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Íà ïðèìåðå àêòèíà, á-ëàêòàëüáóìèíà è èíñóëèíà ïîêàçàíî, ÷òî îáðàçîâàíèå àìîðôíûõ àãðåãàòîâ
áåëêîâ è àìèëîèäíûõ ôèáðèëë ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ æåñòêîñòè ìèêðîîêðóæåíèÿ òðèïòîôàíîâûõ è
òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ è ïîÿâëåíèþ òðèïòîôàíîâîé (òèðîçèíîâîé) ôîñôîðåñöåíöèè ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå (ÔÊÒ). Ìåòîä, îñíîâàííûé íà ðåãèñòðàöèè ÔÊÒ, èñïîëüçîâàí äëÿ èçó÷åíèÿ ìåäëåííîé âíóòðè-
ìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè íàòèâíîãî (G- è F-ôîðìû) è èíàêòèâèðîâàííîãî (I) àêòèíà èç ìûøö êðîëèêà è
êèíåòèêè åå èçìåíåíèÿ â ïðîöåññå ðàçâîðà÷èâàíèÿ áåëêà ïîä äåéñòâèåì ãóàíèäèíãèäðîõëîðèäà
(GdnHCl). Ñ èñïîëüçîâàíèåì ýòîãî ìåòîäà ïîäòâåðæäåí ðàíåå ñäåëàííûé âûâîä î òîì, ÷òî îáðàçîâàíèþ
èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà ïðåäøåñòâóåò âîçíèêíîâåíèå ñóùåñòâåííî ðàçâåðíóòîãî êèíåòè÷åñêîãî èí-
òåðìåäèàòà áåëêà. Ïîêàçàíî, ÷òî ýòîò êèíåòè÷åñêèé èíòåðìåäèàò àêòèíà íå ôîñôîðåñöèðóåò ïðè êîìíàò-
íîé òåìïåðàòóðå, è ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î âûñîêîé ëàáèëüíîñòè ñòðóêòóðû áåëêà. Ñèìáàòíîå âîçðàñòà-
íèå èíòåãðàëüíîé èíòåíñèâíîñòè (îòíîñèòåëüíîãî êâàíòîâîãî âûõîäà) è ñðåäíåãî âðåìåíè çàòóõàíèÿ
ÔÊÒ â ïðîöåññå ïðåâðàùåíèÿ àêòèíà èç ñóùåñòâåííî ðàçâåðíóòîãî ñîñòîÿíèÿ (U*) â I ñâèäåòåëüñòâóåò î
òîì, ÷òî ýòîò ïðîöåññ îñóùåñòâëÿåòñÿ ïóòåì ïîñòåïåííîãî íàðàùèâàíèÿ ìàññû îáðàçóþùåãîñÿ àññîöèà-
òà (U* � I1 ··· � In� ···� I15), ñîïðîâîæäàþùåãîñÿ óâåëè÷åíèåì æåñòêîñòè áåëêîâîé ñòðóêòóðû. Ïîêà-
çàíî, ÷òî ñêîðîñòü îáðàçîâàíèÿ èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà, ïðåäñòàâëÿþùåãî ñîáîé ìîíîäèñïåðñíûé àñ-
ñîöèàò, ñîñòîÿùèé èç 15 ìàêðîìîëåêóë áåëêà, âîçðàñòàåò ñ óâåëè÷åíèåì êîíöåíòðàöèè áåëêà. Óñòàíîâ-
ëåíî, ÷òî ïåðåõîä àêòèíà â èíàêòèâèðîâàííîå ñîñòîÿíèå íåçàâèñèìî îò ñïîñîáà èíàêòèâàöèè (1—2 Ì
GdnHCl èëè 3.0—3.5 Ì ìî÷åâèíû, îòùåïëåíèå Ca2+, èíêóáàöèÿ ïðè 70 °Ñ, ðåôîëäèíã èç ïîëíîñòüþ ðàç-
âåðíóòîãî ñîñòîÿíèÿ ïóòåì äèàëèçà èç ðàñòâîðà 8 Ì ìî÷åâèíû èëè 6 Ì GdnHCl) ñîïðîâîæäàåòñÿ çíà÷è-
òåëüíûì âîçðàñòàíèåì êàê èíòåãðàëüíîé èíòåíñèâíîñòè, òàê è ñðåäíåãî âðåìåíè çàòóõàíèÿ ÔÊÒ, ÷òî
ñâèäåòåëüñòâóåò î æåñòêîñòè ñòðóêòóðû èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà. Óñòàíîâëåíà çàâèñèìîñòü ðàçëè÷-
íûõ õàðàêòåðèñòèê ÔÊÒ èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà îò ñîäåðæàíèÿ GdnHCl â ðàñòâîðå. Ïîêàçàíî, ÷òî
âðåìÿ çàòóõàíèÿ ÔÊÒ èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà íå çàâèñèò îò êîíöåíòðàöèè GdnHCl â èíòåðâàëå îò 0
äî 4 Ì. Íà ïðèìåðå èíñóëèíà è á-ëàêòàëüáóìèíà ïîêàçàíî, ÷òî ìåòîä ÔÊÒ ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí äëÿ
èçó÷åíèÿ ôèáðèëëîãåíåçà è èññëåäîâàíèÿ àìèëîèäíûõ ôèáðèëë.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ôîñôîðåñöåíöèÿ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, àìèëîèäíûå ôèáðèëëû, àêòèí,
ôîëäèíã áåëêîâ, á-ëàêòàëüáóìèí, èíñóëèí.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÔÊÒ — ôîñôîðåñöåíöèÿ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, GdnHCl — ãóà-
íèäèíãèäðîõëîðèä, ÊÄ — êðóãîâîé äèõðîèçì.

