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Иммуноглобулины третьего подкласса челове�
ка (IgG3) обладают уникальной структурой, обу�
словленной необычно большими размерами шар�
нирной области (или шарнирного участка, hinge)
[1]. Предполагают, что эта структура у IgG3 воз�
никла в результате квадрупликации экзона, коди�
рующего шарнирную область IgG1 [2]. Длитель�
ное время считали, что в интактной молекуле это�
го белка шарнирный участок может иметь форму
вытянутого стержня [3]. Однако затем показали,
что у некоторых миеломных IgG3 указанная об�
ласть способна иметь не только стержнеобраз�
ную, но и компактную форму [4]. Выделенная с
помощью ограниченного протеолиза компактная
форма pFh�фрагмента (этот фрагмент представ�

ляет собой основную часть “шарнирной” обла�
сти, так называемый core hinge) в нейтральной
области рН также может обладать, судя по неко�
торым гидродинамическим данным [5], как ком�
пактностью, так и некоторыми другими свой�
ствами, которые типичны для небольших глобу�
лярных белков. Известно, что для указанного
класса белков характерна очень высокая степень
кооперативности в процессах сворачивания–раз�
ворачивания [6], в том числе при тепловой дена�
турации, что наиболее корректно показано мето�
дом сканирующей микрокалориметрии [7]. Впол�
не естественно исследовать с помощью этого же
метода и pFh�фрагмент с тем, чтобы выяснить во�
прос о его принадлежности к классу небольших
глобулярных белков [6, 7]. Ранее мы показали,
что в составе интактной молекулы IgG3 Kuc
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“шарнирная” область способна, вдобавок к име�
ющимся 12 каноническим доменам, свернуться в
тринадцатый домен [8]. Также мы предложили
возможную структуру этого неканонического до�
мена. Однако в составе интактной молекулы IgG3
Kuc третичная структура указанного экстра�доме�
на стабилизирована дополнительными взаимодей�
ствиями как с Fab�субъединицами, так и с Fc�субъ�
единицей [4]. Принципиально то обстоятельство,
что на фоне очень больших тепловых эффектов,
связанных с разрушением двенадцати обычных до�
менов IgG [4, 8, 9], невозможно достаточно точно
определить термодинамические параметры, кото�
рые характеризуют состояние тринадцатого доме�
на. Поэтому в настоящей работе в первую очередь
поставлена задача исследовать термодинамические
характеристики изолированного домена (pFh�
фрагмента), в частности определение его принад�
лежности к классу компактных глобулярных белков
с помощью различных методов, прежде всего, мето�
да сканирующей микрокалориметрии.

Дополнительный интерес к структуре и термо�
динамическим свойствам этих объектов вызван
тем, что они, по�видимому, имеют нестандартную
для глобулярных белков структурную организа�
цию. Вторичная структура белков представлена
почти полностью двойной поли�L�пролиновой
спиралью, тогда как ранее для типичных глобу�
лярных белков найдены лишь участки обычной
поли�L�пролиновой спирали (наряду с α�спира�
лями и β�тяжами) [10, 11]. Такая вторичная (су�
первторичная) структура образована идентичны�
ми протяженными участками Val215–Pro276 двух
тяжелых цепей IgG3. Каждая из двух цепей имеет,
в основном, конформацию поли�L�пролиновой
спирали, а вместе, соединенные большим числом
дисульфидных связей, они образуют двойную по�
ли�L�пролиновую спираль [12–14]. Рентгено�
структурный анализ показал, что это образование
имеет жесткую стержнеобразную форму [15].
Можно предположить, что компактная форма
pFh�фрагмента состоит из нескольких жестких
блоков, которые сохраняют конформацию двой�
ной поли�L�пролиновой спирали, но разделены
небольшими гибкими участками [5, 13]. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Получение препаратов и их химическая модифи	
кация. Как IgG3 Kuc человека, неоднократно изу�
чавшийся ранее [4, 5, 13, 16], так и новый IgG3 Sur
человека получены по стандартной методике [16].
Белки отнесены к третьему подклассу, поскольку
реагируют с антисывороткой к иммуноглобули�
нам этого подкласса, не взаимодействуют с бел�
ком А Staphylococcus aureus и имеют молекуляр�
ную массу 170 кДа.

