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Многие белки при различных условиях обла�
дают способностью к формированию регулярных
агрегатов, имеющих структуру кросс�β�фибрилл,
причем данный процесс может протекать как
in vivo, так и in vitro. Как правило, этот феномен
связан с понижением стабильности нативной
структуры целого белка, либо с понижением ста�
бильности отдельных доменов (мультидоменные
белки). Образование регулярных кросс�β�фиб�
рилл (амилоидных отложений) в тканях живого

организма − общий молекулярный механизм раз�
вития целого ряда наследственных и приобретен�
ных заболеваний человека. При этом белок�пред�
шественник оказывает лишь слабое влияние на
общую структуру фибриллы [1, 2]. Возможен и
второй тип отложений, резко отличающийся от
первого по своей морфологии и представляющий
собой гранулярные (аморфные) агрегаты [3, 4].

Белки Бенс�Джонса могут формировать агре�
гаты обоих типов, и образование одного из типов
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отложений определяет тяжесть заболевания. Эти
белки возникают в организме человека при мно�
жественной миеломе. Болезнь сопровождает не�
ограниченный синтез моноклональных иммуно�
глобулинов и появление в крови больных боль�
шого количества свободных легких цепей
иммуноглобулинов. Часть из них после формиро�
вания дисульфидной связи между константными
доменами двух легких цепей и образует белок
Бенс�Джонса – димер легких цепей. Определен�
ная доля этих белков фильтруется почками в мочу
и покидает организм. Другая часть теряет свою
термодинамическую стабильность и формирует в
почках нерастворимые агрегаты. 

В настоящее время достаточно широко пред�
ставлены работы по изучению структурных и тер�
модинамических свойства вариабельных доме�
нов, которые образуют амилоидные фибриллы
[5–8]. Считают, что стабильность нативной
структуры этих амилоидогенных доменов (сво�
бодная энергия стабилизации ΔG) понижена по
сравнению со стабильностью обычных (неамило�
идогенных) доменов. Следует подчеркнуть, что
речь в указанных примерах идет о внутренней
стабильности изолированных вариабельных до�
менов. 

Хотя известно, что образование амилоидных
структур может быть связано также и с констант�
ным доменом [9–11], никаких систематических
исследований по изучению их стабильности не
проводили. Недавно нами показано, что стабиль�
ность константного домена в амилоидогенном
белке VAD также понижена, что приводит к спо�
собности целого белка и его константной части
(Fb�фрагмента) образовывать фибриллы. Этот
эффект связан с необычной упаковкой блока
константных доменов (CL–CL) [12], что, вероят�
но, вызвано точечной мутацией Ser177Asn [9].
Это может привести к резкому уменьшению меж�
доменного взаимодействия, дестабилизации и
распаду кооперативного блока [12], образованно�
го в норме парой константных доменов [13, 14]. 

В настоящей работе при изучении двух белков
Бенс�Джонса получены данные, подтверждаю�
щие важную и неоднозначную роль различных
типов междоменных взаимодействий. В этих вза�
имодействиях участвуют как домены, принадле�
жащие к одной, так и к различным цепям белка
Бенс�Джонса: так называемые цис� и транс�взаи�
модействия соответственно [15].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Выделение, типирование и модификация иссле	
дуемых белков и их фрагментов. Все изучаемые
белки Бенс�Джонса получены по стандартной
методике из суточной мочи больных множествен�
ной миеломой (0.7 л) [4]. После фракционирова�

ния в растворе сульфата аммония (70%) белки раз�
делены посредством ионообменной хроматогра�
фии на носителе DEAE�Sephacel (10 мM Na2HPO4,
pH 8.1, линейный градиент NaCl 0–300 мМ). Фрак�
цию легких цепей иммуноглобулина дополнитель�
но очищали на сорбентах Blue�Sepharose 4B и Pro�
tein A�Sepharose 4B. Заключительный этап выде�
ления белков – гель�фильтрация на Sephacryl
S100 HR. Исходные растворы легких цепей пред�
ставляют собой гетерогенную систему: в результа�
те ассоциации и тиол�дисульфидного обмена в рас�
творе существует равновесие между мономерами,
димера и тетрамерами легких цепей [16, 17]. После
очистки по указанной методике получены гомоген�
ные препараты двух типов. Об их природе свиде�
тельствуют данные по электрофорезу в денатуриру�
ющих условиях (1%�ный додецилсульфат натрия)
как в присутствии восстанавливающих дисульфид�
ные связи реагентов, так и в их отсутствие. Один из
препаратов без восстанавливающих реагентов име�
ет молекулярную массу 50 кДа, которая падает
вдвое при добавлении β�меркаптоэтанола. Второй
препарат не меняет молекулярную массу в 25 кДа в
зависимости от присутствия при электрофорезе
восстанавливающих реагентов. Первый препарат –
типичный белок Бенс�Джонса: две идентичные лег�
кие цепи, состоящие из одного константного и од�
ного вариабельного домена, которые соединены
посредством одной дисульфидной связи между
двумя константными доменами. Они представля�
ют, по существу, упрощенные аналоги Fab�фраг�
ментов иммуноглобулинов − основные объекты
исследований. Второй препарат – мономер лег�
кой цепи, полученный либо по описанной выше
методике, либо путем восстановления и последу�
ющего алкилирования дисульфидных связей и
предназначенный для определения амилоидоген�
ного потенциала CL�домена BIR (см. ниже).