Âîïðîñ î òîì, êàê áåëêè ñâîðà÷èâàþòñÿ â óíèêàëüíîå
êîìïàêòíîå, âûñîêîîðãàíèçîâàííîå, ôóíêöèîíàëüíî àê-
òèâíîå ñîñòîÿíèå, ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç öåíòðàëüíûõ âî-
ïðîñîâ ôèçèêî-õèìè÷åñêîé è êëåòî÷íîé áèîëîãèè. Òðà-
äèöèîííûì ïîäõîäîì ê ðåøåíèþ ýòîé ïðîáëåìû ÿâëÿåò-
ñÿ èçó÷åíèå ïðîöåññîâ ñâîðà÷èâàíèÿ—ðàçâîðà÷èâàíèÿ
áåëêîâ è ñâîéñòâ âîçíèêàþùèõ ïðè ýòîì ïðîìåæóòî÷-
íûõ ÷àñòè÷íî ñâåðíóòûõ è íåïðàâèëüíî ñâåðíóòûõ ñî-
ñòîÿíèé. Ñâîðà÷èâàíèå—ðàçâîðà÷èâàíèå áåëêîâ ÷àñòî
ñîïðîâîæäàåòñÿ àãðåãàöèåé èëè àññîöèàöèåé ÷àñòè÷íî
ñâåðíóòûõ ïðîìåæóòî÷íûõ ñîñòîÿíèé, à â íåêîòîðûõ
ñëó÷àÿõ âîçíèêíîâåíèåì àìèëîèäíûõ ôèáðèëë (Ñarrell,

Gooptu, 1998; Fink, 1998; Herrmann, Aebi, 1998). Â íàñòî-
ÿùåå âðåìÿ äëÿ âñå áîëüøåãî ÷èñëà áåëêîâ óäàåòñÿ ïîäî-
áðàòü óñëîâèÿ, ïðè êîòîðûõ áåëîê ïåðåõîäèò â ýòî
ñòðóêòóðíîå ñîñòîÿíèå in vitro.

