Для ряда белков известно, что окисление приводит к снижению термической устойчивости белка. Относительно влияния окисления на альбумин в литературе показано как ослабление [1, 3, 5], так и усиление [4, 6] термической устойчивости окисленного белка, авторы последних работ предполагают большую жесткость и компактность структуры окисленного белка по сравнению с нативным. Следует отметить, что вопрос влияния окисления на термическую устойчивость фибриногена совсем не исследован. 

Целью настоящей работы является изучение модификации структуры человеческого сывороточного альбумина (ЧСА) и фибриногена (ФГ) под действием озона. Окисленные озоном и нативные образцы ЧСА и ФГ в 10 мМ фосфатном буфере рН 7,3 (в случае ФГ в буфер добавлялся 0,15 М NaCl) исследовались с применением методов дифференциальной сканирующей калориметрии (ДСК) и спектрофотометрии.
Данные спектрофотометрии для обоих белков свидетельствует о разрушении феноксильных и имидазольных колец аминокислотных остатков, а также ароматических аминокислотных остатков в составе ЧСА и ФГ и превращении их в хиноидные производные. 
При окислении ЧСА наблюдается уменьшение энтальпии денатурации (табл. 1), причиной которого является разрушение молекулярной структуры белка. Данное снижение коррелирует с количеством используемого озона. Значимого изменения температуры денатурации ЧСА не зафиксировано (рис. 1А).
Рис. 1. ДСК-термограммы: А) нативного (1) и окисленного разным количеством озона (2,5 (2); 5,2 (3); 7,8 (4); 10,4.10-8 (5) моль О3/мг) ЧСА и Б) нативного (1) и окисленного разным количеством озона (1,7 (2); 2,8.10-8(3) моль О3/мг) ФГ. Концентрации ЧСА и ФГ 6.5 мг/мл. 
Таблица 1. Термодинамические параметры (Тд – температура денатурации, ∆Hэксп. – энтальпия) денатурации нативного и окисленного ЧСА при разных дозах окисления озоном.
	Количество озона, моль О3/мг белка
	Тд., °С
	∆Hэксп., кДж/моль

	0
	80,6±0,1
	1880±230

	2,5.10-8
	80,9±0,0
	1770±120

	5,2.10-8
	80,7±0,1
	1480±10

	7,8.10-8
	80,8±0,1
	1050±190

	1,04.10-7
	80,8±0,1 
	910±120


При исследовании фибриногена также показано уменьшение энтальпии денатурации и отсутствие изменения температуры денатурации всех структурных областей белка при окислении (табл. 2, рис. 1Б). Наиболее сильное уменьшение энтальпии денатурации характерно для пиков, имеющих температуры денатурации 52 и 94 °С и соответствующих плавлению D и Е областей фибриногена, а наиболее слабое для пика, имеющего температуру плавления около 62 °С и соответствующего αC-доменам [2]. Продемонстрировано снижение энтальпии Вант-Гоффа всех структурных элементов молекулы фибриногена при индуцированном окислении, свидетельствующее о протекании процесса денатурации окисленной формы с большим, чем у нативной формы, количеством промежуточных стадий. Стоит отметить, что данное падение наиболее выражено у αC-доменов по сравнению с другими структурными элементами фибриногена [2]. 
Таблица 2. Термодинамические параметры (Тд – температура денатурации, ∆Hэксп. – энтальпия, ∆HvH – энтальпия Вант-Гоффа) денатурации нативного и окисленного ФГ при окислении озоном.
	Количество окислителя, моль О3/мг белка
	Тд, °C
	∆Hэксп, кДж/моль
	∆HvH, кДж/моль

	
	Tд1
	Tд2
	Tд3
	ΔH1
	ΔH2
	ΔH3
	ΔHvH1
	ΔHvH2
	ΔHvH3

	0
	52,1±0,1
	61,9±0,1
	94,3±0,1
	160±10
	25±2
	70±30
	920±20
	450±90
	590±160

	1,7 ∙ 10–8
	52,9±0,1
	62,8±0,1
	94,4±0.1
	140±10
	22±1
	570±1
	890±10
	260±20
	580±10

	2,8 ∙ 10–8
	52,8±0.1
	62,5±0,3 
	93,5±0,1
	100±10                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                      
	20±1
	500±1
	76-±10
	24-±10
	 520±10


Следует отметить, что идентичная окислительная модификация структуры (оцениваемая по степени изменения энтальпии денатурации) ЧСА и структурных элементов ФГ детектируется при в 1,5 раза большем количестве озона для ЧСА, чем для ФГ. 
Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ в рамках научного проекта № 16-34-60244 мол_а_дк.
Список литературы

1. Горобец М.Г., Вассерман Л.А., Васильева А.Д. и др. Модификация человеческого сывороточного альбумина при его индуцированном окислении // Докл. Акад. Наук. 2017. Т. 474. № 6. С. 751-755.
2. Горобец М.Г., Вассерман Л.А., Бычкова А.В. и др. Исследование окислительной модификации фибриногена методом сканирующей калориметрии // Докл. Акад. Наук (в редакции).
3. Anraku M., Yamasaki K., Maruyama T. et al. Effect of Oxidative Stress on the Structure and Function of Human Serum Albumin // Pharmac. Res. 2001. V.18. N. 5. P. 632-639.                                                                                                                           
4. Bruschi M., Candiano G., Santucci L., Ghiggeri G.M. Oxidized albumin. The long way of a protein of uncertain function // Biochimica et Biophysica Acta. 2013. V. 1830. P. 5473-5479
5. Ogata N. Denaturation of Protein by Chlorine Dioxide: Oxidative Modification of Tryptophan and Tyrosine Residues // Biochem. 2007. V. 46. P. 4898-4911. 

6. Sancataldo G., Vetri V., Foderà V. et al. Oxidation Enhances Human Serum Albumin Thermal Stability and Changes the Routes of Amyloid Fibril Formation // PLOS ONE. 2014. V. 9. P.e84552.

Тезисы публикуются впервые. 17.11.2017. [image: image1.emf]