Ограниченный протеолиз, который приводит
к расщеплению пептидной связи между кон�
стантным и вариабельным доменом, и последую�
щее разделение константных (Fb�фрагмент) и ва�
риабельных (Fv�фрагмент) частей белка осу�
ществлены по методике, описанной в работе [13].
Гомогенность фрагментов контролировали элек�
трофорезом при нативных условиях (рН 7.5),
стандартным SDS�электрофорезом в полиакри�
ламидном геле [18], а также двухмерным иммуно�
электрофорезом по методике [19], основанной на
применении коммерческих поли� и моноспеци�
фических антисывороток. Изотип легкой цепи
определяли с помощью иммуноэлектрофореза в
агарозном геле (1%) с полиспецифической анти�
сывороткой к белкам плазмы крови человека
(“ICN”) и моноспецифическими антисыворо�
тками к изотипам легких цепей иммуноглобулина
человека (“Sigma”). Так как оба белка VAD и BIR
реагировали с антителами против κ�легких це�
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пей, то они представляют собой белки Бенс�
Джонса, образованные двумя κ�цепями. К бел�
кам κ�типа относятся и ряд других белков Бенс�
Джонса SEM, KIR и GRY, Fb�фрагменты которых
не образуют амилоидных фибрилл. 

Поскольку способность фрагментов белка BIR
образовывать амилоидные фибриллы связана
(см. ниже) с его константными доменами, то, как
и в случае ранее исследованного белка VAD [12],
проведен его трипсиновый гидролиз, и среди
продуктов с помощью ВЭЖХ найден трипсино�
вый фрагмент, отличающийся от такового у стан�
дартного (неамилоидогенного) константного до�
мена [20]. 

Частичное и тотальное восстановление и алки�
лирование дисульфидных связей, затрагивающее
только связи между цепями либо все указанные
связи, проведено по ранее использованной мето�
дике [12, 21].

Белки Бенс�Джонса, селективно модифици�
рованные меткой (флуоресцеин изотиоционат,
FITС) либо по константной, либо по вариабель�
ной части интактных белков, получены по мето�
дике, которая ранее изложена автором в работах
[22, 23].

Контроль за образованием амилоидных фибрилл
интактными белками Бенс	Джонса и их фрагмен	
тами. Способность к образованию амилоидных
фибрилл в исходном растворе целого белка BIR (его
константной или вариабельной части), а также кон�
троль за этими процессами, проводили на основе
общего подхода, изложенного ранее [4, 24, 25]. 

Указанные образцы (концентрация 1.5 мг/мл)
в буферном растворе пропускали через фильтр
0.22 мкм (“Millipore”) и инкубировали при 37°С в
течение 14 сут. Не реже каждых 24 ч (6 ч на первом
этапе) отбирали пробы объемом 50–100 мкл, в ко�
торых с помощью двух методов связывания кра�
сителей контролировали процесс самоассоциа�
ции белков.

Связывание тиофлавина Т регистрировали по�
сле смешивания 40 мкл раствора белка либо его
фрагмента и 2 мл раствора 100 мМ фосфатного бу�
фера, рН 7.5, 100 NaCl, содержащего 18 мкМ тио�
флавина Т. Интенсивность флуоресценции раство�
ра измеряли на флуориметре MPF�4B (Япония) при
520 нм, длина волны возбуждения – 450 нм. 

Связывание конго красного контролировали
после смешивания и инкубации в течение 1 ч двух
растворов (100 мкл белкового раствора и 200 мкл
раствора 100 мМ фосфатного буфера, рН 7.5,
100 мМ NaCl, содержащего 20 мкМ конго крас�
ного). Дифференциальный спектр в диапазоне
400–700 нм регистрировали на спектрофотометре
Hitachi 2000M (Япония).