Èññëåäîâàíèå ïðîöåññîâ àãðåãàöèè (àññîöèàöèè)
áåëêîâ è ôèáðèëëîãåíåçà èìååò íå òîëüêî ôóíäàìåí-
òàëüíîå çíà÷åíèå äëÿ ðåøåíèÿ ïðîáëåìû ôîëäèíãà áåë-
êîâ, íî òàêæå è áîëüøîå ïðàêòè÷åñêîå çíà÷åíèå äëÿ ìå-
äèöèíû (â ñâÿçè ñ ñóùåñòâîâàíèåì òàê íàçûâàåìûõ êîí-
ôîðìàöèîííûõ áîëåçíåé, ñâÿçàííûõ ñ íàðóøåíèåì
ôîëäèíãà áåëêà (Harper, Lansbury 1997; Kelly, 1997; Car-
rell, Gooptu, 1998; Fink, 1998; Hashimoto, Masliah, 1999;
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Koo et al., 1999; Uversky et al., 1999a, 1999b)) è áèîòåõ-
íîëîãèè (â ñâÿçè ñ âîçíèêíîâåíèåì íåïðàâèëüíî ñâåðíó-
òûõ àãðåãèðîâàííûõ ôîðì ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ è íà-
êîïëåíèåì èõ â òåëàõ âêëþ÷åíèÿ (Wetzel, 1994; Fink,
1998)). Íàêîïëåíèå àìèëîèäíûõ ôèáðèëë in vivo ïðèâî-
äèò ê ðàçâèòèþ ðÿäà òÿæêèõ çàáîëåâàíèé, òàêèõ êàê íåé-
ðîäåãåíåðàòèâíûå çàáîëåâàíèÿ Àëüöãåéìåðà è Ïàðêèí-
ñîíà, êàòàðàêòà, çëîêà÷åñòâåííàÿ ìèåëîìà, ïðèîííûå áî-
ëåçíè è äð. (Harper, Lansbury, 1997; Kelly, 1997; Carrell,
Gooptu, 1998; Fink, 1998; Hashimoto, Masliah, 1999; Koo
et al., 1999; Uversky et al., 1999a). Ïåðñïåêòèâíûì ìåòî-
äè÷åñêèì ïîäõîäîì äëÿ èçó÷åíèÿ àìîðôíûõ àãðåãàòîâ è
àìèëîèäíûõ ôèáðèëë ìîæåò ñòàòü èçìåðåíèå èíòåãðàëü-
íîé èíòåíñèâíîñòè (îòíîñèòåëüíîãî êâàíòîâîãî âûõîäà)
è âðåìåíè çàòóõàíèÿ ÔÊÒ åñòåñòâåííûõ õðîìîôîðîâ
áåëêà — òðèïòîôàíîâûõ è òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ.

Îñíîâíûì ìåõàíèçìîì òóøåíèÿ ôîñôîðåñöåíöèè â
ñðåäå, íå ñîäåðæàùåé êèñëîðîäà, ÿâëÿåòñÿ äåçàêòèâàöèÿ
âîçáóæäåííûõ òðèïëåòíûõ ñîñòîÿíèé â ðåçóëüòàòå íå-
ïëàíàðíîé äåôîðìàöèè ñòðóêòóðû õðîìîôîðà ïðè ñîó-
äàðåíèè ñ ìîëåêóëàìè îêðóæàþùåé ñðåäû. Ïîýòîìó
ôîñôîðåñöåíöèþ îáû÷íî íàáëþäàþò â æåñòêèõ ìàòðè-
öàõ ïðè íèçêîé òåìïåðàòóðå. Â òî æå âðåìÿ óñòàíîâëåíî,
÷òî áîëüøèíñòâî áåëêîâ â ðàñòâîðå íå ôîñôîðåñöèðóåò
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå (Mazhul et al., 1983). Ýòî
îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî â ýòèõ óñëîâèÿõ íå äîñòèãàåòñÿ íå-
îáõîäèìîé äëÿ âîçíèêíîâåíèÿ ÔÊÒ æåñòêîñòè ìèêðîîê-
ðóæåíèÿ òðèïòîôàíîâûõ (òèðîçèíîâûõ) îñòàòêîâ. ÔÊÒ
áåëêîâ â ìèëëèñåêóíäíîì è ñåêóíäíîì äèàïàçîíàõ èìå-
åò ìåñòî â òåõ ñëó÷àÿõ, êîãäà èõ õðîìîôîðû íàõîäÿòñÿ â
ìèêðîîêðóæåíèè ñ âûñîêîé æåñòêîñòüþ. Âîçðàñòàíèå
âíóòðèìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè óñèëèâàåò áåçûçëó÷à-
òåëüíóþ äåçàêòèâàöèþ òðèïëåòíûõ ñîñòîÿíèé, îáóñëîâ-
ëåííóþ íåïëàíàðíîé äåôîðìàöèåé èíäîëüíîãî (Trp) è
ôåíîëüíîãî (Tyr) êîëåö çà ñ÷åò èõ ñîóäàðåíèé ñ îêðóæà-
þùèìè êîíñòðóêöèîííûìè ýëåìåíòàìè ãëîáóëû.

