах. Сходное
увеличение активности в присутствии аминогрупп
для RrA ранее обнаружено в Tris-содержащем бу-
ферном растворе [18]. Хитозан-ПЭГ, как и в слу-
чае EwA, стабилизировал фермент, что подтвер-
ждает вывод о необходимости ПЭГилирования
хитозана для достижения оптимального влияния
на фермент и снижения денатурирующего дей-
ствия сильного полиэлектролита.

Стабилизированные препараты L-аспараги-
наз в перспективе могут найти применение как
лекарственные средства в терапии лейкозов. В от-
личие от нативных ферментов их полиэлектро-
литные комплексы будут обладать пролонгирован-
ным действием ‒ за счет стабилизации поликатио-
нами. Кроме того, на примере ПЭГилированной
L-аспарагиназы показано снижение иммуноген-
ности по сравнению с немодифицированным
ферментом. А это очень важный фактор в преодо-
лении возникновения аллергических реакций на
препарат. Использование полиэлектролитов, та-
ких как сополимеры хитозана, а также ПЭИ, поз-
воляет эффективно изменять физико-химиче-
ские свойства разных L-аспарагиназ и повышать
их стабильность, что важно для разработки лекар-
ственных препаратов нового поколения.

Работа выполнена с использованием ИК-Фу-
рье спектрометра Tensor 27 Bruker (Bruker Optik
GmbH, Германия) и спектрометра кругового ди-
хроизма Jasco J-815 (Jasco, Япония) при поддержке
программы развития МГУ им. М.В. Ломоносова.

Рис. 4. Анализ устойчивости EwA (а) и RrA (b), а также их ПЭК к действию трипсина. Условия реакции: 37°С, 10 мМ
PBS, 0.0025 мг/мл трипсина. 
Fig. 4. Analysis of the resistance of EwA (a) and RrA (b) as well as their PECs to the trypsin action. Reaction conditions: 37°C,
10 mM PBS, 0.0025 mg/mL trypsin.
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Таблица 5. Константы инактивации препаратов EwA и
RrA в реакции трипсинолиза 
Table 5. Inactivation constants of EwA and RrA prepara-
tions in the trypsinolysis reaction

Образец kин, мин‒1

EwA 0.15 ± 0.01
EwA + хитозан 0.075 ± 0.001
RrA 0.022 ± 0.002
RrA + ПЭИ 0.011 ± 0.001
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Stabilization of Erwinia carotovora and Rhodospirillum rubrum
L-Asparaginases in Complexes with Polycations

N. D. Dobryakovaa, and E. V. Kudryashovaa, #

aFaculty of Chemistry, Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119991 Russia
#e-mail: helenakoudriachova@yandex.ru

Abstract—The effect of chitosan copolymers and polyethyleneimine (PEI) on the specific activity of L-as-
paraginases of Erwinia carotovora (EwA) and Rhodospirillum rubrum (RrA) at different pH values, as well as
the influence of polycations on the mechanisms of thermal inactivation and trypsinolysis of enzymes has been
studied. Using circular dichroism spectroscopy, the catalytic activities of polyelectrolyte complexes (PEC)
were determined, as well as changes in the structure of native enzymes before and after incubation at elevated
temperatures. For most PECs, the pH optimum was shifted by 0.5 units towards more acidic values due to the
polycationic nature of the polyelectrolytes. The inactivation of EwA and its complexes was found to be asso-
ciated predominantly with aggregation, while RrA underwent denaturation without aggregation. A stabilizing
effect of complex formation was observed: the EwA aggregation was slowed down as a result of the formation
of PECs with chitosan and its copolymers. The effect of chitosan in stabilizing EwA upon heating was higher
than that of RrA. PEC of RrA with PEI turned out to be optimal: the first-order thermal inactivation constant
was decreased by 2.2 times compared to the native enzyme, and the inactivation constant during trypsinolysis
was reduced twofold. The chitosan-PEG complexation made it possible to maintain or even increase the high
level of catalytic activity of the enzymes with simultaneous increasing their thermostability.

Keywords: L-asparaginase, Erwinia carotovora, Rhodospirillum rubrum, polyelectrolyte complexes, thermal
stability
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