Оптические измерения. Изменения конформа�
ционных состояний интактных белков Бенс�

Джонса и их фрагментов проводили с использо�
ванием двух оптических методов. Регистрацию
спектров кругового дихроизма осуществляли на ди�
хрографе J�600 (Jasco, Япония) с применением тер�
мостатируемой ячейки с оптическим путем 1 мм.

Измерения флуоресценции выполнены на
спектрофлуориметре Schimadzu RF�5301 PC
(Япония) также с использованием термостатиру�
емой ячейки [22, 23, 26].

Калориметрические измерения и анализ термо	
динамических данных. Все эксперименты прово�
дили на микрокалориметрах ДАСМ�4А с золотой
капиллярной ячейкой объемом 1 мл и ДАСМ�4 с
платиновой капиллярной спиралевидной ячей�
кой объемом 0.43 мл. Концентрацию белков в
растворе изменяли в интервале 1–10 мг/мл. Изме�
рения проводили со скоростями 0.25–2 град/мин.
Методика анализа калориметрических данных опи�
сана в работе Привалова и Потехина [27]. 

Определение молекулярной массы и коэффици	
ента седиментации. Аналитическое ультрацентри�
фугирование для определения молекулярных
масс белков и их фрагментов и скорости седимен�
тации проводили на центрифуге Beckman Spinco
модель Е (США). В случае высокоскоростного и
низкоскоростного равновесного центрифугиро�
вании использовали методы Ифантиса [28] и
Ван�Холда–Болдуина [29]. Распределение кон�
центрации в ячейке регистрировали либо с помо�
щью интерференционной системы Релея при
концентрации белка 0.3 мг/мл, либо с помощью
абсорбционной двулучевой ультрафиолетовой
системы на длинах волн 280 и 230 нм при концен�
трациях белка 1 и 0.1 мг/мл соответственно.

Эксперименты по седиментации проводили с
использованием как шлирен�оптики, так и уль�
трафиолетового поглощения при концентрациях
2.0–10 и 0.1–1.0 мг/мл соответственно. Применя�
ли 10 мМ фосфатный буфер, рН 7.0, 100 мМ NaCl. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Определение способности целого белка BIR и его 
фрагментов к образованию амилоидных фибрилл

Интактный белок Бенс�Джонса BIR не прояв�
ляет никаких видимых тенденций к связыванию
стандартных красителей (конго красного и тио�
флавина Т), а мономеры легких цепей этого белка
(25 кДа), неассоциированные в димерную форму,
и константные домены CL белка BIR проявляют
эту способность (рис. 1). Стоит иметь в виду, что
константные домены CL белка BIR (как в составе
Fb�фрагмента, когда они соединены дисульфид�
ной связью, так и в случае, когда связь между ни�
ми восстановлена) неотличимы, как минимум, по
целому ряду иммунологических, структурных,
термодинамических характеристик (см. табл. 1 и 2,
рис. 2) от аналогичного Fb�фрагмента амилоидо�

9
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генного белка VAD. Этот фрагмент не только сам
способен образовывать амилоидные фибриллы,
но и индуцирует такую возможность у интактного
белка VAD [12]. Это значит, что и константные
домены BIR должны обладать амилоидогенным
потенциалом, что поднимает вопрос о причинах
его утраты у интактного белка.

Действительно, представленные на рис. 1 дан�
ные по кинетике связывания Fb�фрагмента и лег�
кой цепи BIR с конго красным и тиофлавином Т
свидетельствуют о амилоидогенных свойствах

константных доменов BIR, способных (по дан�
ным электронной микроскопии), как и ранее ис�
следованный белок GRY, образовывать неветвя�
щиеся фибриллы диаметром около 50 и длиной до
1000 Å [4]. Способность образовывать фибриллы
проявляется у Fb�фрагмента BIR, когда констант�
ные и вариабельные домены практически не взаи�
модействуют между собой и ведут себя как незави�
симые подсистемы, например, в случае мономеров
легких цепей [13, 14, 30]. Однако интактный белок
BIR не связывает ни один из этих двух зондов в
сколько�нибудь заметных количествах, что, вероят�
но, обусловлено многочисленными цис� и транс�
взаимодействиями между отдельными доменами,
что часто можно встретить как у Fab�фрагментов,
так и многих белков Бенс�Джонса [13, 14, 30–32].

Определение условий, при которых амилоидогенные 
объекты находятся в мономерной форме

Ясно, что причиной утраты амилоидогенного
потенциала CL�доменов BIR могут быть только но�
вые взаимодействия, которые проявляются в ин�
тактном белке и оказывают влияние на конформа�
цию и термодинамическую стабильность указан�
ных доменов. Природа такого стабилизирующего
воздействия может быть самой различной.