рFh�фрагмент (т.е. пепсиновый фрагмент), а
также субфрагменты Lys218–Cys252, Lys253–
Pro276 и Lys218–Cys267, первые два из которых
представляют собой приблизительно 1/2, а тре�
тий – 3/4 от всего pFh�фрагмента, получены пу�
тем пепсинового и папаинового протеолиза соот�
ветственно как это описано ранее [14, 17]. 

Частичное восстановление и последующее ал�
килирование дисульфидных связей проведено в
10 мМ фосфатном буфере, рН 7.0, 10 мМ DТТ с
помощью 24 мМ йодацетамида [18]. Модифика�
цию белка с восстановленной дисульфидной свя�
зью флуоресцеин�5�малеимидом проводили в
20 мМ фосфатном буфере, рН 7.4, 150 мМ NaCl,
1 мМ EDТА при комнатной температуре при из�
бытке белка над меткой с тем, чтобы предотвра�
тить появление фракции белка с двумя и более
флуоресцентными метками на одну молекулу
[19, 20]. Селективную модификацию другой флу�
оресцентной меткой (флуоресцеин изотиоцио�
нат, FITС) интактных белков проводили по мето�
дике, по которой в молекуле pFh�фрагмента при�
сутствует не более одной метки [20, 21]. 

Определение молекулярной массы. Молекуляр�
ную массу белков определяли на скоростной анали�
тической ультрацентрифуге “Beckman” модель E и
на ультрацентрифуге “МОМ”. При высокоско�
ростном равновесном центрифугировании ис�
пользовали метод Ифантиса [22]. Распределение
концентрации препаратов в ячейке регистриро�
вали либо с помощью интерференционной систе�
мы Релея (концентрация белка – 0.3 мг/мл), либо
с помощью абсорбционной двулучевой ультрафи�
олетовой системы на длинах волн 278 и 230 нм
(концентрации белка 1 и 0.1 мг/мл). Средневесо�
вую молекулярную массу Mw рассчитывали по
формуле

Mw = 2RT/ (1 – υρрас) ω2 × dlnc/dr2, (1)

где с – концентрация белка, r – расстояние до
точки вращения, ω – угловая скорость в рад/с,
R – универсальная газовая постоянная, T – абсо�
лютная температура, υ – удельный парциальный
объем, ρрас – плотность растворителя.

Молекулярную массу белков определяли и с
помощью второго метода – низкоскоростного
равновесного ультрацентрифугирования (метод
Ван�Холда–Болдуина [23]). Расчет z�средней мо�
лекулярной массы Mz проводили по формуле

Mz = 2RT/ω2(1 – υρ)d(1/r dc/dr)/dc. (2)

Определение коэффициента седиментации. Се�
диментацию белков изучали на ультрацентрифуге
“Beckman” модель E при скоростях вращения ро�
тора 41050–50150 об/мин. Использовали двулу�
чевую ультрафиолетовую систему на длинах волн
230 и 278 нм. Концентрация белка составляла
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0.05–0.3 мг/мл. Значения  определяли путем экс�
траполяции к нулевым значениям концентрации.

Определение характеристической вязкости пре	
паратов. Вязкость растворов измеряли при раз�
личных температурах на вискозиметре Оствальда
со временем истечения воды около 100 с при
20°С. Характеристическую вязкость [η] опреде�
ляли экстраполяцией к нулевой концентрации
значений вязкости белковых растворов. В экспе�
риментах концентрацию белка изменяли в преде�
лах 2–12 мг/мл в случае его компактной формы и
1–8 мг/мл для стержнеобразной формы. Каждую
точку усредняли по результатам не менее шести
измерений (десяти в случае компактной формы).

