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ВВЕДЕНИЕ

Термостабильность белков отражает способ-
ность сохранять уникальную пространственную 
структуру полипептидной цепи под действием 
высокой температуры. Численно термостабиль-
ность определяется через разности энтальпии 
и энтропии нативного и денатурированного 
состояния белков (Matthews et al., 1987; Talluri, 
2011) и может рассматриваться с точки зрения 
термодинамических свойств составляющих 
белки аминокислот (Tanford, 1962). Сущест-
вуют экспериментальные методы улучшения 
термостабильности белка: путем стабилизации 
его нативной формы, дестабилизации его дена-
турированной формы или комбинацией обоих 
подходов (Matthews, 1993).

Понимание факторов стабилизации белков, 
прежде всего, термофильных организмов, важ-
но не только для выявления физико-химических 
принципов белкового фолдинга или механизмов 
стабилизации структуры и взаимодействия 

белков. Это также является необходимым усло-
вием для эффективного проектирования новых 
ферментов, способных работать при высоких 
температурах, что полезно в промышленности 
(Vogt et al., 1997). 

В фундаментальных исследованиях тер-
мостабильные белки часто используются в 
процессе биологического анализа, например 
в качестве биосенсоров. Кроме того, большое 
значение представляет оптимизация ДНК-по-
лимераз (Talluri, 2011), которые используются в 
ПЦР-реакциях (реакциях полимеразной цепной 
реакции) (Saiki et al., 1985), в направлении их 
большей термостабильности, специфичности 
и процессивности. Существуют и эволюцион-
ные аспекты, обусловливающие повышенную 
термостабильность у термофильных организ-
мов (Afonnikov et al., 2001; Афонников и др., 
2011).

Экспериментальные методы исследования 
термостабильности белков могут предоста-
вить весьма подробную информацию о связи 
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структурных модификаций молекулы и соот-
ветствующих ей изменений термостабильно-
сти. Но и здесь существуют ограничения (Tidor 
et al., 1991). Рассматривая кристаллические 
структуры как таковые, в эксперименте сложно 
измерить возможный энтропийный вклад в сво-
бодную энергию, обусловленный внутренними 
движениями и влиянием аминокислотных замен 
на денатурированное состояние. Кроме того, 
изменения в стабильности могут быть обуслов-
лены различными взаимодействиями, дающими 
как положительный, так и отрицательный вклад 
в свободную энергию, который также сложно 
отделить экспериментально.

Для преодоления данных ограничений 
применяют теоретические методы, которые 
позволяют более детально рассмотреть тер-
модинамику белков, а также влияние замен 
на термостабильность. Настоящая работа на-
правлена на классификацию существующих 
теоретических подходов к исследованию тер-
мостабильности белков. По каждому классу 
методов сделаны выводы о применимости, 
огра ничениях и получаемых с помощью мето-
дов этого класса результатах.

НАПРАВЛЕНИЯ ИССЛЕДОВАНИЙ

В работе А. Mozo-Villiarias и Е. Querol (2006) 
предлагается рассматривать три (возможно, 
пересекающихся) направления исследований 
термостабильности белков: сопоставление 
белков термофильных и мезофильных орга-
низмов; ab initio подходы; «доминирующие» 
взаимодействия. В настоящей работе пред-
лагается расширить этот список еще одним 
классом методов.

Ab initio подходы (например метод молеку-
лярной динамики (Alder, Wainwright, 1957)), а 
также менее трудоемкие методы, основанные 
на учете только «доминирующих» взаимо-
действий, требуют высоких вычислительных 
затрат. Поэтому в последние годы развивают-
ся методы, основанные на выделении жест-
ких фрагментов молекулы и изучении связи 
«жесткость/гибкость → термостабильность». 
Поскольку последние предполагают лишь ста-
тический анализ, они серьезно выигрывают по 
производительности у методов молекулярного 
моделирования.

Таким образом, список рассматриваемых в 
настоящей работе классов методов выглядит 
следующим образом.

