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Â ðàáîòå äàí îáçîð ñîâðåìåííûõ ïðåäñòàâëåíèé î ôîëäèíãå áåëêîâ in vitro, ñîãëàñíî êîòîðûì àìè-
íîêèñëîòíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü áåëêà, âîçíèêøàÿ â ðåçóëüòàòå ýâîëþöèîííîãî îòáîðà, òàêîâà, ÷òî â
íåé çàïðîãðàììèðîâàíû ñòðóêòóðà íàòèâíîãî ñîñòîÿíèÿ, ïóòü åå äîñòèæåíèÿ è ñóùåñòâîâàíèå ñâîáîäíî-
ýíåðãåòè÷åñêîãî áàðüåðà ìåæäó íàòèâíûì è äåíàòóðèðîâàííûì ñîñòîÿíèÿìè áåëêà. Ïîñëåäíåå îçíà÷àåò,
÷òî ìàêðîìîëåêóëà áåëêà ìîæåò íàõîäèòüñÿ ëèáî â íàòèâíîì, ëèáî â äåíàòóðèðîâàííîì ñîñòîÿíèè. Ïðè
ýòîì âñå ìàêðîìîëåêóëû íàòèâíîãî áåëêà èäåíòè÷íû, åñëè íå ñ÷èòàòü ôëóêòóàöèé ñòðóêòóðû, îáóñëîâ-
ëåííûõ áðîóíîâñêèì äâèæåíèåì âõîäÿùèõ â èõ ñîñòàâ àòîìîâ. Èäåíòè÷íîñòü âñåõ ìîëåêóë áåëêà â íà-
òèâíîì ñîñòîÿíèè èñêëþ÷èòåëüíî âàæíà äëÿ èõ ïðàâèëüíîãî ôóíêöèîíèðîâàíèÿ. Îáñóæäàåòñÿ çàâèñè-
ìîñòü ñòàáèëüíîñòè áåëêà, ìåðîé êîòîðîé ÿâëÿåòñÿ ðàçíîñòü ñâîáîäíûõ ýíåðãèé áåëêà â íàòèâíîì è äå-
íàòóðèðîâàííîì ñîñòîÿíèÿõ, îò òåìïåðàòóðû è êîíöåíòðàöèè äåíàòóðàíòà. Ðàññìîòðåíû ñóùåñòâóþùèå
ïîäõîäû, ïîçâîëÿþùèå õàðàêòåðèçîâàòü ïåðåõîäíîå ñîñòîÿíèå è ÿäðî ñâîðà÷èâàíèÿ. Îáñóæäàåòñÿ ðîëü
ïðîìåæóòî÷íûõ è íåïðàâèëüíî ñâåðíóòûõ ñîñòîÿíèé â îáðàçîâàíèè àìîðôíûõ àãðåãàòîâ è àìèëîèäíûõ
ôèáðèëë.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ôîëäèíã áåëêîâ, ðàâíîâåñíàÿ äèíàìèêà áåëêîâ, ïðîìåæóòî÷íûå ñîñòîÿíèÿ, ïå-
ðåõîäíîå ñîñòîÿíèå, ÿäðî ñâîðà÷èâàíèÿ, àìèëîèäíûå ôèáðèëëû, ñòàáèëüíîñòü áåëêîâ.

Áåëêè — îäèí èç îñíîâíûõ êîìïîíåíòîâ âñåõ æèâûõ
îðãàíèçìîâ. Îíè âûïîëíÿþò â êëåòêå è â æèâîì îðãàíèç-
ìå â öåëîì ñàìûå ðàçíîîáðàçíûå ôóíêöèè — ñòðîèòåëü-
íûå, òðàíñïîðòíûå, êàòàëèòè÷åñêèå è ðåãóëÿòîðíûå, îíè
îáåñïå÷èâàþò äâèæåíèå, ïåðåäà÷ó ñèãíàëîâ, çàïàñàíèå
ýíåðãèè è ò. ä. Áåëîê ÿâëÿåòñÿ ãåòåðîïîëèìåðîì, ñâåðíó-
òûì â óíèêàëüíóþ òðåòè÷íóþ ñòðóêòóðó, ìîíîìåðíûìè
çâåíüÿìè êîòîðîãî ÿâëÿþòñÿ àìèíîêèñëîòû. Èìååòñÿ
äâàäöàòü îñíîâíûõ íàèáîëåå ÷àñòî âñòðå÷àþùèõñÿ àìè-
íîêèñëîò. Ïîäîáíî òîìó êàê èç íåáîëüøîãî ÷èñëà áóêâ
àëôàâèòà îáðàçóåòñÿ áåñ÷èñëåííîå ìíîæåñòâî ñëîâ, òàê è
èç äâàäöàòè îñíîâíûõ àìèíîêèñëîò ìîæåò îáðàçîâûâàòü-
ñÿ îãðîìíîå ÷èñëî áåëêîâ. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü àìèíîêèñ-
ëîò â áåëêîâîé öåïè è åå äëèíà êîäèðóþòñÿ ãåíàìè.

Ïðîöåññ îáðàçîâàíèÿ áåëêîâ â êëåòêå ñîñòîèò èç
äâóõ ýòàïîâ — áèîñèíòåçà ïîëèïåïòèäíîé öåïè è åå ñâî-
ðà÷èâàíèÿ â íàòèâíóþ òðåõìåðíóþ ñòðóêòóðó (ðèñ. 1).
Ïåðâûé ïðîöåññ — ïåðåäà÷à èíôîðìàöèè î ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè è ÷èñëå àìèíîêèñëîò, õðàíÿùåéñÿ â ÄÍÊ, è
ñáîðêà íåîáõîäèìûõ àìèíîêèñëîò â ïîëèïåïòèäíóþ
öåïü ñ îáðàçîâàíèåì ïåðâè÷íîé ñòðóêòóðû áåëêà, õîòÿ è
ÿâëÿåòñÿ î÷åíü ñëîæíûì, ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè õîðîøî
èçó÷åí. Íà ýòîì ýòàïå íà îñíîâàíèè èíôîðìàöèè, çàêî-
äèðîâàííîé â îäíîìåðíîé ÄÍÊ, ñòðîèòñÿ îäíîìåðíàÿ
ïîëèïåïòèäíàÿ öåïü áåëêà. Íà âòîðîì ýòàïå ïðîèñõîäèò
ôîëäèíã — ñâîðà÷èâàíèå öåïî÷êè àìèíîêèñëîò, èç êîòî-
ðûõ îáðàçîâàí äàííûé áåëîê è êîòîðûå îïðåäåëÿþò åãî
ïåðâè÷íóþ ñòðóêòóðó, â óíèêàëüíóþ òðåõìåðíóþ ñòðóê-
òóðó. Òîëüêî ïîñëå ñâîðà÷èâàíèÿ â óíèêàëüíîå êîìïàêò-
íîå, âûñîêîîðãàíèçîâàííîå íàòèâíîå ñîñòîÿíèå áåëîê
ñòàíîâèòñÿ ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûì.

Ïåðâè÷íàÿ ñòðóêòóðà áåëêà
îïðåäåëÿåò åãî íàòèâíóþ ïðîñòðàíñòâåííóþ

ñòðóêòóðó è ïóòü ñâîðà÷èâàíèÿ

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî â êëåòêå èìååòñÿ ìíîãî ôàêòî-
ðîâ, âîâëå÷åííûõ â ïðîöåññ ôîëäèíãà ïîëèïåïòèäíîé
öåïè, ìîæíî ñ÷èòàòü óñòàíîâëåííûì òî îáñòîÿòåëüñòâî,
÷òî êîä, ñîãëàñíî êîòîðîìó ïîëèïåïòèäíàÿ öåïü ñâîðà-
÷èâàåòñÿ â óíèêàëüíóþ òðåòè÷íóþ ñòðóêòóðó, çàêëþ÷åí
â àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñàìîé ïîëèïåï-
òèäíîé öåïè (Radford, 2000; Ôèíêåëüøòåéí, Ïòèöûí,
2002). Âïåðâûå ýòî áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî â ðàáîòàõ
Àíôèíñåíà (ñì., íàïðèìåð: Anfinsen, 1973), ïîêàçàâøåãî
ýêñïåðèìåíòàëüíî, ÷òî ðèáîíóêëåàçà A, äåíàòóðèðîâàí-
íàÿ ìî÷åâèíîé, â ïðèñóòñòâèè àãåíòà, ðàçðóøàþùåãî
S—S-ñâÿçè, âîññòàíàâëèâàåò ïîëíîñòüþ íàòèâíóþ
ñòðóêòóðó è ôåðìåíòàòèâíóþ àêòèâíîñòü ïîñëå óäàëåíèÿ
äåíàòóðàíòà è àãåíòà, ðàçðóøàþùåãî S—S-ñâÿçè. Çà ýòó
ðàáîòó Àíôèíñåí áûë óäîñòîåí Íîáåëåâñêîé ïðåìèè.
Â ïîñëåäóþùåì ñïîñîáíîñòü ê ðåíàòóðàöèè áûëà ïîêà-
çàíà äëÿ ðÿäà äðóãèõ îäíîäîìåííûõ áåëêîâ îòíîñèòåëü-
íî íåáîëüøîãî ðàçìåðà (Baldwin, Rose, 1999). Òåì ñà-
ìûì áûëî äîêàçàíî, ÷òî ï ð î ñ ò ð à í ñ ò â å í í à ÿ ñ ò ð ó ê -
ò ó ð à í à ò è â í î ã î ñ î ñ ò î ÿ í è ÿ ì à ê ð î ì î ë å ê ó ë û
á å ë ê à ç à ï ð î ã ð à ì ì è ð î â à í à â å ã î ï å ð â è ÷ í î é
ñ ò ð ó ê ò ó ð å. Ïðè ýòîì âàæíî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ïðèíöè-
ïû êîäèðîâêè íàòèâíîé ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðû
áåëêà ïðèíöèïèàëüíî îòëè÷àþòñÿ îò ïðèíöèïà êîäèðîâ-
êè åãî àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (ðèñ. 1).
Ïðè ñèíòåçå áåëêà ïîñëåäîâàòåëüíî, øàã çà øàãîì ñ÷è-
òûâàåòñÿ èíôîðìàöèÿ, çàêîäèðîâàííàÿ â íóêëåîòèäàõ, è
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îäíà çà äðóãîé ñîáèðàþòñÿ â ïîëèïåïòèäíóþ öåïü ñîîò-
âåòñòâóþùèå àìèíîêèñëîòû, ò. å. îäíîìåðíàÿ èíôîðìà-
öèÿ, çàêëþ÷åííàÿ â íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ÄÍÊ, òðàíñôîðìèðóåòñÿ â îäíîìåðíóþ æå èíôîðìàöèþ
î ïîñëåäîâàòåëüíîñòè àìèíîêèñëîò ïåðâè÷íîé ñòðóêòó-
ðû áåëêà. Ïðè ôîëäèíãå áåëêà ïîøàãîâûé ìåõàíèçì ïå-
ðåäà÷è èíôîðìàöèè ÿâíî íå ðàáîòàåò. Â îïðåäåëåíèè
êîíòàêòîâ, âîçíèêàþùèõ â òðåòè÷íîé ïðîñòðàíñòâåííîé
ñòðóêòóðå ìàêðîìîëåêóëû áåëêà, ó÷àñòâóþò óäàëåííûå
äðóã îò äðóãà ïî öåïè àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè. Ïðè
ýòîì îïðåäåëÿþùóþ ðîëü â ôîëäèíãå áåëêà èãðàþò
ëèøü íåêîòîðûå (äàëåêî íå âñå) àìèíîêèñëîòíûå îñòàò-
êè. Ïî ýòîé ïðè÷èíå ãîìîëîãè÷íûå áåëêè (èíîãäà ñ äî-
ñòàòî÷íî íèçêîé ãîìîëîãèåé) èìåþò ñõîäíóþ ñòðóêòóðó.
Ñ äðóãîé ñòîðîíû, îäíà-åäèíñòâåííàÿ àìèíîêèñëîòíàÿ
çàìåíà ìîæåò ñóùåñòâåííåéøèì îáðàçîì ñêàçàòüñÿ íà
ñêîðîñòè ñâîðà÷èâàíèÿ èëè äàæå ïîëíîñòüþ íàðóøèòü
ïðàâèëüíîå ñâîðà÷èâàíèå áåëêà (Ôèíêåëüøòåéí, Ïòè-
öûí, 2002; Plotkin, Onuchic, 2002).