Определение эллиптичности методом кругового
дихроизма. Спектры кругового дихроизма для
субъдиницы Caf113�149 измерены на спектрополя�
риметре J�600 (Jasco) в термостатированных
ячейках с длиной оптического пути 1.0 мм. Кон�
центрацию белка изменяли от 0.2 до 1.0 мг/мл в
ходе равновесных экспериментов. Молярную эл�
липтичность определяли по формуле

[θ] = (ΘMам)/cl,

где Θ – экспериментально измеренная эллиптич�
ность в град, Mам – средняя масса аминокислот�
ного остатка, l – длина оптического пути. 

Исследование методом флуоресценции. Экспе�
рименты по измерению флуоресценции белка
проводили на спектрофлуориметре MPF�44A
(“Perkin Elmer”). Интенсивность флуоресценции
раствора для меченых pFh�фрагментов измеряли
в интервале 460–600 нм, длина волны возбужде�
ния – 450 нм. Щели для эмиссии и экстинкции
составляли соответственно 3 и 5 мм. При высоких
температурах все спектральные измерения про�
водили при давлении в ячейках не менее 3 атм и
обдувке азотом.

Калориметрические исследования. Измерения
проводили на микрокалориметре ДАСМ�4М.
Парциальную теплоемкость белка CP, эффектив�
ную и калориметрическую энтальпию плавления
ΔH рассчитывали, как это описано в работах [6, 7].
Чтобы стабилизировать рН, использовали следую�
щие буферные системы: при рН 3.5 – 10 мМ глици�
новый буфер, при рН 7.5 – 10 мМ фосфатный буфер.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Согласно ранее полученным нами данным
есть основания считать pFh�фрагмент, получен�
ный из IgG3 Kuc, мономером в широком диапа�
зоне рН (минимум от 3.5 до 8.0) [5, 14]. Это вновь
подтверждено и уточнено более прямыми экспе�
риментами, аналогичные данные получены для
pFh�фрагмента IgG3 Sur. Результаты высокоско�
ростного и низкоскростного ультрацентрифуги�
рования позволяют утверждать, что оба белка су�

s20
0

ществуют в растворе в форме мономеров. Дей�
ствительно, значения молекулярных масс для
белков Kuc и Sur составляют и Мw = 17.0 ± 0.5 кДа,
Мz = 17.4 ± 0.8 кДа и Мw = 16.8 ± 0.5 кДа, Мz = 16.9 ±
± 0.8 кДа соответственно [5, 14]. Поскольку вели�
чины средневесовой и z�масс сильно различаются
по чувствительности к наличию агрегатов, то их
совпадение – наиболее убедительное доказатель�
ство “мономерности” обоих pFh�фрагментов [24].

Найденная величина характеристической вяз�
кости η для pFh�фрагмента IgG3 Sur составляет
при рН 7.5 4.3 см3 г–1, что совпадает с аналогич�
ной величиной для pFh�фрагмента IgG3 Kuc [5].
Эта величина близка к той, которую имеют ком�
пактные белки с близкими значениями молеку�
лярной массы [25, 26]. Более того, величины ко�

эффициентов седиментации  для pFh�фраг�
ментов, полученных из двух миеломных белков
Kuc и Sur, также характерны для компактных гло�
булярных белков аналогичной массы (1.45 S и 1.5 S
соответственно, рис. 1).