1. Сопоставление белков термофильных 
и мезофильных организмов напрямую, с тем 
чтобы выявить закономерности, ведущие к их 
температурной стабилизации (Perutz, Raidt, 
1975; Daniel et al., 1982; Vogt et al., 1997; Kumar 
et al., 2000, Szilagyi, Zavodszky, 2000); 

2. Теоретические методы, учитывающие 
«доминирующие» эффекты (электростатические 
и гидрофобные взаимодействия), как наиболее 
существенные среди всех взаимодействий, 
влияющих на термостабильность (Beveridge, 
DiCapua, 1989; Sharp, Honig, 1990; Zhu, Elcock, 
2010; Nicholls et al., 1991; Xiao, Honig, 1999); 

3. Компьютерные алгоритмы, которые 
учитывают физические аспекты, влияющие на 
температурные характеристики белков (Tidor, 
Karplus, 1991; Guerois et al., 2002; Gromiha, 2003; 
Khechinashvili et al., 2006; Dehouck et al., 2009; 
Potapov et al., 2009; Seeliger, DeGroot, 2010); 

4. Выделение «жестких фрагментов» для 
определения связи между гибкостью простран-
ственной структуры белков и ее стабильностью 
(Radestock, Gohlke, 2011; Rader et al., 2012). 

Сравнение белков 
мезофилов и термофилов

Исторически сложилось так, что наиболее 
ранние работы для изучения термостабильности 
белков были направлены на сравнение белков 
мезофильных организмов и их термофильных 
аналогов. Одной из первых теоретических работ 
является работа М. Perutz и H. Raidt (1975). Инте-
ресные результаты получены в работах R.M. Da-
niel c cоавт. (1982), G. Vogt с соавт. (1997).

На наш взгляд, одной из наиболее пока-
зательных работ по направлению сравнения 
белков термофильных и мезофильных организ-
мов является работа А. Szilagyi и Р. Zavodszky 
(2000). В ней была исследована зависимость 
структурных характеристик белков от темпера-
туры, при которой существуют содержащие эти 
белки организмы. Авторы использовали наборы 
белков, представляющих 25 семейств, и рассчи-
тали 13 структурных параметров, основываю-
щихся на атомных координатах. Все параметры 
были объединены в следующие группы.
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– «Вогнутость» белковой поверхности. Рас-
считывалась с помощью программы Molecular 
Surface Package (Connolly, 1993).

– Водородные связи. Оценивались их число, 
количество непарных доноров и акцепторов. 
Расчет производился с помощью алгоритма Hb2 
пакета молекулярного моделирования WHAT IF 
(Vriend et al., 1990). 

– Ионные пары. Рассчитывалось число 
ионных пар. Два противоположно заряженных 
остатка считались ионной парой, если крат-
чайшее расстояние между их противоположно 
заряженными атомами не превышало заранее 
установленного значения (4, 6 или 8 Å). 

– Параметры вторичной структуры: доля 
α-спиралей, β-листов, нерегулярных областей. 
Рассчитывались с помощью программы DSSP 
(Kabsch, Sander, 1983). 

– Полярные/неполярные, внешние/внутрен-
ние области белка. Рассматривалось отношение 
площадей поверхности полярных и неполярных 
областей для внешних и внутренних областей 
белка. Все параметры подсчитывались как 
функции температуры оптимального роста 
соответствующих организмов. Для расчета 
использовалась программа WHAT IF. Атомы N 
и O считались полярными, остальные – непо-
лярными. Внутренние области отдельно рас-
считывались для денатурированной и нативной 
конформации полипептидной цепи, полученные 
площади вычитались. 

Исходя из рассчитанных значений для все-
го набора белков, A. Szilagyi и Р. Zavodszky 
(2000) сделали вывод о корреляции каждого 
из параметров с рядом характеристик. Среди 
них: оптимальная температура роста организ-
ма, из которого выделен исследуемый белок; 
изменение структурных параметров в белках 
умеренно термофильных организмов; измене-
ние структурных параметров в белках крайне 
термофильных организмов. 