Ìåðîé ñòàáèëüíîñòè ñòðóêòóðû áåëêà ÿâëÿåòñÿ ñâî-
áîäíàÿ ýíåðãèÿ F = H – TS, êîòîðàÿ îïðåäåëÿåòñÿ åãî ýí-
òàëüïèåé H, ò. å. ýíåðãèåé âçàèìîäåéñòâèÿ àòîìîâ áåëêà,
è åãî ýíòðîïèåé S = R ln N (R — ìîëÿðíàÿ ãàçîâàÿ ïîñòî-
ÿííàÿ, T — àáñîëþòíàÿ òåìïåðàòóðà), ÿâëÿþùåéñÿ ìåðîé

÷èñëà êîíôîðìàöèé N, êîòîðûìè äàííîå ñîñòîÿíèå áåë-
êà ìîæåò áûòü ðåàëèçîâàíî. Ñïîñîáíîñòü áåëêà ñàìîïðî-
èçâîëüíî ñâîðà÷èâàòüñÿ â íàòèâíîå ñîñòîÿíèå îçíà÷àåò,
÷òî ýòîìó ñîñòîÿíèþ áåëêà îòâå÷àåò ìèíèìóì ñâîáîä-
íîé ýíåðãèè. Áîëåå ñòðîãî íóæíî ãîâîðèòü î ìèíèìóìå
ñâîáîäíîé ýíåðãèè ñèñòåìû áåëîê—ðàñòâîðèòåëü. Äåëî
â òîì, ÷òî îäíèì èç îñíîâíûõ ôàêòîðîâ, îïðåäåëÿþùèõ
ñòàáèëüíîñòü ñòðóêòóðû áåëêà, ÿâëÿþòñÿ ãèäðîôîáíûå
âçàèìîäåéñòâèÿ, ò. å. ñòðåìëåíèå íåïîëÿðíûõ ãðóïï áåë-
êà óéòè èç âîäíîãî îêðóæåíèÿ, ïîñêîëüêó ïðè ýòîì ïðî-
èñõîäèò îñâîáîæäåíèå ìîëåêóë âîäû, îáðàçóþùèõ âî-
êðóã íåïîëÿðíûõ ãðóïï áåëêà ëüäîïîäîáíûå óïîðÿäî-
÷åííûå ñòðóêòóðû. Îáðàçîâàíèå ãèäðîôîáíîãî ÿäðà
ìàêðîìîëåêóëû áåëêà ïðèâîäèò ê ñóùåñòâåííîìó óìåíü-
øåíèþ ñâîáîäíîé ýíåðãèè ñèñòåìû áåëîê—ðàñòâîðè-
òåëü çà ñ÷åò âîçðàñòàíèÿ ýíòðîïèè ðàñòâîðèòåëÿ.

Ñâîðà÷èâàíèå áåëêà çàêëþ÷àåòñÿ â ïîèñêå óíèêàëü-
íîé íàòèâíîé ñòðóêòóðû, îòâå÷àþùåé ìèíèìóìó ñâî-
áîäíîé ýíåðãèè, ñðåäè áîëüøîãî ÷èñëà êîíôîðìàöèé,
êîòîðûå ìîæåò ïðèíèìàòü ïîëèïåïòèäíàÿ öåïü çà ñ÷åò
ïîâîðîòíîé èçîìåðèçàöèè îòíîñèòåëüíî ñâÿçåé N—Cá

(óãîë ö), Ñá—Ñ (óãîë Ø) è Ñ—N (óãîë ù) (ðèñ. 2). Îäíàêî
æåñòêîñòü ïåïòèäíîé ñâÿçè íå äîïóñêàåò âðàùåíèÿ âî-
êðóã ñâÿçè C—N. Àòîìû, âõîäÿùèå â ïåïòèäíóþ ñâÿçü,

944 È. Ì. Êóçíåöîâà, Â. Ôîðæå, Ê. Ê. Òóðîâåðîâ

Ðèñ. 1. Ñõåìà, èëëþñòðèðóþùàÿ ìåñòî ôîëäèíãà áåëêà â ïðîöåññå áèîñèíòåçà.

Ñëåäóåò îáðàòèòü âíèìàíèå íà òî, ÷òî â ïðîöåññå òðàíñêðèïöèè è òðàíñëÿöèè èíôîðìàöèÿ, çàêîäèðîâàííàÿ â îäíîìåðíîé (1D) ñòðóêòóðå ÄÍÊ, èñ-
ïîëüçóåòñÿ äëÿ ïîñòðîåíèÿ îäíîìåðíîé ïåðâè÷íîé ñòðóêòóðû áåëêà, à ïðè ôîëäèíãå íà îñíîâàíèè èíôîðìàöèè, çàêîäèðîâàííîé â îäíîìåðíîé ïåð-

âè÷íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áåëêà, ñòðîèòñÿ åãî íàòèâíàÿ òðåõìåðíàÿ ñòðóêòóðà (ïî: Plotkin, Onuchic, 2002, ñ ìîäèôèêàöèÿìè).



ëåæàò â îäíîé ïëîñêîñòè â òðàíñêîíôîðìàöèè (ðèñ. 2).
Èñêëþ÷åíèå ñîñòàâëÿåò ïåïòèäíàÿ ñâÿçü, ïðåäøåñò-
âóþùàÿ îñòàòêó ïðîëèíà. Â íàòèâíîì áåëêå ÷àñòü ïåï-
òèäíûõ ñâÿçåé â ýòîì ñëó÷àå èìååò öèñêîíôîðìàöèþ.
Ýíåðãåòè÷åñêèå áàðüåðû ìåæäó øåñòüþ êîíôîðìàöèÿ-
ìè ïîëèïåïòèäíîé öåïè, îòâå÷àþùèìè ìèíèìóìó
ñâîáîäíîé ýíåðãèè ïî óãëàì ö è Ø, ñîñòàâëÿþò îêîëî
1 êêàë/ìîëü, ò. å. áëèçêè ê ýíåðãèè òåïëîâûõ êîëåáàíèé
(0.6 êêàë/ìîëü). Ïîýòîìó ïîâîðîòíàÿ èçîìåðèçàöèÿ îò-
íîñèòåëüíî ñâÿçåé N—Cá è Ñá—Ñ îáåñïå÷èâàåò âîçìîæ-
íîñòü ñóùåñòâîâàíèÿ îãðîìíîãî ÷èñëà êîíôîðìàöèé
îñíîâíîé öåïè áåëêà â ðàçâåðíóòîì ñîñòîÿíèè. Âîçìîæ-
íî ïðàêòè÷åñêè ñâîáîäíîå âðàùåíèå îòíîñèòåëüíî ýòèõ
ñâÿçåé.

Ïðîñòîé ðàñ÷åò ïîêàçûâàåò, ÷òî äàæå äëÿ íåáîëüøî-
ãî áåëêà èç ñòà àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ ïîòðåáóåòñÿ
áèëëèîí ëåò, äëÿ òîãî ÷òîáû íàéòè íàòèâíóþ ñòðóêòóðó,
åñëè ñâîðà÷èâàíèå áóäåò îñóùåñòâëÿòüñÿ çà ñ÷åò ïðîèç-
âîëüíîãî ïåðåáîðà âñåõ âîçìîæíûõ êîíôîðìàöèé (Le-
vinthal, 1968). Òîò ôàêò, ÷òî ñâîðà÷èâàíèå áåëêà â ñîñòî-
ÿíèå, îòâå÷àþùåå ìèíèìóìó ñâîáîäíîé ýíåðãèè, ïðîèñ-
õîäèò çà î÷åíü êîðîòêèé ïðîìåæóòîê âðåìåíè (êîòîðûé
îáû÷íî ñîñòàâëÿåò äîëè ñåêóíäû), èçâåñòåí êàê «ïàðà-
äîêñ Ëåâèíòàëÿ». Ýòî ñäåëàëî î÷åâèäíûì, ÷òî â à ì è -
í î ê è ñ ë î ò í î é ï î ñ ë å ä î â à ò å ë ü í î ñ ò è ç à ï ð î ã -
ð à ì ì è ð î â à í à í å ò î ë ü ê î ñ ò ð ó ê ò ó ð à í à ò è â í î ã î
ñ î ñ ò î ÿ í è ÿ ì à ê ð î ì î ë å ê ó ë û á å ë ê à, í î è ï ó ò ü
å ã î ä î ñ ò è æ å í è ÿ.