Таким образом, гидродинамические данные
указывают на то, что исследуемые pFh�фрагмен�
ты весьма схожи по компактности с обычными
небольшими глобулярными белками. Исходя из
этого факта, а также из формы самого спектра
кругового дихроизма (рис. 2а) можно сделать вы�
вод о том, что вторичная структура компактной
формы pFh�фрагментов Kuc и Sur, в основном,
состоит из двойных поли�L�пролиновых спира�
лей. Ранее теоретический анализ известных бел�
ковых структур показал, что небольшие сегменты
обычных поли�L�пролиновых спиралей доста�
точно широко распространены в глобулярных
белках [10, 11]. Также показано, что эта структура
легко трансформируется в другие типы структур,
в частности, в реверсивные повороты [10, 11].
Двойные спирали обладают меньшей способно�
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Рис. 1. Определение коэффициентов седиментации
pFh�фрагментов IgG3 Kuc IgG3 (�) и IgG3 Sur (�) в
10 мМ фосфатном буфере, 100 мМ NaCl, pH 7.5. 
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стью к трансформации, хотя для них отмечена
возможность существования дополнительной
конформации в виде спирали 310 [27]. Наличие
последней не подтверждается имеющимися дан�
ными по КД (рис. 2а). Что касается реверсивных
β�изгибов, то их присутствие более вероятно по�
скольку участки, обогащенные остатками проли�
на и цистеина, разделены короткими сегментами,
включающими остатки статистически достовер�
но присутствующие в β�изгибах [5, 28]. Такую
точку зрения подтверждают прямые данные по
использованию антител, направленных против
эпитопа в VH�домене миеломного IgG Ser, кото�
рый представляет типичный β�изгиб [29]. Указан�
ные антитела взаимодействуют с компактной, но
не стержнеобразной формой pFh Kuc и Sur. 

На рис. 2б приведена температурная зависи�
мость молярной парциальной теплоемкости pFh�
фрагмента Kuc, полученная из калориметриче�
ской кривой плавления этого белка в нейтраль�
ной области рН (практически идентичная кривая
измерена и для плавления pFh�фрагмента IgG3
Sur). Если рассматривать лишь один низкотемпе�
ратурный переход, то на первый взгляд плавление
pFh�фрагмента происходит по достаточно стан�
дартной схеме. Действительно, поскольку соглас�

но данным по молекулярным массам pFh мы име�
ем дело исключительно с внутримолекулярным
конформационным переходом, то логично пред�
положить, что первый пик теплопоглощения со�
ответствует плавлению компактной структуры
самого белка, а не олигомеров, которые могли об�
разоваться в результате межмолекулярных взаи�
модействий. Об этом же свидетельствует отсут�
ствие зависимости формы калориметрической
кривой и всех термодинамических параметров от
концентрации белка в интервале концентраций
1.5–7.0 мг/мл. Предположение о том, что первый
пик на кривой теплопоглощения относится ис�
ключительно к плавлению компактной структу�
ры pFh�фрагментов, полностью подтверждается
и при совместном анализе данных, полученных с
помощью микрокалориметрии и гидродинамики. 

На рис. 3б представлены данные о степени за�
вершенности первого перехода, рассчитанные по
изменению доли энтальпии от ее полного значе�
ния, а также гидродинамические данные (харак�
теристическая вязкость) и флуоресценция. Видна
полная симбатность при изменении трех незави�
симых параметров, характеризующих плавление
компактной структуры белка. Следует указать,
что форма кривых плавления не зависит от скоро�
сти прогрева в интервале 0.25–2 град/мин. Пер�
вый пик полностью воспроизводится после спон�
танного охлаждения при повторном прогреве, ес�
ли только белок не выдерживают при температуре
65°С и выше в течение двух ч. Таким образом, со�
гласно всем имеющимся данным распад компакт�
ной структуры pFh�фрагментов – равновесный
процесс, а это позволяет по кривым плавления,
полученным различными методами, рассчитать
термодинамические параметры этого перехода. 