Таким образом, были выявлены параметры, 
позволяющие отделить друг от друга умеренно 
и крайне термофильные организмы. Так, пока-
зано, что с ростом температуры число ионных 
пар увеличивается для обоих типов организмов. 
Кроме того, количество «вогнутостей» в белках 
крайне термофильных организмов значительно 
снижено, в то время как для умеренно термо-
фильных организмов заметного изменения по 

этому параметру не наблюдается в сравнении 
с белками мезофилов.

На наш взгляд, рассмотренный подход к вы-
явлению связи термостабильности белков с из-
менениями их структурных характеристик при 
сравнении термофилов и мезофилов способен 
дать только качественную информацию, которая 
может быть использована (с невысокой точно-
стью) для нахождения общих закономерностей 
при разработке более точных методов. Ввиду 
того что данный подход основан на изучении 
ограниченного числа белков семейств крайне 
и умеренно термофильных организмов, он не 
способен оценить количественно изменение 
термостабильности конкретных белков, т. е. 
заранее предсказать это изменение.

Доминирующие взаимодействия

Ряд исследователей полагают, что домини-
рующее влияние на стабильность простран-
ственной структуры (т. е. на термостабиль-
ность) белков оказывают электростатические и 
гидрофобные силы (Beveridge, DiCapua, 1989; 
Sharp, Honig, 1990; Zhu, Elcock, 2010).

Электростатические взаимодействия. В 
работе L. Xiao и В. Honig (1999) подробно рас-
сматриваются электростатические взаимодей-
ствия и их связь с термостабильностью. Авторы 
используют методы статистической механики 
для оценки множества состояний ионизации 
в нативном и денатурированном белке. Так, 
средний заряд каждой ионизируемой группы 
вычислен из среднего значения, полученного 
из всех состояний ионизации белка. Электро-
статическая энергия каждого ионизационного 
состояния, в свою очередь, определялась с 
помощью решения конечно-разностной формы 
уравнения Пуассона–Больцмана. 

Кроме того, в рассматриваемой работе влия-
ние электростатических взаимодействий скла-
дывалось из трех частей: ∆∆E(solv) – дестаби-
лизирующий вклад в стабильность белка из-за 
десольватации ионизующихся групп в процессе 
фолдинга; ∆∆E(hb) – сумма взаимодействий от 
водородных связей между заряженными и по-
лярными группами; ∆∆E(cc) – кулоновские взаи-
модействия между заряженными группами. Сле-
довательно, ∆∆E(elec) = ∆∆E(solv) + ∆∆E(hb) + 
+ ∆∆E(cc). 
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Хотя диэлектрическая проницаемость воды 
при 20 °C равна 80 Ф/м, авторы проводили 
расчеты с ε = 4 и ε = 20. Под влиянием соли и 
при изменении диэлектрической константы раст-
вора величина электростатической свободной 
энергии значительно изменяется. Результаты 
расчетов показывают, что при ε = 20 полное 
изменение свободной энергии электростатиче-
ских взаимодействий в процессе фолдинга для 
большинства случаев отрицательно. Кроме того, 
практически для всех белков термофильных 
организмов внутри одного семейства значение 
∆∆G(elec) меньше, чем для мезофильных, что 
позволяет разделять соответствующие белки 
независимо от диэлектрической константы ε. 
Таким образом, действительно, электростати-
ческие взаимодействия вносят большой вклад в 
термостабильность белков гипертермофильных 
организмов при рН = 7 в каждом из четырех 
изученных семейств белков. 

Другими словами, в гипертермофильных 
белках вклад электростатических взаимодей-
ствий в свободную энергию фолдинга более 
существенный, чем в их мезофильных аналогах. 
Этот вклад зависит от значения рН и, как счита-
ют L. Xiao и В. Honig (1999), может исчезнуть 
в результате изменения распределения заряда 
белка при определенных рН.