Îñîáåííîñòè ôîëäèíãà áåëêîâ â êëåòêå

Ôîëäèíã áåëêîâ â æèâîé êëåòêå îñëîæíåí ïî êðàé-
íåé ìåðå äâóìÿ ôàêòîðàìè. Âî-ïåðâûõ, ôîëäèíã áåëêà
âñåãäà ñîïðÿæåí ñ åãî ñèíòåçîì. Ñõîäÿùàÿ ñ ðèáîñîìû
ïîëèïåïòèäíàÿ öåïü ñðàçó íà÷íåò ñâîðà÷èâàòüñÿ. Åñëè
ýòî íåáîëüøîé á-ñïèðàëüíûé áåëîê, òî ñâîðà÷èâàíèå ïî-
ëèïåïòèäíîé öåïè ïðîèñõîäèò ïî ìåðå åå ðîñòà (êîòðàí-
ñëÿöèîííîå ñâîðà÷èâàíèå). Îäíàêî ýòî íå âñåãäà òàê, è
ñóùåñòâóåò îïàñíîñòü âîçíèêíîâåíèÿ íåïðàâèëüíûõ
âíóòðèìîëåêóëÿðíûõ êîíòàêòîâ. Êðîìå òîãî, ñõîäÿ ñ ðè-
áîñîìû, ïîëèïåïòèäíàÿ öåïü ñðàçó ïîïàäàåò â «ãóñòîíà-
ñåëåííóþ» ôèçèîëîãè÷åñêóþ ñðåäó êëåòêè. Ïðè ýòîì
î÷åíü âåëèêà îïàñíîñòü îáðàçîâàíèÿ íåæåëàòåëüíûõ
êîíòàêòîâ ñ «ñîñåäÿìè» (Ellis, Hartl, 1999; Radford,
2000). Ïîýòîìó äëÿ ïðàâèëüíîãî ñâîðà÷èâàíèÿ áåëêîâ â
ýòèõ óñëîâèÿõ èì íåîáõîäèìû ïîìîùíèêè. Òàêèìè ïî-
ìîùíèêàìè ÿâëÿþòñÿ øàïåðîíû (Gilbert, 1994; Hartl,
Martin, 1995; Csermely et al., 1998; Netzer, Hartl, 1998) è
ôåðìåíòû, îòâåòñòâåííûå çà öèñ-òðàíñèçîìåðèçàöèþ
ïðîëèíà (Schmid, 2002) è îáðàçîâàíèå «ïðàâèëüíûõ» äè-
ñóëüôèäíûõ ìîñòèêîâ (Bader, Bardwell, 2002). Øàïåðî-
íû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé îáøèðíûé êëàññ áåëêîâ, ðàçëè-
÷àþùèõñÿ ïî ìîëåêóëÿðíîé ìàññå, ñòðóêòóðå è ôóíêöèè.
Îíè ñïîñîáñòâóþò êîòðàíñëÿöèîííîìó ñâîðà÷èâàíèþ
ïîëèïåïòèäíûõ öåïåé, ÷òî îñîáåííî âàæíî ïðè ñèíòåçå
áîëüøèõ ìóëüòèäîìåííûõ áåëêîâ, ïðåïÿòñòâóþò àãðåãà-
öèè äåíàòóðèðîâàííûõ áåëêîâ, óñêîðÿþò ïðîöåññ ïåðå-
õîäà áåëêà èç ïðîìåæóòî÷íîãî â íàòèâíîå ñîñòîÿíèå,
ó÷àñòâóþò â òðàíñïîðòå áåëêîâ ê ìåñòàì èõ íàçíà÷åíèÿ,
â ÷àñòíîñòè îáåñïå÷èâàþò ïåðåíîñ áåëêîâ ÷åðåç ìåìáðà-
íû (Radford, 2000; Chen et al., 2001). Íåîáõîäèìî ïîä-
÷åðêíóòü, ÷òî íàëè÷èå ïîìîùíèêîâ ïðè ôîëäèíãå áåëêà
â êëåòêå îòíþäü íå ïðîòèâîðå÷èò ôóíäàìåíòàëüíîìó çà-
êëþ÷åíèþ, ñäåëàííîìó íà îñíîâàíèè ýêñïåðèìåíòîâ,

âûïîëíåííûõ in vitro, î òîì, ÷òî ñòðóêòóðà íàòèâíîãî ñî-
ñòîÿíèÿ áåëêà è ïóòü åå äîñòèæåíèÿ çàêîäèðîâàíû â åãî
ïåðâè÷íîé ñòðóêòóðå.

Îäíîñòàäèéíîå êîîïåðàòèâíîå ñâîðà÷èâàíèå
íåáîëüøèõ áåëêîâ

Âîïðîñ î òîì, êàê æå áåëêè ñâîðà÷èâàþòñÿ â óíèêàëü-
íîå êîìïàêòíîå, âûñîêîîðãàíèçîâàííîå, ôóíêöèîíàëüíî
àêòèâíîå ñîñòîÿíèå, ÿâëÿåòñÿ â íàñòîÿùåå âðåìÿ îäíèì
èç öåíòðàëüíûõ âîïðîñîâ ñòðóêòóðíîé è êëåòî÷íîé áèî-
ëîãèè. Ðåøåíèå ïðîáëåìû ôîëäèíãà ëåæèò íà ñòûêå áèî-
ëîãèè, ôèçèêè è õèìèè, è íåò äðóãîé îáëàñòè èññëåäîâà-
íèé, ãäå áû ýòè íàóêè òàê ïåðåêðûâàëèñü (Fersht, 1998;
Ôèíêåëüøòåéí, Ïòèöûí, 2002). Îñíîâíûì ïîäõîäîì ê
ðåøåíèþ ýòîé ïðîáëåìû ÿâëÿåòñÿ èçó÷åíèå ïðîöåññîâ
ñâîðà÷èâàíèÿ—ðàçâîðà÷èâàíèÿ áåëêîâ in vitro ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ðàçëè÷íûõ ôèçè÷åñêèõ ìåòîäîâ, äàþùèõ èí-
ôîðìàöèþ î ñòðóêòóðå áåëêà.

Ìåòîäû ìàëîóãëîâîãî ðàññåÿíèÿ ðåíòãåíîâñêèõ
ëó÷åé, ñåäèìåíòàöèè, âèñêîçèìåòðèè è ïðîíèêàþ-
ùåé ãåëü-õðîìàòîãðàôèè äàþò èíôîðìàöèþ î ðàçìåðàõ
è ôîðìå ìàêðîìîëåêóëû, ìåòîäû êðóãîâîãî äèõðîèçìà
â äàëüíåé ÓÔ-îáëàñòè è ÈÔ-ñïåêòðîñêîïèè — î âòîðè÷-
íîé ñòðóêòóðå áåëêà, êðóãîâîé äèõðîèçì â áëèæíåé
ÓÔ-îáëàñòè ñïåêòðà è ñîáñòâåííàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ — î
òðåòè÷íîé ñòðóêòóðå áåëêà (Goldbeck et al., 1997; Fersht,
1998; Pollack, 1999; Roder, Shastry, 1999; Eaton et al.,
2000; Kuznetsova et al., 2002, 2004; Arai et al., 2003; Do-
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bson, 2004; Zeeb, Balbach, 2004). Ôëóîðåñöåíöèÿ ãèäðî-
ôîáíîãî êðàñèòåëÿ ÀÍÑ (1-àíèëèíîíàôòàëèí-8-ñóëüôî-
íàòà) èñïîëüçóåòñÿ äëÿ òåñòèðîâàíèÿ ãèäðîôîáíûõ êëàñ-
òåðîâ íà ïîâåðõíîñòè áåëêà è âîçíèêíîâåíèÿ àìîðôíûõ
àãðåãàòîâ (Uversky et al., 1996). Äðóãîé ôëóîðåñöåíòíûé
êðàñèòåëü — òèîôëàâèí T — èñïîëüçóåòñÿ äëÿ òåñ-
òèðîâàíèÿ àìèëîèäíûõ ôèáðèëë, áîãàòûõ â-ñêëàä÷àòû-
ìè ñòðóêòóðàìè. Ñâîáîäíûé êðàñèòåëü â âîäíîì ðàñòâîðå
èìååò î÷åíü íèçêèé êâàíòîâûé âûõîä ôëóîðåñöåíöèè. Ïðè
âñòðàèâàíèè â àìèëîèäíûå ôèáðèëëû êâàíòîâûé âûõîä
ôëóîðåñöåíöèè òèîôëàâèíà T âîçðàñòàåò íà òðè ïîðÿäêà
(Le Vine, 1999; Âîðîïàé è äð., 2003; Melanie, 2004).

Ïðîâåäåíèå èññëåäîâàíèé ïðîöåññîâ ñâîðà÷èâà-
íèÿ—ðàçâîðà÷èâàíèÿ áåëêîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì ýòèõ ìå-
òîäîâ ïîêàçàëî, ÷òî ïî êðàéíåé ìåðå äëÿ ñðàâíèòåëüíî
íåáîëüøèõ îäíîäîìåííûõ áåëêîâ ïåðåõîä ìåæäó ðàç-
âåðíóòûì (U) è íàòèâíûì (N) ñîñòîÿíèÿìè ÿâëÿåòñÿ îá-
ðàòèìûì è îñóùåñòâëÿåòñÿ ïî ïðèíöèïó «âñå èëè íè-
÷åãî». Ðåãèñòðàöèÿ ðàâíîâåñíîé çàâèñèìîñòè ëþáîé
ýêñòåíñèâíîé ôèçè÷åñêîé õàðàêòåðèñòèêè áåëêà îò òåì-
ïåðàòóðû èëè êîíöåíòðàöèè õèìè÷åñêîãî äåíàòóðàíòà
ïîçâîëÿåò îïðåäåëèòü êîíñòàíòó ðàâíîâåñèÿ â êàæäîé
òî÷êå äåíàòóðàöèîííîé çàâèñèìîñòè:
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è òåì ñàìûì ðàçíîñòü ñâîáîäíûõ ýíåðãèé ìàêðîìîëåêó-
ëû áåëêà â ýòèõ ñîñòîÿíèÿõ ÄFN – U (ðèñ. 3):

ÄFN – U = ÄHN – U – TÄSN – U = –RT ln KN – U. (2)

Çäåñü ÄHN – U è ÄSN – U — èçìåíåíèå ñîîòâåòñòâåííî ýí-
òàëüïèè è ýíòðîïèè â ðåçóëüòàòå ðåàêöèè U � N, R —
ãàçîâàÿ ïîñòîÿííàÿ, T — àáñîëþòíàÿ òåìïåðàòóðà,
I(è) — ýêñïåðèìåíòàëüíî èçìåðÿåìàÿ âåëè÷èíà, è — òåì-
ïåðàòóðà èëè êîíöåíòðàöèÿ äåíàòóðàíòà, IN(è) è IU(è) —
çíà÷åíèÿ I(è) äëÿ áåëêà â íàòèâíîì è äåíàòóðèðîâàííîì
ñîñòîÿíèÿõ. Îáû÷íî ïðèíèìàåòñÿ, ÷òî IN(è) = aN + bN�è
è IU(è) = aU + bU�è, ãäå aN, bN, aU, bU — ïîñòîÿííûå. Ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ñâî-
áîäíàÿ ýíåðãèÿ ìàêðîìîëåêóëû áåëêà â ñîñòîÿíèÿõ N è
U ðàçëè÷àåòñÿ íå î÷åíü ñèëüíî, òàê ÷òî ïóòåì èçìåíåíèÿ
òåìïåðàòóðû èëè êîíöåíòðàöèè õèìè÷åñêîãî äåíàòóðàí-
òà (ãóàíèäèíãèäðîõëîðèäà, ìî÷åâèíû, èîíîâ H+ èëè OH–

è ò. ï.) ìîæíî ïîäîáðàòü óñëîâèÿ, ïðè êîòîðûõ ñâîáîä-
íûå ýíåðãèè íàòèâíîãî è ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîãî ñîñòî-
ÿíèé ñòàíîâÿòñÿ ðàâíûìè. Ïðè ýòîì íàòèâíàÿ ñòðóêòóðà
ñòàáèëüíà áëàãîäàðÿ ñèëüíûì âçàèìîäåéñòâèÿì â ìàêðî-
ìîëåêóëå áåëêà (â òîì ÷èñëå ãèäðîôîáíûì âçàèìîäåéñò-
âèÿì, âîçíèêíîâåíèå êîòîðûõ ñóùåñòâåííî óâåëè÷èâàåò
ýíòðîïèþ ñèñòåìû áåëîê—ðàñòâîðèòåëü), ðàçâåðíó-
òàÿ — çà ñ÷åò âûñîêîãî óðîâíÿ êîíôîðìàöèîííîé ýíòðî-
ïèè îñíîâíîé öåïè.