Отметим, что упомянутая инкубация при 65°С
не приводит к полной необратимости низкотем�
пературного перехода. Однако после инкубации
для воспроизведения первого пика теплопогло�
щения необходим уже не спонтанный процесс
охлаждения образца, а медленное контролируе�
мое охлаждение (отжиг), которое занимает не ме�
нее 6 часов. Поэтому логично предположить, что
резкое снижение скорости ренатурации связано с
изомеризацией пролиновых остатков при инку�
бации, поскольку процесс образования компакт�
ной структуры существенно ускорен в присут�
ствии периплазматической пептидил�пролил
цис�транс изомеразы E. coli [30]. Если pFh�фраг�
мент после инкубации при 65°С охладить до 37°С,
а затем добавить изомеразу (соотношение фер�
мент/субстрат – 1 : 50), то компактная форма бел�
ка возникает при обычном неконтролируемом
охлаждении и первый пик теплопоглощения пол�
ностью воспроизводится. В результате инкубации
при 65°С pFh�фрагмент переходит в метастабиль�
ное долгоживущее состояние [21, 31] со стержне�
видной формой [5, 14]. 
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Рис. 2. а − Спектр кругового дихроизма pFh�фрагмен�
та до (20°С, пунктирная линия) и после (65°С, сплош�
ная линия) плавления компактной структуры при
рН 7.5. б – Температурная зависимость парциальной
молярной теплоемкости компактной формы интакт�
ного pFh�фрагмента при рН 7.5 (1); компактной фор�
мы при рН 7.5 pFh�фрагмента с частично восстанов�
ленными дисульфидными связями (2); стержнеоб�
разной формы [5] pFh�фрагмента при рН 3.5 (3).
Данные представлены для pFh�фрагмента IgG3 Kuc,
аналогичные данные получены и для pFh IgG3 Sur.
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Калориметрическая энтальпия плавления тре�
тичной структуры pFh фрагментов Kuc и Sur со�
ставляет ΔHкал = 325 кДж × моль–1 и ΔHкал =
= 337 кДж × моль–1 соответственно. Эти величи�
ны хорошо соответствуют эффективным значе�
ниям энтальпии, определенным как из непосред�
ственно самих калориметрических кривых, так и
из кривых плавления, полученных с помощью
флуоресценции и гидродинамики (табл. 1). По�
скольку все величины эффективной энтальпии
рассчитаны для модели одностадийного перехода
между двумя состояниями и для мономолекуляр�
ной реакции, то можно сделать однозначный вы�
вод о том, что плавление pFh�фрагментов Kuc и
Sur происходит по принципу “все или ничего”,
как это имеет место в случае небольших компакт�
ных глобулярных белков [6, 7]. Таким образом,
эти фрагменты по ряду очень важных свойств
(компактность структуры, ее высококооператив�
ное плавление) можно отнести к упомянутой
группе белков. Вместе с тем, по некоторым своим
свойствам они отличаются от обычных глобуляр�
ных белков. 

Денатурации обычных глобулярных белков
сопутствует, как правило, разрушение не только их
третичной структуры, но и значительной части
вторичной структуры и переход в состояние, близ�
кое к состоянию клубка [32], при котором взаимо�
действия между отдельными элементами поли�
пептидной цепи невелики [33, 34].

При распаде компактной структуры pFh фраг�
ментов Kuc и Sur в ходе их тепловой денатурации
наблюдаем принципиально иную картину. На
рис. 2а видно, что спектр кругового дихроизма
компактной формы pFh фрагмента имеет вид, ха�
рактерный для поли�L�пролиновой спирали [13,
14]. При прогреве до температуры 65°С, т.е. до
температуры, при которой плавление третичной
структуры белка по всем имеющимся данным за�
вершено, спектр кругового дихроизма меняется
незначительно. Согласно этим данным вторич�
ная структура при распаде третичной структуры
претерпела минимальные изменения и продол�
жает сохранять конформацию двойной поли�L�
пролиновой спирали (поскольку все межцепо�
чечные дисульфидные связи также сохраняются). 