Одной из причин такого поведения белка
Бенс�Джонса BIR может быть изменение состоя�
ния его константных доменов в результате стаби�
лизирующего воздействия, которое могут оказать
на них вариабельные домены. Вторая причина
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Рис. 1. Кинетика связывание конго красного (темные
символы) и тиофлавина Т (светлые символы) с ин�
тактным белком BIR (квадраты), его Fb�фрагментом
(кружки) и мономером его легких цепей (треугольники).

Таблица 1. Гидродинамические параметры амилоидогенных (VAD, BIR и GRY) и неамилоидогенного белков
Бенс�Джонса (SEM) и их Fb�фрагментов в 10 мМ фосфатном буфере, рН 7.0, 100 мМ NaCl при 20°С 

Белок (фрагмент)  Mw, кДа  Mz, кДа  S

Белок Бенс�Джонса BIR  50.6 ± 1.5 (50.9 ± 1.5)  51.1 ± 2.5 (51.3± 2.5) 3.35 ± 0.05

Белок Бенс�Джонса VAD  50.8 ± 1.5 (54.7± 1.5)  50.9 ± 2.5 (57.8 ± 2.5) 3.03 ± 0.05

Белок Бенс�Джонса GRY  50.5 ± 1.5 (55.2 ± 1.5)  51.0 ± 2.5 (58.4 ± 2.5) 3.33 ± 0.05

Белок Бенс�Джонса KIR  51.1 ± 1.5 (51.4 ± 1.5)  51.3 ± 2.5 (51.6 ± 2.5) 3.35 ± 0.05

Белок Бенс�Джонса SEM  51.4 ± 1.5 (51.7 ± 1.5)  51.6 ± 2.5 (51.8± 2.5) 3.37 ± 0.05

Fb�фрагмент BIR  25.2 ± 0.7 (27.8 ± 0.7)  25.3 ± 1.5 (29.7 ± 1.5) 1.97 ± 0.05

Fb�фрагмент VAD  25.4 ± 0.7 (27.6 ± 0.7)  25.8 ± 1.5 (29.5 ± 1.5) 1.96 ± 0.05

Fb�фрагмент GRY  25.3 ± 0.7 (25.8 ± 0.7)  25.9 ± 1.5 (26.3 ± 1.5) 2.25 ± 0.05

Fb�фрагмент SEM  25.0 ± 0.7 (25.6 ± 0.7)  25.8 ± 1.5 (26.1 ± 1.5) 2.28 ± 0.05

Fv�фрагмент GRY  25.7 ± 0.7 (28.4 ± 0.7)  26.3 ± 1.5 (29.1 ± 1.5) 2.35 ± 0.05

Fv�фрагмент SEM  25.5 ± 0.7 (25.8 ± 0.7)  25.7 ± 0.7 (25.9 ± 1.5) 2.35 ± 0.05

CL�домен BIR  12.1 ± 0.4 (14.1 ± 0.4) 12.5 ± 0.7 (15.1 ± 0.7) 1.45 ± 0.05

Примечание. В скобках приведены значения молекулярных масс, полученных в экспериментах после предварительной ин�
кубации в течение 24 ч белковых растворов с концентрацией 0.4 мг/мл. Молекулярные массы и константы седиментации в
случае Fv�фрагментов определяли после химической сшивки димеров VL–VL [22]. Гидродинамические параметры двух других
неамилоидогенных белков Бенс�Джонса (SIM и KUS) и их фрагментов не представлены, поскольку они практически совпа�
дают с данными для белка SEM.

S20
0

,
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утраты амилоидогенных свойств также может
быть связана с вариабельными доменами, однако
природа этого воздействия совершенно иная. Из�
вестно, что некоторые белки Бенс�Джонса имеют
четко выраженную тенденцию к образованию аг�
регатов в результате межмолекулярных взаимо�

действий, причем в этих взаимодействиях участ�
вуют вариабельные домены (но это взаимодей�
ствия, не имеющие никакого отношения к
образованию амилоидных структур). Олигомеры,
возникающие в результате таких контактов между
вариабельными доменами соседних молекул

Таблица 2. Термодинамические параметры плавления белков Бенс�Джонса и их фрагментов 

Белок (фрагмент) Td, °С ΔHкал, кДж/моль ΔHэфф, кДж/моль ΔG, кДж/моль

Белок Бенс�Джонса 46.11; 63.02;  2971; 6472 2071; 6422; 

VAD 45.33; 63.14 2083; 6524

Белок Бенс�Джонса 59.81; 63.32;  5851; 6702 5711; 6422; 