Âûðàæåííàÿ çàâèñèìîñòü çíà÷åíèé êâàíòîâîãî âûõî-
äà è âðåìåíè çàòóõàíèÿ ôîñôîðåñöåíöèè îò ìîëåêóëÿð-
íîé ïîäâèæíîñòè îêðóæåíèÿ õðîìîôîðîâ è ñîîòâåòñòâèå
âðåìåí çàòóõàíèÿ ÔÊÒ õàðàêòåðíûì âðåìåíàì íèçêî÷àñ-
òîòíûõ ôëóêòóàöèé ñòðóêòóðû ìàêðîìîëåêóë áåëêîâ ïî-
çâîëÿþò èñïîëüçîâàòü ÔÊÒ äëÿ èçó÷åíèÿ âíóòðèìîëåêó-
ëÿðíîé ïîäâèæíîñòè áåëêîâ, â òîì ÷èñëå äëÿ èçó÷åíèÿ
ìåäëåííîé âíóòðèìîëåêóëÿðíîé ïîäâèæíîñòè ìèëëèñå-
êóíäíîãî è ñåêóíäíîãî äèàïàçîíîâ. Ìû ïðåäïîëîæèëè,
÷òî àãðåãàöèÿ áåëêîâ èëè èõ ïåðåõîä â ñîñòîÿíèå àìèëî-
èäíûõ ôèáðèëë ìîæåò ïðèâîäèòü ê ñóùåñòâåííîìó óâå-
ëè÷åíèþ æåñòêîñòè ìèêðîîêðóæåíèÿ òðèïòîôàíîâûõ è
òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ è âîçíèêíîâåíèþ ÔÊÒ. Â ÷àñòíî-
ñòè, áûëî ñäåëàíî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî èíàêòèâè-
ðîâàííûé àêòèí äîëæåí ôîñôîðåñöèðîâàòü ïðè êîìíàò-
íîé òåìïåðàòóðå.

Âïåðâûå èíàêòèâèðîâàííûé àêòèí áûë îõàðàêòåðè-
çîâàí â ðàáîòå Ëåðåðà è Êåðâåðà (Lehrer, Kerwar, 1972),
êîòîðûå ïîêàçàëè, ÷òî îòùåïëåíèå êàòèîíà êàëüöèÿ ïðè-
âîäèò ê íåîáðàòèìîìó ïåðåõîäó àêòèíà â äåíàòóðèðî-
âàííîå ñîñòîÿíèå, â êîòîðîì àêòèí íå ñïîñîáåí ê ïîëè-
ìåðèçàöèè. Ýòî ñîñòîÿíèå áåëêà ïîëó÷èëî íàçâàíèå
èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà. Ïîçäíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
ïåðåõîä àêòèíà â èíàêòèâèðîâàííîå ñîñòîÿíèå ïðîèñ-
õîäèò íå òîëüêî ïðè îòùåïëåíèè èîíà Ca2+, íî è ïîä äåé-
ñòâèåì ïîâûøåííûõ òåìïåðàòóð (60—70 °Ñ), óìåðåí-
íûõ êîíöåíòðàöèé ìî÷åâèíû (3.0—3.5 Ì) èëè GdnHCl
(0.8—2.0 Ì), ïðè äèàëèçå èç 8 Ì ìî÷åâèíû èëè 6 Ì
GdnHCl è äàæå ñïîíòàííî ïðè äëèòåëüíîì õðàíåíèè

(Nagy, Jencks, 1962; Lehrer, Kerwar, 1972; Nagy, Strzelec-
ka-Golaszewska, 1972; Strzelecka-Golaszewska et al., 1974;
Contaxis et al., 1977; Kuznetsova et al., 1988; Bertazzon
et al., 1990; Le Bihan, Gicquaud, 1993; Turoverov et al.,
1999; Schuler et al., 2000). Èíàêòèâèðîâàííûé àêòèí
ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé òåðìîäèíàìè÷åñêè ñòàáèëüíûé ìî-
íîäèñïåðñíûé àññîöèàò, ñîñòîÿùèé èç 15 ìîíîìåðîâ
(Kuznetsova et al., 1999a). Ñâîéñòâà èíàêòèâèðîâàííîãî
àêòèíà íå çàâèñÿò îò òîãî, êàêèì îáðàçîì îí áûë ïîëó÷åí
(Kuznetsova et al., 1999b, Turoverov et al., 1999). Îñîáåí-
íîñòüþ ñòðóêòóðû èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà ÿâëÿåòñÿ
çíà÷èòåëüíîå îãðàíè÷åíèå íàíîñåêóíäíîé âíóòðèìîëå-
êóëÿðíîé ïîäâèæíîñòè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ ïî
ñðàâíåíèþ ñ èõ ïîäâèæíîñòüþ â G-àêòèíå (äàííûå òðèï-
òîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè), à òàêæå ïîäâèæíîñòè ìèê-
ðîîêðóæåíèÿ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ (äàííûå èçìåðå-
íèÿ ÊÄ â áëèæíåé ÓÔ-îáëàñòè ñïåêòðà) (Kuznetsova
et al., 1999b, Turoverov et al., 1999).