Кроме того, как уже имеющиеся данные для
pFh Kuc, включая электронномикроскопические
и гидродинамические [4, 5, 14, 35], так и пред�
ставленные в табл. 1 новые данные для этого бел�
ка и для pFh Sur, свидетельствуют, что после про�
грева до 65°С, а также при рН 3.5 они имеют фор�
му стержня (равно как и в долгоживущем
метастабильном состоянии при 20°С). Поэтому
вполне логично предположить, что второй пик
теплопоглощения, наблюдаемый в высокотемпе�
ратурной области, обусловлен плавлением ис�

ключительно вторичной (супервторичной) струк�
туры этого необычного белка.

Калориметрические данные (рис. 2б) свиде�
тельствуют, что плавление pFh фрагментов Kuc и
Sur происходит в два этапа, причем и при втором
переходе речь идет о внутримолекулярном про�
цессе. Впрочем, в свете уже представленных вы�
ше данных неудивительно, что процесс тепловой
денатурации pFh фрагментов оказался более
сложным, чем это наблюдается у небольшого гло�
булярного белка. Поэтому вполне логично пред�
положить, что второй пик теплопоглощения, на�
блюдаемый в высокотемпературной области,
обусловлен плавлением исключительно вторич�
ной (супервторичной) структуры этого необыч�
ного белка.

Из�за технических проблем невозможно изу�
чить высокотемпературный переход при ней�
тральных значениях рН, используя метод круго�
вого дихроизма, который наиболее адекватен для
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Рис. 3. а − Изменение спектров кругового дихроизма
в температурном интервале 60–99°С (кривые 1–5 со�
ответствуют температурам 62, 77, 79, 85, 99°С) при
плавлении вторичной структуры в 10 мМ глициновом
буфере, рН 3.5. б – Изменение доли денатурирован�
ного состояния компактной (темные символы) и вто�
ричной (светлые символы) структур по данным кало�
риметрии (� и �), вязкости (�), флуоресценции (� и
�), кругового дихроизма (�). Все измерения проводи�
ли в 10 мМ фосфатном буфере, рН 7.5 (при получении
данных о компактной структуре) и в 10 мМ глицино�
вом буфере, рН 3.5 (при получении данных о вторич�
ной структуре). 
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описания изменений во вторичной структуре pFh
фрагментов Kuc и Sur, впрочем, как ряд и других
методов, поскольку переход происходит при тем�
пературах выше 100°С. Следовательно, необходи�
мо понизить термостабильность белков. В прин�
ципе, можно использовать два подхода – изме�
нить рН раствора или восстановить некоторые
межцепочечные дисульфидные связи. 

Ранее уже показано, что при переходе из ней�
тральной в кислую область рН в pFh фрагментах
Kuc (а также в интактном IgG3 Kuc) происходит
конформационный переход. В результате ком�
пактная структура этих белков переходит в стерж�
необразную с сохранением вторичной структуры
[4, 5, 14, 35]. Для pFh�фрагмента Sur также полу�
чены аналогичные гидродинамические данные,
которые свидетельствуют о том, что и этот фраг�
мент в кислой области рН приобретает стержне�
образную форму (табл. 1). Кроме того, при рН 3.5
на кривых плавления pFh фрагментов Kuc и Sur
отсутствуют низкотемпературные пики теплопо�
глощения, которые соответствуют плавлению их
компактной структуры в нейтральной области рН
(рис. 2б). Эти калориметрические данные также
подтверждает выводы о распаде при переходе в
кислую область рН компактной структуры иссле�
дуемых фрагментов. 

Как и предполагали, термостабильность вто�
ричной структуры pFh�фрагментов Sur и Kuc в

кислой области рН весьма существенно понижа�
ется и в результате удается полностью зафиксиро�
вать высокотемпературный конформационный
переход как методом кругового дихроизма (рис. 3б),
так и рядом других методов. Поскольку процесс
тепловой денатурации вторичной структуры pFh
фрагмента не зависит от скорости прогрева (в ин�
тервале скоростей 0.25–2 град/мин) и полностью
обратим, т.е. является равновесным, то можно,
используя данное обстоятельство, рассчитать все
термодинамические параметры, характеризую�
щие указанный высокотемпературный переход,
отвечающий плавлению поли�L�пролиновой
спирали. 