BIR 59.23; 63.64 6043; 6464 

Белок Бенс�Джонса 59.11; 62.92; 5951; 6832 5711; 6722; 

KIR 61.93; 64.14 5853; 6704 

Белок Бенс�Джонса 59.01; 63.12; 5891; 6772 5691; 6822; 

SEM 58.73; 62.84 5883; 6794 

Fb�фрагмент VAD 45.61; 45.13 3151 2091; 2183  7.8

Fv�фрагмент VAD 63.21; 63.03 6592  6652; 6564

Fb�фрагментt BIR 45.11; 45.63 3171  2101; 3193  8.1

Fv�фрагмент BIR 61.21; 61.93 6432  6722; 6664

Fb�фрагментt KIR 61.31; 62.03 5901  5831; 5793  31.8

Fv�фрагмент KIR 62.21; 64.53 6732  6742; 6694

Примечание. Температуру перехода определяли для Fv�фрагментов, у которых пара константных доменов соединена с помо�
щью химической сшивки [22]. 
1,2 и 3,4 – Значения для первого и второго переходов, полученные с помощью калориметрии и флуоресценции соответственно.
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Рис. 2. а – Температурная зависимость молярной парциальной теплоемкости интактных белков Бенс�Джонса VAD
(сплошная линия) и BIR (штрих�пунктирная линия) и Fb�фрагмента BIR (пунктирная линия). Эксперименты прове�
дены в 10 мМ фосфатном буфере, рН 7.0. Величины теплоемкости фрагмента и интактных белков приведены к одной
величине. б – Разложение кривой избыточного теплопоглощения белка BIR.
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Бенс�Джонса, характеризуют довольно высокие
константы ассоциации [16, 17, 33], и они могут
эффективно препятствовать проявлению амило�
идогенного потенциала константных доменов. 

Поскольку нас интересует корреляция между
амилоидогенными свойствами белка и тем уров�
нем стабильности доменов, который они имеют в
изолированной молекуле, то вполне естественно
предложить следующий подход. Необходимо убе�
диться в том, что как белок BIR, так и его Fb�фраг�
мент исходно существуют в растворе в форме моно�
меров. Только в этом случае полученные экспери�
ментальные данные будут описывать стабильность
доменов в составе изолированных молекул, а не их
вовлеченность в межмолекулярные взаимодей�
ствия. 

Впрочем, такая постановка вопроса не вполне
корректна, поскольку амилоидогенные белки по
своей природе должны обладать способностью к
интенсивным межмолекулярным взаимодей�
ствиям. Корректнее переформулировать пробле�
му следующим образом. Известно, что процесс
образования амилоидных фибрилл из всех из�
вестных белков�предшественников протекает до�
статочно медленно, о чем, в частности, непосред�
ственно свидетельствуют и данные по кинетике
формирования фибрилл с участием Fb�фрагмента
BIR (рис. 1). Однако эти данные свидетельствуют
только о процессе образовании уже достаточно
крупных агрегатов, но не предоставляют никаких
данных о скорости формирования небольших
олигомеров, которые состоят из нескольких мо�
лекул. 

Такие данные на качественном уровне мы по�
лучили ранее в работе [4], где появление и накоп�
ление фракции небольших олигомеров (триме�
ров�тетрамеров) показано для белка Бенс�Джон�
са GRY с помощью метода химических сшивок.
Установлено, что этот процесс также протекает
медленно. Это позволяет экспериментально
определить тот временной интервал, в течение
которого при конкретных условиях (рН буфера,
температура) основная масса амилоидогенного
белка будет в состоянии мономера. Только в тече�
ние этого временного отрезка можно изучать
свойства белка, которые характеризуют внутри�
молекулярное состояние доменов и междомен�
ные взаимодействия. 

С этой целью проведена серия экспериментов
по определению молекулярных масс свежеприго�
товленного белка Бенс�Джонса BIR, его Fb�фраг�
мента, а также аналогичные контрольные экспе�
рименты с объектами, способными и неспособны�
ми образовывать амилоидные фибриллы. В
качестве представителей первой группы исследова�
ны целые белки Бенс�Джонса SEM, KIR и Fb�фраг�
менты этих белков, а в качестве представителей вто�
рой группы – целый белок Бенс�Джонса GRY [4]

и его Fv�фрагмент, отвечающий за амилоидоген�
ный потенциал всего белка GRY. Результаты этих
экспериментов представлены в табл. 1. В ней при�
ведены и ранее полученные характеристики ами�
лоидогенного белка Бенс�Джонса VAD и Fb�
фрагмента этого белка, ответственного за образо�
вание фибрилл [12]. 