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ óñòàíîâëåíî, ÷òî èíàêòèâèðîâàí-
íûé àêòèí íå ÿâëÿåòñÿ ïðîìåæóòî÷íûì ñîñòîÿíèåì ìåæ-
äó íàòèâíûì è ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòûì ñîñòîÿíèÿìè
(Turoverov et al., 2002). Íà îñíîâàíèè äàííûõ, ïîëó÷åí-
íûõ ìåòîäîì òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè è ÊÄ, áûë
ñäåëàí âûâîä î òîì, ÷òî íàòèâíûé G-àêòèí (N) ïåðåõî-
äèò â èíàêòèâèðîâàíîå ñîñòîÿíèå (I) íå íåïîñðåäñòâåí-
íî, à ÷åðåç ïðîìåæóòî÷íóþ ñòàäèþ, õàðàêòåðèçóþùóþñÿ
îáðàçîâàíèåì ñóùåñòâåííî ðàçâåðíóòîãî êèíåòè÷åñêîãî
èíòåðìåäèàòà áåëêà (Kuznetsova et al., 2002). Â îòëè÷èå
îò ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîãî ñîñòîÿíèÿ àêòèí â ñóùåñò-
âåííî ðàçâåðíóòîì ñîñòîÿíèè (U*) cîõðàíÿåò âòîðè÷íóþ
ñòðóêòóðó. Ñîñòîÿíèå U* âîçíèêàåò íå òîëüêî íà ïóòè
äåíàòóðàöèè íàòèâíîãî áåëêà, íî è ïðè ðåôîëäèíãå èç
ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîãî ñîñòîÿíèÿ (U) (Kuznetsova et al.,
2002).

Cïåêòðàëüíûå è êèíåòè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè òðèï-
òîôàíîâîé ôîñôîðåñöåíöèè G- è F-àêòèíà â ðàñòâîðå
ïðè íèçêèõ è êîìíàòíîé òåìïåðàòóðàõ áûëè îõàðàêòåðè-
çîâàíû ðàíåå (Horie, Vanderkooi, 1982; Strambini, Lehrer,
1991). Îäíàêî ìåòîä ÔÊÒ íå èñïîëüçîâàëñÿ äëÿ èçó÷å-
íèÿ èçìåíåíèÿ ìåäëåííîé âíóòðèìîëåêóëÿðíîé ïîäâèæ-
íîñòè àêòèíà ïðè äåíàòóðàöèè. Ñâåäåíèÿ î ñïîñîáíîñòè
àìèëîèäíûõ ôèáðèëë áåëêîâ ê ÔÊÒ â ëèòåðàòóðå îòñóò-
ñòâóþò.