На рис. 3б представлены результаты исследо�
вания высокотемпературного перехода при
рН 3.5 как в данной работе, так и в более ранних
исследованиях [5, 12]. Видно, что изменения доли
денатурированного состояния, как и в случае
первого перехода, происходят симбатно и, как
следствие этого, эффективные энтальпии, опре�
деленные по данным калориметрии, флуоресцен�
ции и кругового дихроизма, близки (табл. 2). 

Для второго пика (рис. 2б) характерно четырех�
кратное превышение калориметрической энтальпии
над эффективной (ΔHкал= 1010–1070 кДж × моль–1,
ΔHэфф = 255–265 кДж × моль–1, табл. 2). Это ука�
зывает то, что сам pFh�фрагмент, вероятно, со�
стоит из четырех кооперативных блоков. Такую

Таблица 2. Термодинамические параметры, характеризующие высокотемпературный переход pFh�фрагментов
IgG3 Kuc и Sur с интактными дисульфидными связями при рН 3.5 в 10 мМ глициновом буфере и частично вос�
становленными дисульфидными связями при рН 7.5 в 10 мМ фосфатном буфере

Образец Калориметрическая энтальпия,
 ΔHкал, кДж × моль–1

Эффективная энтальпия, 
ΔHэфф, кДж × моль–1

pFh�фрагмент IgG3 Kuc 1010 2555; 2487; 2658; 2589

pFh�фрагмент IgG3 Sur 1070 2655; 2407; 2578; 2639

pFh*�фрагмент IgG3 Kuc 1240 1965; 2087; 2158; 2009

pFh*�фрагмент IgG3 Sur 1210 2065; 2027; 2088; 2069

* – Фрагмент с частично восстановленными дисульфидными связями.
9 – Эффективная энтальпия по данным кругового дихроизма. Прочие индексы, как и в табл. 1.

Таблица 1. Гидродинамические параметры, характеризующие pFh�фрагменты IgG3 Kuc и Sur до и после низко�
температурного перехода при рН 7.5, а также термодинамические параметры, характеризующие сам низкотем�
пературный переход 

Образец
Характеристическая 
вязкость, [η], см3 г–1

Коэффициент 

седиментации,  S

Калориметрическая 
энтальпия, 

ΔHкал, кДж × моль–1

Эффективная 
энтальпия, 

ΔHэфф, кДж × моль–1

pFh IgG3 Kuc 4.31; 9.82; 13.83; 14.14 1.51; 0.553; 0.54 325 3345; 3426; 3247; 3318

pFh IgG3 Sur 4.41; 9.82; 13.93; 14.04 1.451; 0.53; 0.54 337 3315; 3256; 3407; 3378

1, 2, 3, 4 – Определены для нативного белка при 20 и 65°С (после низкотемпературного перехода), при 20°С после “необратимого”
низкотемпературного перехода и при рН 3.5, когда pFh фрагмент IgG3 Kuc имеет стержнеобразную форму [10] соответственно.
5–8 – Эффективная энтальпия по данным калориметрии, характеристической вязкости, флуоресценции FITC�pFh�фрагмен�
та и pFh�фрагмента, меченного флуоресцентной меткой после восстановления одной из дисульфидных связей.

s20
0

,
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точку зрения подтверждают как анализ первич�
ной структуры того участка полипептидной цепи,
который соответствует pFh�фрагменту, так и воз�
можность получить путем его ограниченного
протеолиза субфрагменты, представляющие 1/4,
1/2 и 3/4 части всего “шарнирного” участка [14]. 

Анализ первичной структуры соответствую�
щего фрагмента полипептидной цепи IgG3 пока�
зывает, что он состоит из четырех участков, в ко�
торых сконцентрированы остатки пролина и ци�
стеина [1]. Они разделены короткими сегментами
с более высокой конформационной подвижно�
стью, поэтому доступны действию протеаз, спо�
собны образовывать реверсивные β�изгибы [29] и
являются границами участков с высокой концен�
трацией пролина и цистеина. 