Видно, что для всех свежеприготовленных
белковых препаратов средневесовые значения
молекулярной массы Mw совпадают с z�средними
значениями молекулярной массы Mz, определен�
ными по данным высокоскоростного и низкоско�
ростного методов соответственно. Величина Mz

массы белка намного более чувствительна к при�
сутствию в растворе олигомеров с большой мас�
сой. Именно равенство величин Mw и Mz свиде�
тельствует о том, что все препараты находятся в
растворе в основном в виде мономеров, и содер�
жание примесей�олигомеров не превышает 3%
[34]. Следовательно, можно считать, что все пред�
ставленные ниже термодинамические парамет�
ры, полученные на свежеприготовленных препа�
ратах, характеризуют исключительно их внутри�
молекулярное состояние.

Исследование гидродинамических параметров 
амилоидогенных и неамилоидогенных белков 

Бенс#Джонса и их фрагментов

Определение по результатам ультрацентрифу�
гирования тех временных рамок, при которых
препараты находятся в форме мономеров (не бо�
лее суток), позволило спланировать и затем про�
вести ряд экспериментов по исследованию бел�
ков различными физическими методами, чтобы
охарактеризовать состояние всей молекулы бел�
ка, либо ее отдельных доменов. 

Коэффициент седиментации, полученный ме�
тодом центрифугирования, свидетельствует о
компактности различных белков и их фрагмен�
тов. В табл. 1 представлены соответствующие зна�
чения для обычных (неамилоидогенных) и ами�
лоидогенных образцов. Видно, что как все ин�
тактные белки, так и те их фрагменты, которые не
формируют амилоидных фибрилл, систематиче�
ски имеют более высокие коэффициенты седи�
ментации по сравнению с аналогичными образ�
цами, образующими амилоидные фибриллы. По�
скольку легкие цепи всех белков имеют
одинаковые гидродинамические характеристики,
то полученные данные можно интерпретировать
как образование более компактных структур
обычными белками Бенс�Джонса и их Fb�фраг�
ментами. Однако эти структуры могут возникать
лишь за счет более интенсивных междоменных
взаимодействий в белке, либо в его фрагментах.
При этом в случае интактных белков они включа�
ют контакты между доменами, возникающие по�
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средством цис� и транс�взаимодействий [15]. В
случае же изолированных Fb�фрагментов суще�
ствуют лишь транс�взаимодействия. Следова�
тельно, между парами константных доменов, об�
разующих Fb�фрагмент в белках VAD и BIR по�
средством транс�взаимодействий, существует
меньшее число контактов. 

Действительно, по данным рентгеноструктур�
ного анализа, контактные поверхности между па�
рой константных доменов изменяются у различ�
ных белков Бенс�Джонса в весьма широких пре�
делах [35–37], что может очень сильно сказаться
на энергии междоменных взаимодействий. 

Обращает на себя внимание то обстоятель�
ство, что только у изолированного Fb�фрагмента
BIR удается обнаружить необычные признаки в
упаковке константных доменов, а в составе ин�
тактного белка они не проявляются (табл. 1).

Термодинамическое исследование амилоидогенных 
и неамилоидогенных белков Бенс#Джонса 

и их фрагментов

Информация о тех условиях, при которых пре�
параты существуют в форме мономеров, позволи�
ла провести также и термодинамические исследо�
вания белков и их фрагментов, склонных к обра�
зованию амилоидных фибрилл. Необходимые
измерения выполнены с использованием метода
сканирующей калориметрии и данных по флуо�
ресценции белков, у которых либо вариабельные,
либо константные домены селективно помечены
флуоресцентной меткой [12, 22]. Такой комбиниро�
ванный подход позволил получить не только важ�
ную информацию о параметрах, характеризующих
состояние всей молекулы, но и более ценную ин�
формации о состоянии различных доменов в соста�
ве интактной молекулы белка Бенс�Джонса.

Во�первых, наличие селективно меченных об�
разов белков позволяет полноценнее использовать
данные по флуоресценции и получать непосред�
ственно термодинамические параметры (темпера�
тура денатурации, эффективная энтальпия), кото�
рые описывают состояние отдельных частей (ко�
оперативных блоков) белка Бенс�Джонса. Во�
вторых, привлечение этих данных также способ�
ствует более четкой интерпретации калориметриче�
ских кривых плавления интактных белков, опре�
деляя в них порядок плавления константных и ва�
риабельных частей в исследуемых молекулах
белков Бенс�Джонса.