Çàäà÷åé íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâèëîñü èçó÷åíèå ÔÊÒ
àìèëîèäíûõ ôèáðèëë èíñóëèíà è á-ëàêòàëüáóìèíà, à
òàêæå èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà è èñïîëüçîâàíèå ýòîãî
ìåòîäà äëÿ ðåãèñòðàöèè îáðàçîâàíèÿ èíàêòèâèðîâàííîãî
àêòèíà ïðè äåíàòóðàöèè àêòèíà GdnHCl.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ï ð å ï à ð à ò û. Àêòèí èç ñêåëåòíûõ ìûøö êðîëèêà
áûë ïîëó÷åí ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîöåäóðû ïîëèìåðèçà-
öèè—äåïîëèìåðèöèè (Pardee, Spudich, 1982). Ðàñòâîðû
àêòèíà â G-áóôåðå (0.2 ìÌ ÀÒÔ, 0.1 ìÌ ÑaCl2, 0.4 ìÌ
â-ìåðêàïòîýòàíîëà è 5 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 8.2) õðàíèëè íà
ëüäó è èñïîëüçîâàëè â òå÷åíèå 1 íåä. Êðîìå òîãî, èñïîëü-
çîâàëè ïðåïàðàòû á-ëàêòàëüáóìèíà êîðîâû è èíñóëèíà
ôèðìû Sigma (CØÀ) áåç äîïîëíèòåëüíîé î÷èñòêè. Ïðè
èññëåäîâàíèè õàðàêòåðèñòèê ÔÊÒ èñïîëüçîâàëè ðàñòâî-
ðû áåëêîâ ñ êîíöåíòðàöèåé 0.8—2.5 ìã/ìë. Íàòèâíîñòü
ïðåïàðàòîâ àêòèíà è á-ëàêòàëüáóìèíà õàðàêòåðèçîâàëè ñ
ïîìîùüþ ïàðàìåòðà A = (I320/I365)297, ãäå I320 è I365 — èí-
òåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ïðè äëèíàõ âîëí ðåãèñòðà-

Ôîñôîðåñöåíöèÿ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå àìîðôíûõ àãðåãàòîâ 979



öèè 320 è 365 íì ñîîòâåòñòâåííî è âîçáóæäåíèÿ 297 íì
(Turoverov, 1976). Èñïîëüçîâàëè ïðåïàðàòû àêòèíà ñ ïà-
ðàìåòðîì À íå íèæå 2.56, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ñîäåðæà-
íèþ èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà íå áîëåå 2 % (Turoverov
et al., 1976).

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ àìèëîèäíûõ ôèáðèëë èíñóëèíà è êî-
ðîâüåãî á-ëàêòàëüáóìèíà ãîòîâèëè ðàñòâîðû ýòèõ áåëêîâ
(2—10 ìã/ìë) â 20%-íîé óêñóñíîé êèñëîòå è 0.1 í. HCl
ñîîòâåòñòâåííî (ðÍ 2.0) â ïðèñóòñòâèè 100 ìÌ NaCl
(Goers et al., 2002). Ðàñòâîðû èíêóáèðîâàëè â ñòåêëÿí-
íûõ ôëàêîíàõ ïðè 37 °Ñ è èíòåíñèâíîì ïåðåìåøèâàíèè.
Îáðàçîâàíèå àìèëîèäíûõ ôèáðèëë êîíòðîëèðîâàëè ïî
ôëóîðåñöåíöèè òèîôëàâèíà T (LeVine, 1999; Âîðîïàé è
äð., 2003). Äëÿ ýòîãî ê 390 ìêë ðàñòâîðà òèîôëàâèíà Ò
(1.0 ìêÌ) â 20 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 7.7, â ïðèñóòñòâèè
150 ìÌ NaCl äîáàâëÿëè 10 ìêë ôèáðèëë. Ôëóîðåñöåí-
öèþ òèîôëàâèíà Ò âîçáóæäàëè ïðè äëèíå âîëíû 435 íì,
ðåãèñòðèðîâàëè ïðè 475 íì.

Èíàêòèâàöèþ àêòèíà ïðîâîäèëè ïóòåì ñìåøèâàíèÿ
áåëêà â áóôåðíîì ðàñòâîðå ñ ðàñòâîðîì GdnHCl â íåîá-
õîäèìûõ ïðîïîðöèÿõ, ñ òåì ÷òîáû êîíå÷íûå êîíöåíòðà-
öèè áåëêà ñîñòàâëÿëè îò 0.8 äî 2.5 ìã/ìë, à êîíöåíòðàöèè
GdnHCl îò 0.5 äî 1.8 Ì. Êîíöåíòðàöèþ GdnHCl â ðàñòâî-
ðàõ êîíòðîëèðîâàëè ïî ïîêàçàòåëþ ïðåëîìëåíèÿ ñ ïî-
ìîùüþ ðåôðàêòîìåòðà Abbe (ËÎÌÎ, Ðîññèÿ). Óäàëåíèå
êèñëîðîäà èç ðàñòâîðîâ áåëêà îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ
ñóëüôèòà íàòðèÿ â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 50 ìÌ (Gon-
nelli, Strambini, 1993; Ìàæóëü è äð., 1999). Âðåìÿ èíêó-
áàöèè ñ ñóëüôèòîì íàòðèÿ, ïðåäøåñòâóþùåå íà÷àëó èç-
ìåðåíèé, ñîñòàâëÿëî 7 ìèí. Îñòàòî÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ
êèñëîðîäà â îáðàçöàõ íå ïðåâûøàëà 1 íÌ. Âñå èçìåðå-
íèÿ ïðîâåäåíû ïðè 20 °Ñ.