Ðàçíîñòü ñâîáîäíûõ ýíåðãèé áåëêà â íàòèâíîì è ðàç-
âåðíóòîì ñîñòîÿíèÿõ ÄFN – U ÿâëÿåòñÿ ìåðîé ñòàáèëüíî-
ñòè áåëêà. Ñòàáèëüíîñòü áåëêà èçìåíÿåòñÿ ëèíåéíî ñ èç-
ìåíåíèåì êîíöåíòðàöèè äåíàòóðàíòà (Nolting, 1999):

ÄF([D]) = ÄF([0]) – m�[D], (3)

ãäå [D] — êîíöåíòðàöèÿ äåíàòóðàíòà, ÄF([0]) —
ðàçíîñòü ñâîáîäíûõ ýíåðãèé ìàêðîìîëåêóëû áåëêà
â ñîñòîÿíèÿõ N è U â îòñóòñòâèå äåíàòóðàíòà, m =

= ∂ ∂−( ([ ])) ([ ])∆F D DN U . Çàâèñèìîñòü ñòàáèëüíîñòè áåë-
êà îò òåìïåðàòóðû ïîä÷èíÿåòñÿ ñîîòíîøåíèþ Ãèáá-
ñà—Ãåëüìãîëüöà (Privalov, Potekhin, 1986; Kuhlman, Ra-
leigh, 1998; Nolting, 1999):

ÄF(T) = ÄHm(1 – T/Tm) – ÄCp[(Tm – T) + T ln [T/Tm]], (4)

ãäå Tm — òåìïåðàòóðà ñåðåäèíû ïåðåõîäà, ÄHm, ÄCp —
èçìåíåíèå âåëè÷èí ýíòàëüïèè è òåïëîåìêîñòè ïðè ïåðå-
õîäå èç ñîñòîÿíèÿ U â N ïðè òåìïåðàòóðå Tm.

Ñîïîñòàâëåíèå ðåçóëüòàòîâ îïðåäåëåíèÿ îñíîâíûõ
òåðìîäèíàìè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê ïðîöåññà ðàçâîðà÷è-
âàíèÿ áåëêà, ïîëó÷åííûõ ïóòåì èçìåðåíèÿ ðàâíîâåñíûõ
çàâèñèìîñòåé òåõ èëè èíûõ ôèçè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê
(ìåòîä Âàí-Ãîôôà) è ìåòîäîì äèôôåðåíöèàëüíîé ñêàíè-
ðóþùåé êàëîðèìåòðèè, ïîçâîëÿåò äåëàòü âûâîä î êîîïå-
ðàòèâíîñòè ïðîöåññà ðàçâîðà÷èâàíèÿ áåëêà (Ôèíêåëü-
øòåéí, Ïòèöûí, 2002).

Áåëêè — ýòî ïðèðîäíûå ãåòåðîïîëèìåðû, îäíàêî ïî
ñâîéñòâàì îíè ñóùåñòâåííî îòëè÷àþòñÿ îò ñèíòåòè÷å-
ñêèõ ãåòåðîïîëèìåðîâ. Áîëüøîå ðàçíîîáðàçèå ìîíîìåð-
íûõ çâåíüåâ (20 ðàçëè÷íûõ àìèíîêèñëîò) ñàìî ïî ñåáå
óæå ñóùåñòâåííî îòëè÷àåò áåëêè îò ñèíòåòè÷åñêèõ ãåòå-
ðîïîëèìåðîâ. Â îòëè÷èå îò ñèíòåòè÷åñêèõ ïîëèìåðîâ
÷èñëî ìîíîìåðíûõ çâåíüåâ (àìèíîêèñëîò), îáðàçóþùèõ
áåëîê, è èõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü â áåëêîâîé öåïè ñòðîãî
äåòåðìèíèðîâàíû. È íàêîíåö (è ýòî î÷åíü ñóùåñòâåí-
íî!), â îòëè÷èå îò ñèíòåòè÷åñêèõ ïîëèìåðîâ áåëêè ìîãóò
îáðàçîâûâàòü êðèñòàëëû, ò. å. âñå ìîëåêóëû áåëêà â íà-
òèâíîì ñîñòîÿíèè èäåíòè÷íû, åñëè, êîíå÷íî, íå ñ÷èòàòü
ôëóêòóàöèé ñòðóêòóðû, îáóñëîâëåííûõ òåïëîâûì áðîó-
íîâñêèì äâèæåíèåì âõîäÿùèõ â èõ ñîñòàâ àòîìîâ. À ýòî
âîçìîæíî òîëüêî â òîì ñëó÷àå, åñëè ìåæäó íàòèâíûì è
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íîì (#) è ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîì (U) ñîñòîÿíèÿõ.

Ðåãèñòðàöèÿ ðàâíîâåñíîé çàâèñèìîñòè ëþáîé ýêñòåíñèâíîé ôèçè÷åñêîé
õàðàêòåðèñòèêè áåëêà îò òåìïåðàòóðû èëè êîíöåíòðàöèè õèìè÷åñêîãî
äåíàòóðàíòà ïîçâîëÿåò îïðåäåëèòü ðàçíîñòü ñâîáîäíûõ ýíåðãèé ìàêðî-
ìîëåêóëû áåëêà â ýòèõ ñîñòîÿíèÿõ ÄFN—U. Ðåãèñòðàöèÿ êèíåòèêè ïðî-
öåññà ñâîðà÷èâàíèÿ áåëêà â íàòèâíîå ñîñòîÿíèå ïîçâîëÿåò îïðåäåëèòü
âåëè÷èíó ñâîáîäíîýíåðãåòè÷åñêîãî áàðüåðà ÄF#—U, ðàçäåëÿþùåãî ñî-
ñòîÿíèÿ N è U. Îïðåäåëåíèå ýòèõ âåëè÷èí äëÿ áåëêà ñ òî÷å÷íûìè àìèíî-
êèñëîòíûìè çàìåíàìè ïîçâîëÿåò îïðåäåëèòü ó÷àñòèå îòäåëüíûõ àìèíî-

êèñëîòíûõ îñòàòêîâ â ôîðìèðîâàíèè ïåðåõîäíîãî ñîñòîÿíèÿ.



âñåìè äðóãèìè ñîñòîÿíèÿìè áåëêà (ïîëíîñòüþ ðàçâåðíó-
òûì ñîñòîÿíèåì èëè ïðîìåæóòî÷íûì ÷àñòè÷íî ñâåðíó-
òûì ñîñòîÿíèåì) ñóùåñòâóåò ñâîáîäíîýíåðãåòè÷åñêèé
áàðüåð. Òàêèì îáðàçîì, â îòëè÷èå îò ñèíòåòè÷åñêèõ ïî-
ëèìåðîâ ï å ð â è ÷ í à ÿ ñ ò ð ó ê ò ó ð à á å ë ê à ò à ê î â à,
÷ ò î î í à î á å ñ ï å ÷ è â à å ò ñ ó ù å ñ ò â î â à í è å ý í å ð ã å -
ò è ÷ å ñ ê î ã î á à ð ü å ð à ì å æ ä ó í à ò è â í û ì è ð à ç â å ð -
í ó ò û ì (è ë è ï ð î ì å æ ó ò î ÷ í û ì) ñ î ñ ò î ÿ í è ÿ ì è.
Â ð å ç ó ë ü ò à ò å ý ò î ò ï å ð å õ î ä ÿ â ë ÿ å ò ñ ÿ ô à ç î â û ì
ï å ð å õ î ä î ì ï å ð â î ã î ð î ä à è î ñ ó ù å ñ ò â ë ÿ å ò ñ ÿ
ï î ï ð è í ö è ï ó «â ñ å è ë è í è ÷ å ã î». Ýòî îáñòîÿòåëüñò-
âî ÷ðåçâû÷àéíî ñóùåñòâåííî äëÿ ïðàâèëüíîãî ôóíêöèî-
íèðîâàíèÿ áåëêîâ, òàê êàê òîëüêî ñóùåñòâîâàíèå ñâîáîä-
íîýíåðãåòè÷åñêîãî áàðüåðà ìåæäó íàòèâíûì è äåíàòóðè-
ðîâàííûìè ñîñòîÿíèÿìè áåëêà ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî âñå
ìîëåêóëû áåëêà â íàòèâíîì ñîñòîÿíèè èäåíòè÷íû. Óíè-
êàëüíàÿ ïåðâè÷íàÿ ñòðóêòóðà, îáåñïå÷èâàþùàÿ ñóùåñò-
âîâàíèå ýíåðãåòè÷åñêîãî áàðüåðà ìåæäó íàòèâíûì è äå-
íàòóðèðîâàííûìè ñîñòîÿíèÿìè, ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì
ýâîëþöèîííîãî îòáîðà.

Âåëè÷èíó ñâîáîäíîýíåðãåòè÷åñêîãî áàðüåðà ÄF# – U,
ðàçäåëÿþùåãî ñîñòîÿíèÿ N è U (ðèñ. 4), ìîæíî îïðåäå-
ëèòü, èçìåðèâ êîíñòàíòó ñêîðîñòè ïðîöåññà ñâîðà÷èâà-
íèÿ áåëêà kU – N:
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Çäåñü # — ïåðåõîäíîå ñîñòîÿíèå, kB — ïîñòîÿííàÿ Áîëü-
öìàíà, h — ïîñòîÿííàÿ Ïëàíêà; îñòàëüíûå âåëè÷èíû
áûëè îïðåäåëåíû âûøå. Ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå
ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî åñëè ïðîöåññ ñâîðà÷èâàíèÿ

áåëêà íå îñëîæíåí ïðîöåññàìè èçîìåðèçàöèè ïðîëèíî-
âûõ îñòàòêîâ, ðåîðãàíèçàöèåé S—S-ñâÿçåé è ò. ï., òî ïðè
ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ ïðîöåññ ñâîðà÷èâàíèÿ áåëêà
îñóùåñòâëÿåòñÿ áûñòðî, çà äîëè ñåêóíäû. Ýòî ñâèäåòåëü-
ñòâóåò î òîì, ÷òî ñâîáîäíîýíåðãåòè÷åñêèé áàðüåð íà
ïóòè ñâîðà÷èâàíèÿ áåëêà íåâûñîê. Ñâîðà÷èâàíèå áåëêà,
ò. å. ïåðåõîä èç ðàçâåðíóòîãî ñîñòîÿíèÿ, êîòîðîå ìîæåò
áûòü ðåàëèçîâàíî îãðîìíûì ÷èñëîì êîíôîðìàöèé áîêî-
âîé öåïè, â íàòèâíîå ñîñòîÿíèå, â êîòîðîì êîíôîðìàöèÿ
îñíîâíîé öåïè ñòðîãî äåòåðìèíèðîâàíà, ñâÿçàíî ñ îãðîì-
íûì óâåëè÷åíèåì ñâîáîäíîé ýíåðãèè çà ñ÷åò óìåíüøå-
íèÿ êîíôîðìàöèîííîé ýíòðîïèè îñíîâíîé öåïè. Ýòî
îçíà÷àåò, ÷òî ïðîöåññ U � N ìîæåò îñóùåñòâëÿòüñÿ áû-
ñòðî òîëüêî â òîì ñëó÷àå, åñëè ïîòåðÿ êîíôîðìàöèîííîé
ýíòðîïèè îñíîâíîé öåïè êîìïåíñèðóåòñÿ óìåíüøåíèåì
ñâîáîäíîé ýíåðãèè çà ñ÷åò âîçíèêíîâåíèÿ âíóòðèìîëå-
êóëÿðíûõ êîíòàêòîâ.