На рис. 2а приведены температурные зависимо�
сти молярной парциальной теплоемкости для двух
белков Бенс�Джонса VAD и BIR, а также Fb�фраг�
ментов этих белков, полученных на основе их кало�
риметрических кривых плавления. Отчетливо
видны качественные различия между кривыми
денатурации двух интактных белков. Плавление

белка Бенс�Джонса BIR описано одним пиком
теплопоглощения, и эта картина типична для
тепловой денатурации основной массы белков
Бенс�Джонса и Fab�фрагментов иммуноглобули�
нов [13, 14]. Наличие лишь одного пика теплопо�
глощения, конечно, не свидетельствует о том, что
денатурационный переход всей молекулы из на�
тивного состояния происходит в одну стадию по
механизму “все или ничего”. Условие для подоб�
ного заключения – равенство калориметриче�
ской энтальпии ΔHкал, определенной из площади
под пиком на кривой теплопоглощения, и эф�
фективной энтальпии ΔHэфф, рассчитанной по
полуширине перехода, как минимум [38]. При теп�
ловой денатурации белка BIR для единственного
пика теплопоглощения обнаружено почти двух�
кратное превышение калориметрической энталь�
пии над эффективной (ΔHкал = 1250 кДж моль–1,
ΔHэфф = 668 кДж моль–1). Более того, анализ кри�
вой избыточного теплопоглощения показал, что
при тепловой денатурации белка Бенс�Джонса
BIR происходит последовательное плавление
двух кооперативных блоков (рис. 2б). 

Ранее мы неоднократно показывали, что и в
иммуноглобулинах, и белках Бенс�Джонса от�
дельные домены указанных белков, как правило,
сгруппированы в отдельные кооперативные блоки
[13, 14, 22, 30]. Эти блоки образуются в результате
интенсивных транс�взаимодействияй, однако на
их стабильность могут влиять и менее интенсивные
цис�взаимодействия. В исследованных ранее белках
Бенс�Джонса (как и в Fab�фрагментах) указанные
кооперативные блоки образуются из пары кон�
стантных доменов CL–CL и пары вариабельных
доменов VL–VL [13, 14]. Вполне логично предпо�
ложить, что в случае белка BIR также имеет место
стандартная ситуация. 

При этом, однако, остается нерешенным во�
прос о порядке плавления указанных блоков в со�
ставе целой молекулы BIR. Он успешно решается
с привлечением данных по флуоресценции селек�
тивно меченого белка BIR, как показано ранее на
примере иммуноглобулинов и белков Бенс�
Джонса [12, 14, 22, 23, 26]. На рис. 3б представле�
ны данные по изменению доли денатурированно�
го состояния блоков доменов, меченных флуо�
ресцентной меткой. Видно, что температура
плавления блоков константных и вариабельных
доменов в составе белка BIR равна, по данным
флуоресценции, 59.2 и 63.6°С, соответственно.
Это практически совпадает с калориметрически�
ми данными, которые получены при разложении
кривой избыточного теплопоглощения этого бел�
ка (табл. 2, рис. 2б). 

Таким образом, можно констатировать полное
согласие между данными, полученными с помо�
щью калориметрии и флуоресценции. Необходи�
мо отметить, что эти совпадения возникают не
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только для температур переходов блоков кон�
стантных и вариабельных доменов, но также и
для энтальпий их плавления. По изменению флу�
оресценции селективно меченых белков (рис. 3б)
рассчитаны величины только эффективных эн�
тальпий, а из калориметрических кривых прямо
определены и рассчитаны калориметрические
энтальпии и эффективные энтальпии (табл. 2).

Сопоставляя данные для BIR и ряда других
белков (как способных образовать амилоидные
фибриллы, так и неспособных), можно сделать
определенные выводы. Стабильность и энталь�
пия плавления константных доменов в составе
интактного белка BIR практически ничем не от�
личаются от аналогичных параметров обычных
неамилоидогенных белков Бенс�Джонса KIR и
SEM (табл. 2). Однако они резко отличаются по
стабильности и энтальпии плавления от кон�
стантных доменов белка VAD, образующего ами�
лоидные фибриллы. Это непосредственно следу�
ет из калориметрических данных по его плавле�
нию, представленных в данной работе (рис. 2а), а
также параметров, ранее полученных с помощью
метода флуоресцентных меток [12]. 