Êèíåòèêó çàòóõàíèÿ ÔÊÒ èññëåäóåìûõ îáðàçöîâ ðå-
ãèñòðèðîâàëè ïðè 20 °Ñ ñ ïîìîùüþ àâòîìàòèçèðîâàííî-
ãî âûñîêî÷óâñòâèòåëüíîãî óñòðîéñòâà ñ ìîíîõðîìàòîðà-
ìè â êàíàëàõ âîçáóæäåíèÿ è ðåãèñòðàöèè (Mazhul’,
Shcherbin, 1997; Ìàæóëü, Ùåðáèí, 1998). Âðåìÿ ðàçðå-
øåíèÿ ôîñôîðîñêîïà ñîñòàâëÿëî 1 ìñ. Âîçáóæäåíèå
ôîñôîðåñöåíöèè ïðîâîäèëè ïðè äëèíå âîëíû 297 íì.
Ðåãèñòðàöèþ êèíåòèêè çàòóõàíèÿ ôîñôîðåñöåíöèè îñó-
ùåñòâëÿëè ïðè äëèíå âîëíû 445 íì. C ïîìîùüþ âõîäÿ-
ùåãî â ñîñòàâ óñòðîéñòâà ïåðñîíàëüíîãî êîìïüþòåðà
ïðîâîäèëè íàêîïëåíèå ðåçóëüòàòîâ èçìåðåíèé è àíàëèç
êèíåòè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ ôîñôîðåñöåíöèè. ÔÊÒ àêòèíà
èçìåðÿëè â êâàðöåâîé êþâåòå ñ äëèíîé îïòè÷åñêîãî ïóòè
2 ìì.

Êèíåòèêó çàòóõàíèÿ ÔÊÒ àêòèíà àíàëèçèðîâàëè â
äâóõýêñïîíåíöèàëüíîì ïðèáëèæåíèè ïî ìåòîäó íàè-
ìåíüøèõ êâàäðàòîâ ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Fotobio, ðàç-
ðàáîòàííîé Îòäåëîì ñèñòåìíîãî àíàëèçà Áåëîðóññêîãî
ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà (Ìèíñê):

I(t)/I0 = á1 exp(–t/ô1) + á2 exp(–t/ô2), (1)

ãäå I(t) — èíòåíñèâíîñòü ôîñôîðåñöåíöèè, I0 — èíòåí-
ñèâíîñòü ôîñôîðåñöåíöèè â íà÷àëüíûé ìîìåíò âðåìåíè,
ô1 — âðåìÿ æèçíè áûñòðîé êîìïîíåíòû, ô2 — âðåìÿ æèç-
íè ìåäëåííîé êîìïîíåíòû, á1 è á2 — àìïëèòóäû ñîîòâåò-
ñòâåííî áûñòðîé è ìåäëåííîé êîìïîíåíò (á1 + á2 = 1).

Äëÿ îöåíêè àäåêâàòíîñòè âûáðàííîé ìîäåëè ýêñïå-
ðèìåíòàëüíûì äàííûì èñïîëüçîâàëè êðèòåðèé ÷2, à òàê-
æå õàðàêòåð âðåìåíí �îé çàâèñèìîñòè ñðåäíåâçâåøåííûõ
îñòàòêîâ (ðàçíîñòè ìåæäó èçìåðåííûìè çíà÷åíèÿìè
ôóíêöèè çàòóõàíèÿ è åå âîññòàíîâëåííûìè çíà÷åíèÿìè)
è àâòîêîððåëÿöèîííîé ôóíêöèè îñòàòêîâ.