Несомненно, экстремально высокая термоста�
бильность вторичной структуры pFh�фрагментов –
следствие крайне высокой насыщенности двойной
поли�L�пролиновой спирали межцепочечными
дисульфидными связями (11 дисульфидных свя�
зей на 128 аминокислотных остатков двух цепей).
Это достаточно очевидное предположение, кото�
рое следует из известного влияния различных
межцепочечных [36] и, в частности, дисульфид�
ных связей [37, 38], на стабильность коллагенов, в
молекулах которых каждая из трех цепей имеет
конформацию поли�L�пролиновой спирали. Тер�
мостабильность структуры таких молекул резко
возрастает даже при наличии одной межцепочеч�
ной дисульфидной связи [39].

Это предположение полностью подтверждено
экспериментальными данными по плавлению
вторичной структуры pFh�фрагмента. Частичное
восстановление дисульфидных связей у этого
фрагмента (в среднем 3–4 связи на одну молеку�
лу) и их последующее алкилирование приводит к
существенной трансформации пика теплопогло�
щения на калориметрической кривой. Это, в
первую очередь, выражается в том, что темпера�
тура максимума пика, соответствующего плавле�
нию поли�L�пролиновой спирали, весьма замет�
но сдвигается в область более низких температур
(рис. 2б). Кроме того, обнаружено снижение ин�
тенсивности пика теплопоглощения, его ушире�
ние и, следовательно, уменьшение калориметри�
ческой и эффективной энтальпии плавления
(рис. 2б, табл. 2). Такая трансформация обусловле�
на дестабилизацией отдельных кооперативных
участков, образующих “шарнирный” участок, по�
скольку, во�первых, среднее число дисульфидных
связей, приходящихся на один кооперативный
блок, падает. Во�вторых, уширение пика обуслов�
лено и тем обстоятельством, что восстановление
дисульфидных связей – неселективный процесс,
поэтому в каждом кооперативном блоке и место, и
число восстановленных (сохранившихся) связей
может изменяться весьма заметно, т.е. в результате

модификации возникают гетерогенные блоки,
имеющие различную термостабильность. 

Значения удельной энтальпии плавления, ко�
торые характеризуют разрушение двойной поли�
L�пролиновой спирали, очень высоки и лежат в
интервале 63.2–72.1 Дж г–1. Такие большие вели�
чины характерны не для плавления глобулярных
белков [6, 7], а для белков, имеющих структуру
поли�L�пролиновой спирали, из которых наибо�
лее известными являются коллагены [38, 40]. 

Таким образом, два исследованных pFh�фраг�
мента обладают свойствами, которые делают их
схожими с небольшими глобулярными белками,
хотя у них необычная вторичная (супервторич�
ная) структура. Фрагменты состоят почти исклю�
чительно из двойной поли�L�пролиновой спира�
ли, тогда как обычные глобулярные белки вклю�
чают лишь небольшие сегменты одиночной
спирали. Наличие необычной вторичной струк�
туры делает необычным и процесс тепловой дена�
турации этих белков.

В настоящий момент трудно понять целесооб�
разность существования у некоторых миеломных
иммуноглобулинов G человека, которые принад�
лежат к третьему подклассу, компактной формы
“шарнирной” области. Однако следует подчерк�
нуть, что компактная форма указанного участка в
молекулах IgG3 взаимодействует с CH2�домена�
ми, в которых локализованы активные центры,
отвечающие за эффекторные функции иммуно�
глобулинов. 

Так, компактная и вытянутая формы IgG3 Kuc
отличаются по интенсивности взаимодействия с
фактором системы комплемента C1 [41].

Работа была выполнена при финансовой под�
держке Российского фонда фундаментальных ис�
следований (06�04�48915а, 11�04�00064а и 07�04�
12199�офи).
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