Гидрофобные взаимодействия. В соответ-
ствии с работой Н. Dong с соавт. (2008) влияние 
гидрофобности на стабильность белков сводит-
ся к следующему: при замене гидрофобного 
остатка в гидрофобном ядре белка на полярный 
стабильность всей структуры падает, а при 
заполнении «вогнутостей» поверхности белка 
гидрофобной аминокислотой структура стано-
вится более стабильной. Особенно этот эффект 
характерен для замен в гидрофобном ядре белка. 
Изучение с разных сторон влияния гидрофоб-
ных взаимодействий на стабильность белковых 
структур проводилось в работах D. Eisenberg с 
соавт. (1986); S. Kumar, M. Meenatchi (2011).

Детальное изучение гидрофобных взаимо-
действий проводилось в работе S. Zhu, A. Elcock 
(2010), в которой с помощью метода молеку-
лярной динамики сделана попытка напрямую 
выявить термодинамические особенности гидро-
фобных взаимодействий на примере ассоциации 
пар «ацетат–метиламмоний» и «метан–метан». 
Для моделирования использовалась программа 

GROMACS 3.3 (van der Spoel et al., 2005). Значения 
температуры устанавливались в ряд от –12,5 °С 
до 112,5 °С с шагом 12,5 °С. Использовался яв-
ный растворитель – водный раствор в рамках 
моделей TIP3P и TIP5P. Моделируемая область 
имела размеры 25 × 25 × 25 Å3. Рассчитывалась 
динамика системы в течение 500 нс для каждого 
значения температуры.

Из полученных «снимков» рассчитывались 
гистограммы: для пары «ацетат–-метиламмо-
ний» вычислялось расстояние между атомом 
углерода карбоксильной группы молекулы 
ацетата и атомом азота аминогруппы молекулы 
метиламмония; для пары «метан–метан» – рас-
стояние между двумя углеродами. Кроме того, 
для пары ацетат–метиламмоний также рассчи-
тывалась гистограмма по двум размерностям: 
по расстояниям между заряженными группами 
двух молекул (описывают электростатические 
взаимодействия) и между их метильными 
группами (описывают гидрофобные взаимо-
действия). Для 1D и 2D-гистограмм рассчи-
тывались свободные энергии взаимодействия. 
Причем для расчетов было смоделировано два 
набора гистограмм с взаимодействующими 
между собой молекулами и с «выключенными» 
межмолекулярными взаимодействиями. Это 
было сделано для того, чтобы вычесть вклад 
конфигурационной энтропии в свободную 
энергию.

Авторы показали, что результаты предска-
заний изменений свободной энергии в рамках 
моделей TIP3P и TIP5P хорошо согласуются 
между собой для температур от 25 до 100 °C. 
Кроме того, в рамках модели воды TIP5P от-
носительная прочность гидрофобных взаимо-
действий и солевых мостиков по большей части 
не изменяется в промежутке от 0 до 40 °C. При 
более высоких температурах солевые мостики 
дают более весомый вклад в стабильность. 

На наш взгляд, основным недостатком 
примененного подхода является то, что для 
расчета только доминирующей части свободной 
энергии используется весьма ресурсоемкий 
метод молекулярной динамики. В то же время 
поправки, связанные с вкладами гидрофобных 
и электростатических взаимодействий, могут 
быть введены в методы компьютерного моде-
лирования, рассмотренные ниже, с целью учета 
всех вкладов в свободную энергию.
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Компьютерное моделирование

Задача расчета термостабильности в дан-
ном подходе сводится к вычислению разности 
свободных энергий между различными состоя-
ниями моделируемой системы. Так, например, 
расчет термостабильности мутантной формы 
белка требует вычисления величины двойной 
разности ∆∆G = ∆G3 – ∆G2, где ∆G3 – разность 
свободных энергий между глобулярной и дена-
турированной формами нативного белка, а ∆G2 – 
разность свободных энергий между глобулярной 
и денатурированной формой мутанта (см. рис. 1). 
Данный подход успешно был применен в работе 
В. Tidor, М. Karplus (1991).