Êàê óæå áûëî ñêàçàíî âûøå, ìàêðîìîëåêóëå áåëêà, â
êàêîì áû ñòðóêòóðíîì ñîñòîÿíèè îíà íè íàõîäèëàñü (â
òîì ÷èñëå è íàòèâíîì), ïðèñóù îïðåäåëåííûé óðîâåíü
ñòðóêòóðíîé (ðàâíîâåñíîé) äèíàìèêè, îáóñëîâëåííûé
òåïëîâûì áðîóíîâñêèì äâèæåíèåì âõîäÿùèõ â ñîñòàâ
áåëêà àòîìîâ (Kay, 2005; Lange et al., 2005; Smith et al.,
2005). Ñóùåñòâóåò ïðåäñòàâëåíèå î òîì, ÷òî âíóòðèìî-
ëåêóëÿðíàÿ ïîäâèæíîñòü èãðàåò âàæíóþ ðîëü ïðè âû-
ïîëíåíèè áåëêîì åãî ôóíêöèè. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî çà
ñ÷åò òåïëîâîãî áðîóíîâñêîãî äâèæåíèÿ ÷àñòü ìàêðîìî-
ëåêóë ïðèíèìàåò êîíôîðìàöèþ, ïðè êîòîðîé âûïîëíå-
íèå áèîëîãè÷åñêîé ôóíêöèè (íàïðèìåð, âçàèìîäåéñòâèå
ôåðìåíòà ñ ñóáñòðàòîì, âçàèìîäåéñòâèå àíòèãåí—àíòè-
òåëî è ò. ä.) òåðìîäèíàìè÷åñêè áîëåå âûãîäíî ïî ñðàâíå-
íèþ ñ êîíôîðìàöèåé îñíîâíîãî ñîñòîÿíèÿ ìàêðîìîëå-
êóëû.

Ñòðóêòóðíàÿ äèíàìèêà, ñòàáèëüíîñòü è ôîëäèíã áåëêîâ 947

Ðèñ. 4. Ýíåðãåòè÷åñêàÿ ïîâåðõíîñòü, îïðåäåëÿþùàÿ ïóòè ñâîðà÷èâàíèÿ áåëêà â íàòèâíîå ñîñòîÿíèå.

Ïî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, ðàçâåðíóòîìó ñîñòîÿíèþ ïîëèïåïòèäíîé öåïè îòâå÷àåò øèðîêîå «õîëìèñòîå ïëàòî» ñâîáîäíîé ýíåðãèè, îòðàæàþ-
ùåå ðåàëèçàöèþ ýòîãî ñîñòîÿíèÿ îãðîìíûì ÷èñëîì êîíôîðìàöèé îñíîâíîé öåïè. Ïåðåõîä îò ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîãî ñîñòîÿíèÿ â íàòèâíîå ñîñòîÿ-
íèå, îòâå÷àþùåå ãëîáàëüíîìó ìèíèìóìó ñâîáîäíîé ýíåðãèè, ìîæåò îñóùåñòâëÿòüñÿ ðàçëè÷íûìè ïóòÿìè. Íàðÿäó ñ ãëîáàëüíûì ìèíèìóìîì ñâîáîä-
íîé ýíåðãèè âîçìîæíî ñóùåñòâîâàíèå ëîêàëüíûõ ìèíèìóìîâ ñâîáîäíîé ýíåðãèè, îòâå÷àþùèõ ñóùåñòâîâàíèþ ÷àñòè÷íî-ñâåðíóòûõ ïðîìåæóòî÷íûõ
ñîñòîÿíèé áåëêà. ×èñëî âîçìîæíûõ êîíôîðìàöèîííûõ ñîñòîÿíèé ïîëèïåïòèäíîé öåïè óìåíüøàåòñÿ ïî ìåðå ïðèáëèæåíèÿ ê íàòèâíîìó ñîñòîÿíèþ,
ïîýòîìó òàêóþ ýíåðãåòè÷åñêóþ ïîâåðõíîñòü ÷àñòî íàçûâàþò òàêæå «ýíåðãåòè÷åñêîé âîðîíêîé». Ïåðåõîä èç ðàçâåðíóòîãî â íàòèâíîå ñîñòîÿíèå òðåáó-
åò ïðåîäîëåíèÿ àêòèâàöèîííîãî áàðüåðà (ïåðåõîäíîå ñîñòîÿíèå), íàëè÷èå êîòîðîãî îáóñëîâëèâàåò êîîïåðàòèâíîñòü ïðîöåññîâ ñâîðà÷èâàíèÿ—ðàçâî-

ðà÷èâàíèÿ áåëêà.



Äëÿ îáúÿñíåíèÿ îäíîñòàäèéíîãî ñâîðà÷èâàíèÿ áåë-
êîâ áûëî ïðåäëîæåíî íåñêîëüêî ðàçíûõ ìîäåëåé, ðàçëè-
÷àþùèõñÿ â äåòàëÿõ, íî áëèçêèõ ïî ñâîåé ñóòè. Ïðåäïî-
ëàãàåòñÿ, ÷òî â ðåçóëüòàòå ôëóêòóàöèè îñíîâíîé öåïè
áåëêîâàÿ öåïü äîñòèãàåò òàêîãî ñîñòîÿíèÿ, â êîòîðîì
ïðèñóòñòâóåò îïðåäåëåííûé íàáîð íàòèâíûõ êîíòàêòîâ
ìåæäó îñòàòêàìè — êàê ñîñåäíèìè, òàê è äîñòàòî÷íî
óäàëåííûìè äðóã îò äðóãà ïî öåïè. Ïîñëå ôîðìèðîâàíèÿ
ÿäðà ñâîðà÷èâàíèÿ ïðîöåññ ôîëäèíãà áûñòðî ïðèõîäèò ê
çàâåðøåíèþ. ßäðîì ñâîðà÷èâàíèÿ ìîæåò ñòàòü, íàïðè-
ìåð, ó÷àñòîê á-ñïèðàëè, îáðàçóþùèéñÿ íà íà÷àëüíîì
ýòàïå ñâîðà÷èâàíèÿ áåëêà, èëè îáðàçîâàíèå íàòèâíûõ
êîíòàêòîâ ìåæäó íåïîëÿðíûìè ãðóïïàìè áîêîâûõ öå-
ïåé, ïðèâîäÿùåå â êîíå÷íîì èòîãå ê îáðàçîâàíèþ ãèäðî-
ôîáíîãî ÿäðà ìîëåêóëû. Êàê óæå áûëî ñêàçàíî âûøå, îá-
ðàçîâàíèå êîíòàêòîâ ìåæäó íåïîëÿðíûìè ãðóïïàìè áåë-
êà ñîïðîâîæäàåòñÿ âîçðàñòàíèåì ýíòðîïèè ðàñòâîðèòåëÿ,
êîòîðàÿ êîìïåíñèðóåò óìåíüøåíèå ýíòðîïèè, ñâÿçàííîå
ñ óìåíüøåíèåì ÷èñëà âîçìîæíûõ êîíôîðìàöèé îñíîâ-
íîé öåïè áåëêà ïðè åãî ñâîðà÷èâàíèè â ãëîáóëó. Ãèäðî-
ôîáíûå âçàèìîäåéñòâèÿ ÿâëÿþòñÿ îïðåäåëÿþùèìè â
ôîðìèðîâàíèè íàòèâíîé ãëîáóëÿðíîé ñòðóêòóðû ìàêðî-
ìîëåêóëû áåëêîâ.

Ñâîðà÷èâàíèå áåëêîâ ÷åðåç îáðàçîâàíèå
ïðîìåæóòî÷íûõ ñîñòîÿíèé

Íå âñå áåëêè ñâîðà÷èâàþòñÿ â íàòèâíîå ñîñòîÿíèå ïî
îäíîñòàäèéíîìó ìåõàíèçìó. Â íà÷àëå 1980-õ ãîäîâ áûëî
óñòàíîâëåíî, ÷òî ïåðåõîä èç íàòèâíîãî ñîñòîÿíèÿ â ïîë-
íîñòüþ ðàçâåðíóòîå äëÿ ðÿäà áåëêîâ îñóùåñòâëÿåòñÿ íå
ïî ïðèíöèïó «âñå èëè íè÷åãî», à ÷åðåç îáðàçîâàíèå òåð-
ìîäèíàìè÷åñêè ñòàáèëüíûõ ïðîìåæóòî÷íûõ ñîñòîÿíèé
(Dolgikh et al., 1981; Ãèëüìàíøèí è äð., 1982). Áûëî òàê-
æå ïîêàçàíî, ÷òî ðåíàòóðàöèÿ ìíîãèõ ãëîáóëÿðíûõ áåë-
êîâ èç ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîãî ñîñòîÿíèÿ ïðîèñõîäèò
÷åðåç ñòàäèþ íàêîïëåíèÿ êèíåòè÷åñêîãî èíòåðìåäèàòà
(Ptitsyn, 1995), ñâîéñòâà êîòîðîãî ñîâïàäàþò ñî ñâîéñò-
âàìè òåðìîäèíàìè÷åñêè ñòàáèëüíîãî ñîñòîÿíèÿ áåëêî-
âîé ìîëåêóëû, ïðîìåæóòî÷íîãî ìåæäó íàòèâíûì è ïîë-
íîñòüþ ðàçâåðíóòûì ñîñòîÿíèÿìè. Â ýòîì ñîñòîÿíèè
ìàêðîìîëåêóëà áåëêà ñîõðàíÿåò êîìïàêòíîñòü è âûðà-
æåííóþ âòîðè÷íóþ ñòðóêòóðó, ïðèñóùóþ íàòèâíîìó ñî-
ñòîÿíèþ, îäíàêî îòëè÷àåòñÿ îò íàòèâíîé ìîëåêóëû îò-
ñóòñòâèåì æåñòêîé óïàêîâêè áîêîâûõ öåïåé. Î. Á. Ïòè-
öûíûì áûëà âûäâèíóòà èäåÿ (ñì.: Ohgushi, Wada, 1983)
î òîì, ÷òî ýòî ñîñòîÿíèå áåëêà, íàçâàííîå ïî ñîâîêóïíî-
ñòè ïåðå÷èñëåííûõ âûøå ïðèçíàêîâ «ðàñïëàâëåííîé
ãëîáóëîé», ìîæåò èãðàòü óíèâåðñàëüíóþ ðîëü â ïðîöåñ-
ñå ñàìîîðãàíèçàöèè áåëêîâîé ìîëåêóëû.