При плавлении изолированных Fv� и Fb�фраг�
ментов белка BIR обнаружены примечательные
изменения. Если параметры, характеризующие
тепловую денатурацию Fv�фрагментов, претерпе�
ли лишь малые изменения по сравнению с плав�
лением вариабельных доменов в составе интакт�
ной молекулы (табл. 2), то в поведении констант�
ных доменов наблюдается весьма заметная
трансформация. Во�первых, по калориметриче�
ской кривой плавления Fb�фрагментов видно, что
термостабильность изолированных константных
доменов сильно изменилась. При их тепловой де�
натурации падает температура плавления с 59.8 до
45.1°С, также заметно падение интенсивности со�
ответствующего пика (рис. 2а), т.е. калориметри�
ческой энтальпии. Во�вторых, что важнее, харак�
тер взаимодействия между константными доме�
нами в изолированном Fb�фрагменте приобрел
качественно иную форму, судя по калориметри�
ческим данным. 

Выше показано, что в составе целой молекулы
белка BIR два его константных домена сформи�
ровали единый кооперативный блок, о чем свиде�
тельствует равенство эффективной и калоримет�
рической энтальпий их плавления (табл. 2). Однако
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Рис. 3. а – Температурные зависимости доли денатурированного состояния изолированных константных доменов
белка VAD (темные кружки) и белка BIR (светлые кружки), константных (светлые треугольники) и вариабельных до�
менов (светлые квадраты) в составе белка BIR при рН 7.0, 10 мМ фосфатный буфер, 100 мМ NaCl. б – Изменение флу�
оресценции при плавлении константных доменов в составе интактного белка BIR. Представлены спектры при темпе�
ратурах 49, 53, 56, 58 и 63°С. 
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пик теплопоглощения на кривой плавления изоли�
рованного Fb�фрагмента уже нельзя охарактеризо�
вать равенством указанных энтальпий, поскольку
калориметрическая почти в два раза превышает эф�
фективную (табл. 2, рис. 2а). Это однозначно свиде�
тельствует о том, что единый кооперативный блок,
который существовал в интактном белке Бенс�
Джонса, распадается в Fb�фрагменте из�за ослабле�
ния междоменных взаимодействий между парой
CL�доменов. 

На калориметрической кривой плавления це�
лого белка VAD видно уже два пика теплопогло�
щения, что и следовало ожидать на основании
термодинамических данных, ранее полученных
при изучении этого белка оптическими метода�
ми, в частности, с использованием флуоресцент�
ных меток [12]. При этом положение низкотемпе�
ратурного пика на температурной шкале очень
близко к положению пика, соответствующего плав�
лению Fb�фрагменте белка BIR (рис. 2а). Термоди�
намические параметры, которые характеризуют
плавление Fb�фрагментов VAD и BIR, из�за иден�
тичности структурных характеристик их констант�
ных доменов полностью совпадают в пределах экс�
периментальных погрешностей (рис. 2а, табл. 2). 

Таким образом, сравнивая белки Бенс�Джонса
и их фрагменты, которые обладают амилоидоген�
ным потенциалом, с обычными (неамилоидоген�
ными) белками, можно сделать вывод, что ста�
бильность определенных доменов у первых пони�
жена. Это CL�домены у белков VAD и BIR. Этим
они отличаются от основной массы изученных
амилоидогенных белков, у которых понижена
стабильность VL�доменов, что способствует фор�
мированию амилоидных фибрилл. При этом гид�
родинамические данные подтверждают, что у
белка VAD и у Fb�фрагментов VAD и BIR проявле�
ние амилоидогенного потенциала коррелирует с
необычной упаковкой константных доменов и,
согласно термодинамическим данным, домены
слабо взаимодействуют между собой.

На основании экспериментальных данных об�
наружена корреляция между наличием амилои�
догенного потенциала и снижением термоста�
бильности соответствующих доменов или коопе�
ративных блоков. Наиболее важна корреляция
этого свойства белков с резким снижением уров�
ня свободной энергия ΔG стабилизации натив�
ной структуры, что отражает распад кооператив�
ного блока, образующегося в норме у обычных
белков Бенс�Джонса и их Fb�фрагментов. На рис. 4
представлена зависимость энтальпии плавления
соответствующих кооперативных единиц (от�
дельных константных доменов или их блоков) от
температуры денатурации для белков VAD и BIR,
что позволяет рассчитать значение ΔG [27, 38].
Видно, что величина свободной энергии для ами�

лоидогенных объектов намного ниже, чем для
обычных белков.

Сопоставляя же данные, полученные для двух
исследованных белков Бенс�Джонса, следует сде�
лать вывод, что взаимодействие константных до�
менов с вариабельными доменами способно мо�
дулировать взаимодействие внутри пары CL–CL.
В результате потенциально амилоидогенные кон�
стантные домены белка BIR утрачивают эту спо�
собность в составе интактного белка. 

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследований
(06�04�48915а, 11�04�00064�а и 07�04�12199�офи). 
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