Свободная энергия является функцией со-
стояния и не зависит от пути, который проходит 
система. Поэтому исходя из условия равенства 
нулю изменения свободной энергии вдоль всего 
цикла искомая величина ∆∆G может быть рас-
считана также через разность ∆∆G = ∆G1 – ∆G4. 
Величины ∆G1 и ∆G4 связаны с нефизическим, 
т. е. нереализуемым в природе, непрерывным 
процессом «превращения» одних аминокислот-
ных остатков в другие (см. рис. 1). Ключевой 
особенностью этого «превращения» (или «алхи-
мического» процесса) является использование 
метода λ-динамики, в котором в один и тот же 
момент существуют физические взаимодей-
ствия от заменяемой и заменяющей части мо-
лекулы (Kong, Brooks, 1996).

В работе D. Seeliger, В. De Groot (2010), 
которая посвящена «алхимическим» расчетам 
свободной энергии, с помощью распространен-
ной программы GROMACS (Hess et al., 2008) и 
силового поля amber99sb (Hornak et al., 2006) 
было исследовано свыше 100 мутантных белков 

барназы. Результаты расчетов показали лучшее 
согласие с экспериментальными данными, чем 
в работе R. Guerois с соавт. (2002). Корреляция 
рассчитанных и экспериментальных данных 
составила 0,86, а средняя абсолютная ошибка – 
3,31 кДж/моль, что говорит о большем потенци-
але подходов «алхимических» расчетов. 

Одним из подходов, реализующих расчет 
свободной энергии, является использование эм-
пирических энергетических функций (Guerois 
et al., 2002). Но подобные функции часто дают 
неточные результаты при оценке энергии. Это 
происходит в случае расчетов свободной энер-
гии белков, не входящих в обучающий набор 
или при оценке энергии замен, приводящих к 
значительному изменению конформации белка. 
Другой вариацией подходов к расчету свобод-
ной энергии является метод, основанный на 
упрощенных моделях, например, представля-
ющий растворитель неявно (Vorobjev, 2011). 

В нашей недавней работе (Фомин, Алемасов, 
2012) были представлены результаты дальней-
шего развития методов «алхимических» преоб-
разований: в расчетную схему были включены 
эффекты поляризации. Установлено, что учет 
данных эффектов улучшает точность расчетов 
разностей свободных энергий для мутаций, 
включающих изменение заряда аминокислоты. 
Так, при расчете влияния замены R72G в барназе 
была существенно улучшена величина изменения 
свободной энергии в сравнении со значением, по-
лученным в работе D. Seeliger, В. De Groot (2010). 
Полученное нами значение –19,8 кДж/моль на-
ходится заметно ближе к экспериментальному 
для этой мутации значению –10,4 кДж/моль, чем 
величина –57,67 кДж/моль, рассчитанная в работе 
D. Seeliger, B. De Groot (2010). 

Рис. 1. Термодинамический цикл. По: D. Seeliger, В. De Groot (2010).
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Выделение жестких фрагментов

В работе А.Т. Rader с соавт. (2012) аналогич-
но подходу, использованному в работе S. Ra-
destock, H. Gohlke (2011), было сделано ис-
следование связи аллостерии и жесткости 
структуры белка с его термостабильностью. 
Ключевым вопросом в этой работе было рас-
смотрение мутации A35V в GH12 эндоглю-
каназе Trichoderma reesei. Примечательно то, 
что эта замена делает белок способным выдер-
живать температуры на 8 °C выше, чем белок 
дикого типа. При этом разница в RMSD между 
этими двумя формами белка составляет всего 
порядка 0,4 Å.

Гибкость и стабильность биомолекулярных 
систем в этой работе рассчитывалась с помо-
щью программы FIRST (Jacobs et al., 2001). 
Модель, реализованная в FIRST, рассматривает 
физические взаимодействия между парами 
атомов в качестве ограничений (например 
ковалентные связи). Из этих ограничений 
формируется трехмерный граф, включающий 
полный набор взаимодействий, присутству-
ющих в нативном состоянии белка. Жесткие 
фрагменты соответствуют тем наборам атомов, 
которые соединены так, что любое внутреннее 
движение нарушает хотя бы одно из ограниче-

ний. Остальные области молекулы рассматри-
ваются как гибкие.