Èäåÿ î ñóùåñòâîâàíèè óíèâåðñàëüíîãî òåðìîäèíà-
ìè÷åñêè ñòàáèëüíîãî èíòåðìåäèàòà òèïà ðàñïëàâëåííîé
ãëîáóëû îêàçàëàñü èñêëþ÷èòåëüíî ïëîäîòâîðíîé è íà
äëèòåëüíîå âðåìÿ îïðåäåëèëà íàïðàâëåíèå íàó÷íûõ èñ-
ñëåäîâàíèé ìíîãèõ âåäóùèõ ëàáîðàòîðèé ìèðà. Èíòåðåñ
èññëåäîâàòåëåé ê èçó÷åíèþ áåëêîâ â ñîñòîÿíèè ðàñïëàâ-
ëåííîé ãëîáóëû åùå áîëåå âîçðîñ â ñâÿçè ñ ïîÿâëåíèåì
äàííûõ î òîì, ÷òî ýòî ñîñòîÿíèå, âîçìîæíî, ÿâëÿåòñÿ îä-
íîé èç îñíîâíûõ ôîðì ñóùåñòâîâàíèÿ ìàêðîìîëåêóë
áåëêîâ â êëåòêå è îáåñïå÷èâàåò ðÿä ñóùåñòâåííûõ âíóò-
ðèêëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ, òàêèõ êàê óçíàâàíèå áåëêîâ øà-
ïåðîíàìè, ïðîíèêíîâåíèå áåëêîâ ÷åðåç ìåìáðàíû, äèñ-
ñîöèàöèÿ ëèãàíäîâ è ò. ä. (ñì., íàïðèìåð: Bychkova, Ptit-
syn, 1993).

Â ïîñëåäóþùåì âûÿñíèëîñü, ÷òî íàðÿäó ñ ñîñòîÿíè-
åì òèïà ðàñïëàâëåííîé ãëîáóëû âîçìîæíû è äðóãèå äå-
íàòóðèðîâàííûå ÷àñòè÷íî ñâåðíóòûå ñîñòîÿíèÿ áåëêà,
íàïðèìåð ïðåäøåñòâåííèê ðàñïëàâëåííîé ãëîáóëû
(Uversky, 1993; Uversky, Ptitsyn, 1996) èëè âûñîêî-
ñòðóêòóðèðîâàííàÿ ðàñïëàâëåííàÿ ãëîáóëà (Dobson,
1992). Âî ìíîãèõ ñëó÷àÿõ áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ïåðå-
õîä â ïðîìåæóòî÷íîå ñîñòîÿíèå ñîïðîâîæäàåòñÿ àãðåãà-
öèåé èëè ñïåöèôè÷åñêîé àññîöèàöèåé (Fink, 1998), ÷òî
ñîâåðøåííî èñêëþ÷àëîñü â ìîäåëè «ðàñïëàâëåííîé ãëî-
áóëû».

Ìîäåëü ýíåðãåòè÷åñêîé âîðîíêè

Ñîãëàñíî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, ïåðåõîä îò
ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîãî ñîñòîÿíèÿ â óíèêàëüíîå íàòèâ-
íîå ñîñòîÿíèå ìîæåò îñóùåñòâëÿòüñÿ ðàçëè÷íûìè ïóòÿ-
ìè, êîòîðûå îïðåäåëÿþòñÿ ýíåðãåòè÷åñêîé ïîâåðõíî-
ñòüþ, ò. å. çàâèñèìîñòüþ ñâîáîäíîé ýíåðãèè ìàêðîìîëå-
êóëû áåëêà îò âñåõ êîîðäèíàò, îïðåäåëÿþùèõ ñîñòîÿíèå
ñèñòåìû (ìîäåëü «ýíåðãåòè÷åñêèõ ïîâåðõíîñòåé»; Din-
ner et al., 2000). Â ðàìêàõ ýòîé ìîäåëè ðàçâåðíóòîìó ñî-
ñòîÿíèþ ïîëèïåïòèäíîé öåïè îòâå÷àåò øèðîêîå «õîëìè-
ñòîå ïëàòî» ñâîáîäíîé ýíåðãèè, îòðàæàþùåå ðåàëèçà-
öèþ ýòîãî ñîñòîÿíèÿ îãðîìíûì ÷èñëîì êîíôîðìàöèé
îñíîâíîé öåïè. Âîçâûøåííîñòè íà ïëàòî îòðàæàþò ñó-
ùåñòâîâàíèå çàïðåùåííûõ êîíôîðìàöèé (ðèñ. 4). Ïåðå-
õîä îò ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîãî ñîñòîÿíèÿ â óíèêàëüíîå
íàòèâíîå ñîñòîÿíèå ìîæåò îñóùåñòâëÿòüñÿ ðàçëè÷íûìè
ïóòÿìè. ×èñëî âîçìîæíûõ êîíôîðìàöèîííûõ ñîñòîÿíèé
ïîëèïåïòèäíîé öåïè óìåíüøàåòñÿ ïî ìåðå ïðèáëèæåíèÿ
ê íàòèâíîìó ñîñòîÿíèþ, ïîýòîìó òàêóþ ýíåðãåòè÷åñêóþ
ïîâåðõíîñòü ÷àñòî íàçûâàþò òàêæå «ýíåðãåòè÷åñêîé âî-
ðîíêîé». Ñîâïàäåíèå äåíàòóðàöèîííûõ êðèâûõ, ïîëó-
÷åííûõ ïóòåì èçìåðåíèÿ ðàçëè÷íûõ ôèçè÷åñêèõ õàðàê-
òåðèñòèê áåëêà, ÿâëÿåòñÿ ýêñïåðèìåíòàëüíûì ñâèäåòåëü-
ñòâîì òîãî, ÷òî ïåðåõîä ìåæäó ýòèìè ñîñòîÿíèÿìè
îñóùåñòâëÿåòñÿ ïî ïðèíöèïó «âñå èëè íè÷åãî». Ýòî
îçíà÷àåò, ÷òî ïëàòî îòäåëåíî îò âõîäà â âîðîíêó ñâîáîä-
íîýíåðãåòè÷åñêèì áàðüåðîì, îòâå÷àþùèì ïåðåõîäíîìó
ñîñòîÿíèþ #.

Ïåðåõîäíîå ñîñòîÿíèå è ÿäðî ñâîðà÷èâàíèÿ

Èçó÷åíèå ïåðåõîäíîãî ñîñòîÿíèÿ — êëþ÷åâîé ìî-
ìåíò â èçó÷åíèè ïðîöåññà ôîëäèíãà. Âåëè÷èíà áàðüåðà
ìåæäó íàòèâíûì è äåíàòóðèðîâàííûì ñîñòîÿíèÿìè ìî-
æåò áûòü îïðåäåëåíà èç ýêñïåðèìåíòîâ ïî èçó÷åíèþ êè-
íåòèêè ñâîðà÷èâàíèÿ.

Äëÿ òîãî ÷òîáû îïðåäåëèòü ñòðóêòóðó ïåðåõîäíîãî
ñîñòîÿíèÿ, ò. å. âûÿâèòü òå àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè,
âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó êîòîðûìè ïðîèñõîäèò íà ðàííèõ
ñòàäèÿõ ñâîðà÷èâàíèÿ áåëêà, À. Ôåðøò ïðåäëîæèë èñïîëü-
çîâàòü èçó÷åíèå êèíåòèêè ñâîðà÷èâàíèÿ ðàçëè÷íûõ ìó-
òàíòíûõ ôîðì áåëêà (ñì., íàïðèìåð: Matouschek et al.,
1989, 1990; Fersht, 1998). Òî÷å÷íàÿ ìóòàöèÿ â áåëêå ìî-
æåò ïðèâîäèòü ê èçìåíåíèþ ñòàáèëüíîñòè íàòèâíîãî
áåëêà è ñêîðîñòè ñâîðà÷èâàíèÿ. Ðàçëè÷èå ñòàáèëüíîñòè
íàòèâíîãî ñîñòîÿíèÿ áåëêà äèêîãî òèïà è ìóòàíòà ÄÄFN – U

ìîæåò áûòü îïðåäåëåíî íà îñíîâàíèè èçìåðåíèÿ äåíàòó-
ðàöèîííûõ êðèâûõ ýòèõ äâóõ áåëêîâ. Ïóòåì èçìåðå-
íèÿ êîíñòàíò ñêîðîñòåé îáðàçîâàíèÿ íàòèâíîãî ñîñòîÿ-
íèÿ áåëêà äèêîãî òèïà è ìóòàíòà ìîæåò áûòü îïðåäåëåíà
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ðàçíîñòü ñâîáîäíûõ ýíåðãèé ýòèõ áåëêîâ â ïåðåõîäíîì
ñîñòîÿíèè ÄÄF# – U (ðèñ. 3). Âåëè÷èíà îòíîøåíèÿ Ö# =
= ÄÄF# – U/ÄÄFN – U ÿâëÿåòñÿ ìåðîé ó÷àñòèÿ ýòîãî îñòàòêà
â ôîðìèðîâàíèè ñòðóêòóðû ïåðåõîäíîãî ñîñòîÿíèÿ. Âå-
ëè÷èíà Ö# ðàâíà åäèíèöå â òîì ñëó÷àå, åñëè êîíòàêòû
ýòîé àìèíîêèñëîòû, îïðåäåëÿþùèå èçìåíåíèå ñòàáèëü-
íîñòè áåëêà â íàòèâíîì ñîñòîÿíèè, âîçíèêëè óæå â ïåðå-
õîäíîì ñîñòîÿíèè. Ýòî ãîâîðèò î òîì, ÷òî äàííàÿ àìèíî-
êèñëîòà âõîäèò â ÿäðî ñâîðà÷èâàíèÿ. Äðóãîé êðàéíèé
ñëó÷àé — âåëè÷èíà Ö# ðàâíà íóëþ. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò
î òîì, ÷òî êîíòàêòû äàííîé àìèíîêèñëîòû, âëèÿþùèå íà
ñòàáèëüíîñòü íàòèâíîãî áåëêà, âîçíèêàþò íà ïîñëåäíåì
ýòàïå ñâîðà÷èâàíèÿ ïîñëå ïðåîäîëåíèÿ ìîëåêóëîé ñâî-
áîäíîýíåðãåòè÷åñêîãî áàðüåðà, îòâå÷àþùåãî ïåðåõîäíî-
ìó ñîñòîÿíèþ.

Ðàçâåðíóòîå ñîñòîÿíèå áåëêà

Ñòðóêòóðà áåëêîâ â ðàçâåðíóòîì ñîñòîÿíèè âðÿä ëè
äàæå îòäàëåííî íàïîìèíàåò ñòðóêòóðó ñòàòèñòè÷åñêîãî
êëóáêà, õàðàêòåðíîãî äëÿ ëèíåéíûõ ïîëèìåðîâ â «õîðî-
øåì» ðàñòâîðèòåëå. Áåëîê ïðèîáðåòàåò ñòðóêòóðó, áëèç-
êóþ ê ñòðóêòóðå ñòàòèñòè÷åñêîãî êëóáêà, ëèøü â ðàñòâî-
ðàõ ñ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì äåíàòóðàíòîâ, òàêèõ êàê ìî-
÷åâèíà èëè ãóàíèäèíãèäðîõëîðèä. Èìåþòñÿ, îäíàêî,
äàííûå î òîì, ÷òî äàæå ïðè âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ìî-
÷åâèíû (8 Ì) ìàêðîìîëåêóëû íåêîòîðûõ áåëêîâ ñîõðà-
íÿþò ýëåìåíòû ñòðóêòóðû, ïðèñóùèå íàòèâíîìó ñîñòîÿ-
íèþ (Shortle, Ackerman, 2001). Òàêèì îáðàçîì, ñîñòîÿíèå
U äîñòàòî÷íî êîìïàêòíî, è ÷èñëî êîíôîðìàöèé îñíîâ-
íîé öåïè, ñ ïîìîùüþ êîòîðûõ îíî ìîæåò áûòü ðåàëèçî-
âàíî, çíà÷èòåëüíî ìåíüøå ÷èñëà âñåõ âîçìîæíûõ êîí-
ôîðìàöèé îñíîâíîé öåïè.

Íàòèâíîå ñîñòîÿíèå — îòâå÷àåò ëè îíî
ãëîáàëüíîìó ìèíèìóìó ñâîáîäíîé ýíåðãèè?

Â òîì ñëó÷àå, åñëè íà ñêëîíàõ âîðîíêè íåò ãëóáîêèõ
ìèíèìóìîâ, ìîëåêóëà ïîñëå ïðåîäîëåíèÿ ñâîáîäíîýíåð-
ãåòè÷åñêîãî áàðüåðà áûñòðî äîñòèãàåò íàòèâíîãî ñîñòîÿ-
íèÿ. Ñêîðåå âñåãî, ìèíèìóì ñâîáîäíîé ýíåðãèè, îòâå-
÷àþùåé íàòèâíîìó ñîñòîÿíèþ, â êîòîðîå áåëîê ñâîðà-
÷èâàåòñÿ íàèáîëåå áûñòðî, ÿâëÿåòñÿ îäíîâðåìåííî è
àáñîëþòíûì ìèíèìóìîì ñâîáîäíîé ýíåðãèè. Ìîäåëü
ýíåðãåòè÷åñêîé âîðîíêè ïîçâîëÿåò, îäíàêî, ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî íàòèâíîå ñîñòîÿíèå íå îáÿçàòåëüíî îòâå÷àåò
àáñîëþòíîìó ìèíèìóìó ñâîáîäíîé ýíåðãèè, à ÿâëÿåòñÿ
ñîñòîÿíèåì, îòâå÷àþùèì ìèíèìóìó ñâîáîäíîé ýíåðãèè,
êîòîðûé äîñòèãàåòñÿ ñêîðåéøèì îáðàçîì. Âîçìîæíî, ñó-
ùåñòâóåò åùå îäèí áîëåå ãëóáîêèé èëè áëèçêèé ïî âåëè-
÷èíå ñâîáîäíîé ýíåðãèè ìèíèìóì, îòäåëåííûé îò íà-
òèâíîãî ñîñòîÿíèÿ ñâîáîäíîýíåðãåòè÷åñêèì áàðüåðîì.
Â ýòîì ñëó÷àå ìîëåêóëà áûñòðî ñâîðà÷èâàåòñÿ â íàòèâ-
íîå ñîñòîÿíèå, à ïîòîì ìåäëåííî ïåðåõîäèò â íåïðàâèëü-
íî ñâåðíóòîå ñîñòîÿíèå, îòâå÷àþùåå ýòîìó áîëåå ãëóáî-
êîìó, èëè ãëîáàëüíîìó, ìèíèìóìó. Ñêîðîñòü ïåðåõîäà â
ýòî íåïðàâèëüíî ñâåðíóòîå ñîñòîÿíèå çàâèñèò îò ñâîáîä-
íîýíåðãåòè÷åñêîãî áàðüåðà, îòäåëÿþùåãî åãî îò íàòèâ-
íîãî ñîñòîÿíèÿ. Ïðèìåðàìè áåëêîâ, äëÿ êîòîðûõ òàêàÿ
ñèòóàöèÿ ðåàëèçóåòñÿ, ÿâëÿþòñÿ èíãèáèòîðû ñåðèíîâûõ
ïðîòåàç — ñåðïèíû.

Ýíåðãåòè÷åñêèå ïîâåðõíîñòè ñâîðà÷èâàíèÿ ïðèîíîâ,
ïî-âèäèìîìó, òàêæå èìåþò äâà áëèçêèõ ïî âåëè÷èíå ìè-

íèìóìà ñâîáîäíîé ýíåðãèè. Â íàòèâíîì ñîñòîÿíèè ïðè-
îíû ÿâëÿþòñÿ áåëêàìè ñ âûðàæåííîé á-ñïèðàëüíîé âòî-
ðè÷íîé ñòðóêòóðîé. Âòîðîìó ìèíèìóìó ñâîáîäíîé
ýíåðãèè îòâå÷àåò ñîñòîÿíèå ñ â-ñêëàä÷àòîé âòîðè÷íîé
ñòðóêòóðîé. Áåëîê â ýòîì ñîñòîÿíèè ñêëîíåí ê àãðåãàöèè
ñ îáðàçîâàíèåì àìèëîèäíûõ ôèáðèëë. Â îáû÷íûõ óñëî-
âèÿõ òàêèå íåïðàâèëüíî ñâåðíóòûå ìîëåêóëû áåëêà ëèê-
âèäèðóþòñÿ çàùèòíûìè ñèñòåìàìè êëåòêè. Ïðèâíåñåíèå
ýòîãî áåëêà èçâíå èíèöèèðóåò ïðîöåññ ïðåâðàùåíèÿ
á-ôîðìû áåëêà â â-ôîðìó (ðèñ. 5), ÷òî ñòàíîâèòñÿ ïðè÷è-
íîé ðàçâèòèÿ èíôåêöèîííîé ãóá÷àòîé ýíöåôàëîïàòèè —
áîëåçíè «êîðîâüåãî áåøåíñòâà» (Zahn, 1999). Ñóùåñòâó-
åò ðÿä äðóãèõ òÿæêèõ çàáîëåâàíèé (êîòîðûå èíîãäà íà-
çûâàþò êîíôîðìàöèîííûìè áîëåçíÿìè), òàêèõ êàê áî-
ëåçíè Àëüöãåéìåðà, Ïàðêèíñîíà è ò. ä., òàêæå ñâÿçàííûõ
ñ íàðóøåíèåì ïðàâèëüíîãî ôîëäèíãà áåëêîâ è âîçíèêíî-
âåíèåì àìèëîèäíûõ ôèáðèëë (Harper, Lansbury, 1997;
Carrell, Gooptu, 1998; Fink, 1998; Uversky et al., 1999). Áî-
ëåçíè ýòè íàèáîëåå ÷àñòî âñòðå÷àþòñÿ ó ëþäåé ïðåêëîí-
íîãî âîçðàñòà, êîãäà çàùèòíûå ñèñòåìû êëåòîê è îðãà-
íèçìà â öåëîì íå ñïðàâëÿþòñÿ ñ ôóíêöèåé ëèêâèäàöèè
íåïðàâèëüíî ñâåðíóòûõ áåëêîâ.

Ðîëü ïðîìåæóòî÷íûõ ñîñòîÿíèé
â îáðàçîâàíèè àãðåãèðîâàííûõ ôîðì áåëêîâ

Ïðè íàëè÷èè íà ñêëîíàõ âîðîíêè ãëóáîêèõ ëîêàëü-
íûõ ìèíèìóìîâ ìîãóò îáðàçîâûâàòüñÿ ïðîìåæóòî÷íûå
ñîñòîÿíèÿ. Ñîîòíîøåíèå äîëè ìîëåêóë, íàõîäÿùèõñÿ â
íàòèâíîì è ïðîìåæóòî÷íîì ñîñòîÿíèÿõ â óñëîâèÿõ ðàâ-
íîâåñèÿ, îïðåäåëÿåòñÿ ðàçíîñòüþ èõ ñâîáîäíûõ ýíåðãèé,
ñêîðîñòü äîñòèæåíèÿ ðàâíîâåñèÿ — âåëè÷èíîé ñâîáîä-
íîýíåðãåòè÷åñêîãî áàðüåðà, îòäåëÿþùåãî ýòè ñîñòîÿíèÿ.

Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü ïðåäñòàâëåíèþ î òîì, ÷òî
ïðîìåæóòî÷íîå ñîñòîÿíèå, ÿâëÿÿñü âåõîé íà ïóòè ñâîðà-
÷èâàíèÿ, ìîæåò ñîäåðæàòü òîëüêî íàòèâîïîäîáíûå
ñòðóêòóðû, ìîäåëü ýíåðãåòè÷åñêîé ïîâåðõíîñòè ïîçâî-
ëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ìîãóò ñóùåñòâîâàòü ïðîìåæó-
òî÷íûå ñîñòîÿíèÿ, èìåþùèå ýëåìåíòû ñòðóêòóðû, íå
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Ðèñ. 5. Ñõåìà, èëëþñòðèðóþùàÿ ïåðåõîä ïðèîííîãî áåëêà,
èìåþùåãî ïðåèìóùåñòâåííî á-ñïèðàëüíóþ ñòðóêòóðó, â ñîñòî-

ÿíèå àìèëîèäíûõ ôèáðèëë.