В FIRST каждая связь помечается как 
гибкая (способная вращаться) или жесткая 
(фиксированная относительно вращения). В 
соответствии с гибкостью связей определяется 
гибкость/жесткость аминокислотных остатков. 
С помощью данных авторы сравнили нативную 
структуру со структурой мутанта (на примере 
эндоглюканазы) и определили остатки, меня-
ющие свою жесткость в мутантной структуре.

Так как в модели не учитывается температу-
ра, авторы ввели параметр Ecut – энергия разры-
ва водородной связи. Параметр рассчитывается 
для всех неявных водородных связей, основыва-
ясь на локальной геометрии конкретного доно-
ра, акцептора и атомов водорода. В зависимости 
от Ecut вводится условная температура как 
Θ = 300 – 20Ecut.

Выбрав температуру денатурации нативного 
белка в качестве температуры для модели (346 К), 
Rader с соавт. (2012) рассчитали долю атомов в 
самом крупном жестком фрагменте (см. рис. 2). 
Очевидным недостатком данного подхода яв-
ляется невозможность оценить влияние раство-
рителя на термостабильность белка, а также pH 
раствора и других физических характеристик 
(давление и т. п.).

Рис. 2. Доля атомов в наиболее крупном жестком фрагменте в зависимости от условной температуры. 
По: Rader с соавт. (2012).
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Таблица
Сведения о рассматриваемых подходах

Класс Метод Объект Результаты

1

Сравнение последовательностей 
и пространственных структур 
гомологичных белков мезофи-
лов и термофилов (Perutz, Raidt, 
1975)

Бактериальный 
ферредоксин, ге-
моглобины A и 
A2 человека

В термостабильном ферредоксине найдены 
замены, формирующие водородные связи и 
солевые мостики. Гемоглобин А2 более стаби-
лен, чем гемоглобин А за счет дополнительной 
связи между α1 и δ1 субъединицами

Расчет доли полярных областей 
белка. Расчет числа водородных 
связей и солевых мостиков (Vogt 
et al., 1997)

16 семейств бел-
ков мезофилов и 
термофилов

В 80 % случаев есть корреляция внутри се-
мейства между термостабильностью и числом 
водородных связей. В 67 % случаев есть кор-
реляция термостабильности с формированием 
ионных пар

Расчет структурных параметров 
на основе атомных координат 
(Szilagyi, Zavodszky, 2000)

25 семейств бел-
ков умеренно и 
крайне  термо-
фильных  орга-
низмов

Найдены совокупности параметров, позволя-
ющие выделять термофильные организмы: на-
пример, с ростом температуры число ионных 
пар увеличивается

2

Статистическая механика для 
расчета изменения электроста-
тической свободной энергии в 
процессе фолдинга (Xiao, Honig, 
1999)

GDH, GAPDH, 
ферр едоксин , 
CheY мезофилов 
и термофилов

Для термофильных белков внутри одного 
семейства свободная энергия меньше, чем 
для мезофильных. Опровергнута корреляция 
термостабильности и числа ионных пар

Расчет площадей, доступных 
растворителю для аминокислот, 
расчет свободной энергии соль-
ватации (Eisenberg et al., 1986)

20 аминокислот
Корреляция рассчитанного изменения свобод-
ной энергии сольватации с экспериментом, 
равная 0,88

Молекулярная  динамика 
(GROMACS 3.3), потенциал 
средней силы (Zhu, Elcock, 
2010)

Ацетат, метилам-
моний, метан

Прочность гидрофобных взаимодействий и 
солевых мостиков не изменяется от 0 до 40 °C. 
При более высоких температурах солевые 
мостики доминируют в термостабильности

Расчет кинетических и термо-
динамических величин (Kumar, 
Meenatchi, 2011)

20 аминокислот, 
цитохром b

Чем выше количество гидрофобных амино-
кислот, тем выше становится вклад в энергию 
Гиббса при кинетических и термодинамичес-
ких расчетах

3

Молекулярная  динамика 
(CHARMM), λ-динамика (Tidor, 
Karplus, 1991)

Лизоцим бакте-
риофага Т4, му-
тация R96H

Для исследуемой мутации получено значение 
–7,9 кДж/моль, что качественно соответствует 
эксперименту (–13,4 +/–5 ккал/моль)