Â íàòèâíîì ñîñòîÿíèè ïðèîíû ÿâëÿþòñÿ ìîíîìåðíûìè áåëêàìè ñ âûðà-
æåííîé á-ñïèðàëüíîé âòîðè÷íîé ñòðóêòóðîé. Âòîðîìó ìèíèìóìó ñâî-
áîäíîé ýíåðãèè îòâå÷àåò ñîñòîÿíèå ñ â-ñêëàä÷àòîé âòîðè÷íîé ñòðóêòó-
ðîé. Áåëîê â ýòîì ñîñòîÿíèè ñêëîíåí ê àãðåãàöèè ñ îáðàçîâàíèåì àìèëî-
èäíûõ ôèáðèëë. Â îáû÷íûõ óñëîâèÿõ òàêèå íåïðàâèëüíî ñâåðíóòûå
ìîëåêóëû áåëêà ëèêâèäèðóþòñÿ çàùèòíûìè ñèñòåìàìè êëåòêè. Ïðèâíå-
ñåííûé èçâíå ïðèîííûé áåëîê ñ â-ñêëàä÷àòîé âòîðè÷íîé ñòðóêòóðîé ìî-
æåò ñòàòü çàðîäûøåì àãðåãàöèè, äåëàþùåé ïðîöåññ ïðåâðàùåíèÿ á-ôîð-
ìû áåëêà â â-ôîðìó íåîáðàòèìûì. Ýòî è ñòàíîâèòñÿ ïðè÷èíîé ðàçâèòèÿ
èíôåêöèîííîé ãóá÷àòîé ýíöåôàëîïàòèè — áîëåçíè «êîðîâüåãî áåøåí-

ñòâà» (ïî: Zahn, 1999, ñ ìîäèôèêàöèÿìè).



ïðèñóòñòâóþùèå â íàòèâíîì áåëêå. Âîçíèêíîâåíèå òà-
êèõ ïðîìåæóòî÷íûõ ñîñòîÿíèé ìîæåò èíèöèèðîâàòü àñ-
ñîöèàöèþ èëè àãðåãàöèþ ìàêðîìîëåêóë. Â íåêîòîðûõ
ñëó÷àÿõ ýòè àãðåãàòû ìîãóò èìåòü àìîðôíûé õàðàêòåð, â
äðóãèõ — âîçíèêàþò îáîãàùåííûå â-ñòðóêòóðîé àìèëî-
èäíûå ôèáðèëëû. Èññëåäîâàíèÿ ñòðóêòóðû è ïóòåé îá-
ðàçîâàíèÿ äåíàòóðèðîâàííûõ ÷àñòè÷íî ñâåðíóòûõ àãðå-
ãèðîâàííûõ (àññîöèèðîâàííûõ) ôîðì áåëêîâ âàæíû íå
òîëüêî äëÿ ðåøåíèÿ ôóíäàìåíòàëüíîé ïðîáëåìû ôîë-
äèíãà áåëêà, íî èìåþò òàêæå ñóùåñòâåííîå ïðàêòè÷å-
ñêîå çíà÷åíèå äëÿ ìåäèöèíû (âûÿñíåíèå ïðè÷èí çàáîëå-
âàíèé, ñâÿçàííûõ ñ íàðóøåíèåì ôîëäèíãà áåëêîâ: Har-
per, Lansbury, 1997; Carrell, Gooptu, 1998; Fink, 1998;
Uversky et al., 1999; Selkoe, 2003) è áèîòåõíîëîãèè (àíà-
ëèç ïðè÷èí âîçíèêíîâåíèÿ íåïðàâèëüíî ñâåðíóòûõ àãðå-
ãèðîâàííûõ ôîðì ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ è èõ àêêóìó-
ëÿöèè â òåëàõ âêëþ÷åíèÿ: Wetzel, 1994; Speed et al., 1996;
Fink, 1998).

Â ñâÿçè ñ ïðàêòè÷åñêîé çíà÷èìîñòüþ äëÿ ìåäèöèíû
âûÿñíåíèå ôàêòîðîâ, ñïîñîáñòâóþùèõ îáðàçîâàíèþ
àìèëîèäíûõ ôèáðèëë, à òàêæå èçó÷åíèå ñòðóêòóðû áåë-
êîâ â ýòîì ñîñòîÿíèè ÿâëÿþòñÿ â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðåä-
ìåòîì èíòåíñèâíûõ èññëåäîâàíèé. Óñòàíîâëåíî, ÷òî
àìèëîèäíûå ôèáðèëëû ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ èìåþò
ñõîäíóþ ìîðôîëîãèþ. Îíè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé äëèí-
íûå íåðàçâåòâëåííûå ñòðóêòóðû äèàìåòðîì íåñêîëüêî
íàíîìåòðîâ, îáðàçîâàííûå ïåðåâèòûìè ìåæäó ñîáîé
ïðîòîôèáðèëëàìè, â êîòîðûõ â-ñëîè îðèåíòèðîâàíû
ïåðïåíäèêóëÿðíî îñè ôèáðèëëû (Dobson, 2003; Dumou-
lin, Dobson, 2004). Äëÿ âñå áîëüøåãî ÷èñëà áåëêîâ óäàåò-
ñÿ ïîäîáðàòü óñëîâèÿ, ïðè êîòîðûõ òàêèå ñòðóêòóðû âîç-
íèêàþò (Goers et al., 2002). Îáû÷íî àìèëîèäíûå ôèáðèë-
ëû îáðàçóþòñÿ ïðè èíêóáàöèè áåëêîâ, íàõîäÿùèõñÿ â
ïðîìåæóòî÷íûõ ñîñòîÿíèÿõ, ïðè ïîâûøåííîé òåìïåðà-
òóðå è èíòåíñèâíîì ïåðåìåøèâàíèè. Ýòî îáóñëîâëåíî,
ïî-âèäèìîìó, òåì, ÷òî äëÿ ýòèõ áåëêîâ íàðÿäó ñ ìèíèìó-
ìîì ñâîáîäíîé ýíåðãèè, îòâå÷àþùèì ïðîìåæóòî÷íîìó
ñîñòîÿíèþ, èìååòñÿ åùå îäèí, äîñòàòî÷íî ãëóáîêèé ìè-
íèìóì ñâîáîäíîé ýíåðãèè, îòâå÷àþùèé â-ôîðìå áåëêà.
Â ýòîì ñîñòîÿíèè áåëêè ñêëîííû ê àãðåãàöèè ñ îáðàçîâà-
íèåì àìèëîèäíûõ ôèáðèëë. Ïåðåõîä èç ïðîìåæóòî÷íîãî
ñîñòîÿíèÿ â â-ôîðìó ïðè íèçêîé òåìïåðàòóðå ïðîèñõî-
äèò î÷åíü ìåäëåííî, ïîñêîëüêó îí òðåáóåò ïðåîäîëåíèÿ
çíà÷èòåëüíîãî àêòèâàöèîííîãî áàðüåðà, ðàçäåëÿþùåãî
ýòè ñîñòîÿíèÿ áåëêà. Ñêîðîñòü ýòîãî ïðîöåññà ñóùåñò-
âåííî âîçðàñòàåò ïðè èíêóáàöèè áåëêà ïðè ïîâûøåííîé
òåìïåðàòóðå. Ââèäó òîãî ÷òî ïðîöåññ àãðåãàöèè â-ôîðìû
áåëêà ñîïðîâîæäàåòñÿ çíà÷èòåëüíûì ñíèæåíèåì ñâîáîä-
íîé ýíåðãèè è ÿâëÿåòñÿ íåîáðàòèìûì, ýòîò ïðîöåññ ìî-
æåò îñóùåñòâëÿòüñÿ äàæå â òîì ñëó÷àå, åñëè ìîíîìåð
áåëêà â â-ôîðìå èìååò áîëåå âûñîêèé óðîâåíü ñâîáîä-
íîé ýíåðãèè, ÷åì òîò æå áåëîê â ïðîìåæóòî÷íîì ñîñòîÿ-
íèè, èç êîòîðîãî ýòà ôîðìà âîçíèêàåò.

Òàêèì îáðàçîì, ýêñïåðèìåíòàëüíûå ðåçóëüòàòû, ïî-
ëó÷åííûå in vitro, ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïåðâè÷íàÿ
ñòðóêòóðà íåñåò èíôîðìàöèþ î ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóê-
òóðå ìàêðîìîëåêóëû è ïóòÿõ åå äîñòèæåíèÿ. Êðîìå òîãî,
îíà îáåñïå÷èâàåò ñóùåñòâîâàíèå ñâîáîäíîýíåðãåòè÷å-
ñêîãî áàðüåðà ìåæäó ðàçâåðíóòûì è íàòèâíûì ñîñòîÿíè-
ÿìè áåëêà, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ïåðåõîä U—N îñóùåñòâëÿ-
åòñÿ êàê ôàçîâûé ïåðåõîä ïåðâîãî ðîäà. Íåñìîòðÿ íà
îãðîìíîå ÷èñëî ýêñïåðèìåíòàëüíûõ è òåîðåòè÷åñêèõ ðà-
áîò ïî èçó÷åíèþ ïðîöåññîâ ñâîðà÷èâàíèÿ—ðàçâîðà÷èâà-
íèÿ áåëêîâ, âîïðîñ î òîì, êàêèì îáðàçîì â ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ çàêîäèðîâàíà èíôîð-

ìàöèÿ î ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðå áåëêà, îñòàåòñÿ íå-
ðåøåííûì.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ êëþ÷åâûì âîïðîñîì ÿâëÿåòñÿ âû-
ÿñíåíèå ñòðóêòóðû ÿäðà ñâîðà÷èâàíèÿ, ÷òî òðåáóåò âû-
ïîëíåíèÿ ÷ðåçâû÷àéíî òðóäîåìêèõ ýêñïåðèìåíòîâ ñ ïðè-
âëå÷åíèåì ìåòîäîâ ãåííîé èíæåíåðèè äëÿ ïîëó÷åíèÿ
ìóòàíòíûõ ôîðì áåëêà è ôèçèêî-õèìè÷åñêîãî èññëåäî-
âàíèÿ êèíåòèêè ïðîöåññîâ èõ ñâîðà÷èâàíèÿ—ðàçâîðà÷è-
âàíèÿ. Áîëüøèíñòâî ðàáîò âûïîëíåíî íà íåáîëüøèõ îä-
íîäîìåííûõ áåëêàõ. Çíà÷èòåëüíî ìåíåå èññëåäîâàíû
ïðîöåññû ôîëäèíãà ìóëüòèäîìåííûõ ãëîáóëÿðíûõ è âî-
äîíåðàñòâîðèìûõ ìåìáðàííûõ áåëêîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 04-04-49622 è 04-04-49290), ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà
ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ» è INTAS
(ãðàíò 01-2347).
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STRUCTURAL DYNAMICS, STABILITY AND FOLDING OF PROTEINS
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The present concepts of protein folding in vitro are reviewed. According to these concepts, amino acid se-
quence of protein, which has appeared a result of evolutionary selection, determines the native structure of pro-
tein, the pathway of protein folding, and the existence of free energy barrier between native and denatured states
of protein. The latter means that protein macromolecule can exist in either native or denatured state. And all
macromolecules in the native state are identical but for structural fluctuations due to Brownian motion of their
atoms. Identity of all molecules in native state is of primary importance for their correct functioning. The depen-
dence of protein stability, which is measured as the difference between free energy of protein in native and dena-
tured states, on temperature and denaturant concentration is discussed. The modern approaches characterizing
transition state and nucleation are regarded. The role of intermediate and misfolded states in amorphous aggre-
gate and amyloid fibril formation is discussed.

K e y w o r d s: protein folding, equilibrium protein dynamics, intermediate states, transition state, folding
nucleus, amyloid fibril, protein stability.
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