Энергетиче ская  функция 
(Guerois et al., 2002)

1088 замен в раз-
личных белках

Наклон прямой линейной регрессии – 0,64, ко-
эффициент корреляции с экспериментом – 0,73, 
стандартное отклонение – 4,27 кДж/моль

Молекулярная  динамика 
(GROMACS 4), λ-динамика 
(Seeliger, De Groot, 2010)

109 замен бар-
назы

Корреляция рассчитанных и эксперимен-
тальных данных – 0,86, средняя абсолютная 
ошибка – 3,31 кДж/моль

4

Анализ сети с ограничениями 
(CNA), расчет доли атомов в 
жесткой части сети (Radestock, 
Gohlke, 2011)

19 семейств бел-
ков мезофильных 
и термофильных 
организмов

Около 67 % семейств белков имели темпера-
туру денатурации выше для термофильных 
гомологов

Анализ жесткости структуры 
(FIRST), нахождение наиболь-
шего жесткого фрагмента (Rader 
et al., 2012)

GH12 эндоглю-
каназа

Экспериментальное значение изменения тем-
пературы денатурации (7,7 °C) качественно 
подтверждается рассчитанным значением 
(5,9 °C)



781Компьютерные методы исследования термостабильности белков и их применение в биологии

ВЫВОДЫ

В настоящей работе представлен обзор 
наиболее распространенных методов теоре-
тического исследования термостабильности. 
Уточнена классификация существующих 
подходов и представлены результаты, которые 
могут быть получены с их использованием. 
Основные сведения о рассмотренных подходах 
представлены в таблице. Так, наиболее распро-
страненным методом исследования термоста-
бильности белков является метод сравнения 
гомологов термофильных и мезофильных 
организмов. Этот подход естественным обра-
зом развился из экспериментальных методов 
и позволяет выявить самые существенные ха-
рактеристики, которые влияют на способность 
белков функционировать при более высоких 
температурах.

В последнее время развиваются методы ком-
пьютерного моделирования динамики белков, 
которые позволяют наиболее полно оценить 
микро- и макропараметры исследуемых моле-
кул, что обусловлено использованием базовых 
физических соотношений и уравнений движе-
ния. Методы молекулярного моделирования, 
однако, ограничены в точности и в будущем их 
прямое, без модификаций, использование вряд 
ли позволит получать более близкие к экспери-
менту результаты.

Необходимость модификаций методов мо-
делирования также вытекает из существования 
доминирующего вклада в свободную энергию 
электростатических и гидрофобных взаимо-
действий. Уточнение параметризации электро-
статических и гидрофобных взаимодействий в 
потенциалах, определяющих движение атомов, 
является перспективным улучшением моделей 
динамики белков.

Также перспективными ввиду низкой требо-
вательности к вычислительным ресурсам явля-
ются методы выделения жестких фрагментов 
белков. Они позволяют напрямую определить 
изменения в гибкости структуры при соверше-
нии аминокислотных замен. Их недостатком 
является сложность оценки влияния окружа-
ющего растворителя и его термодинамиче-
ских параметров. Однако это не препятствует 
применению подобных методов для оценки 
термостабильности крупных систем, которые 

сложно поддаются моделированию, например, 
методами молекулярной динамики.
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Summary

Classification of existent theoretical approaches for investigating protein thermal stability is performed. 
Computer simulations allow to fully estimate micro- and macro properties of the molecules. But those 
approaches are limited in accuracy and therefore require certain improvements e.g. making them to allow 
for molecular charge distribution. Also promising methods are those dealing with rigid regions of proteins. 
They do not require a huge amount of computations and allow to directly determine changes in molecular 
structure flexibility caused by mutated amino acid residues. But using the only structure it is impossible to 
explicitly estimate an effect of solvent and its thermodynamical properties.

Key words: protein thermal stability, free energy, molecular dynamics, rigid regions, semi-empiric energy 
function, electrostatic and hydrophobic interactions, thermophiles, mesophiles. 