Èíòåãðàëüíóþ èíòåíñèâíîñòü ôîñôîðåñöåíöèè (Ièíò.)
ðàññ÷èòûâàëè êàê ïëîùàäü ïîä êðèâîé êèíåòèêè çàòóõà-
íèÿ ïî ôîðìóëå
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Ñðåäíåâçâåøåííîå âðåìÿ æèçíè ôîñôîðåñöåíöèè �ô�
ðàññ÷èòûâàëè íà îñíîâàíèè ñîîòíîøåíèÿ
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Âñå ïðåäñòàâëåííûå ðåçóëüòàòû ÿâëÿþòñÿ ñðåäíèìè
çíà÷åíèÿìè ïÿòè íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ è áîëåå.

Ðåçóëüòàòû

Çàðåãèñòðèðîâàííûå íàìè ñïåêòðû ÔÊÒ íàòèâíîãî
G- è F-àêòèíà è èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà èìåþò ìàêñè-
ìóìû ïðè äëèíàõ âîëí 417, 445 è 470 íì ñîîòâåòñòâåííî
è íå ðàçëè÷àþòñÿ ìåæäó ñîáîé ïî ôîðìå (ðèñ. 1).

Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíà êèíåòèêà çàòóõàíèÿ ÔÊÒ íà-
òèâíîãî è èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà. Êèíåòèêà çàòóõà-
íèÿ òðèïòîôàíîâîé ÔÊÒ G-, F- è èíàêòèâèðîâàííîãî àê-
òèíà óäîâëåòâîðèòåëüíî îïèñûâàåòñÿ ñóììîé äâóõ ýêñ-
ïîíåíò. Çíà÷åíèÿ ðàçëè÷íûõ ïàðàìåòðîâ ÔÊÒ (ô1, ô2, �ô�,
á1, S1) äëÿ G-, F- è èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà ïðèâåäåíû
â òàáë. 1. Ñëåäóåò îáðàòèòü âíèìàíèå íà õîðîøåå ñîâïà-
äåíèå çíà÷åíèé âðåìåí æèçíè áûñòðîé è ìåäëåííîé êîì-
ïîíåíò ÔÊÒ è èõ âêëàäîâ äëÿ G- è F-àêòèíà ñ äàííûìè,
ïîëó÷åííûìè Ñòðàìáèíè è Ëåðåðîì (Strambini, Lehrer,
1991). Ïðè ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà áûñòðàÿ êîìïîíåíòà
òðèïòîôàíîâîé ÔÊÒ íå èçìåíÿåòñÿ, à çíà÷åíèå ìåäëåí-
íîé êîìïîíåíòû è åå âêëàä â ñóììàðíóþ ôîñôîðåñöåí-
öèþ óâåëè÷èâàþòñÿ (òàáë. 1). Îêàçàëîñü, ÷òî äëÿ èíàê-
òèâèðîâàííîãî àêòèíà âðåìÿ æèçíè ÔÊÒ ñóùåñòâåííî
áîëüøå, ÷åì äëÿ íàòèâíîãî àêòèíà, âíå çàâèñèìîñòè îò
ñïîñîáà èíàêòèâàöèè. Ïðè ýòîì óâåëè÷èâàþòñÿ êàê ô1,
òàê è ô2. Êðîìå òîãî, èçìåíÿþòñÿ âêëàäû ýòèõ êîìïîíåíò
â ñóììàðíóþ ôîñôîðåñöåíöèþ. Â îòëè÷èå îò G- è F-àê-
òèíà â èíàêòèâèðîâàííîì àêòèíå áîëüøèé âêëàä â ôîñ-
ôîðåñöåíöèþ äàåò ìåäëåííàÿ êîìïîíåíòà.

Íà ðèñ. 3 ïðåäñòàâëåíû êèíåòè÷åñêèå çàâèñèìîñòè
�ô� è Ièíò. ÔÊÒ ðàñòâîðîâ àêòèíà ðàçëè÷íîé êîíöåíòðà-
öèè ïðè èíêóáàöèè â 1.8 Ì GdnHCl. Â íàøèõ ýêñïåðè-
ìåíòàõ íà÷àëî ôîñôîðåñöåíòíûõ èçìåðåíèé ëèìèòèðî-
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âàëîñü «ìåðòâûì âðåìåíåì», íåîáõîäèìûì äëÿ óäàëåíèÿ
èç ðàñòâîðà òóøèòåëÿ ôîñôîðåñöåíöèè — êèñëîðîäà, êî-
òîðîå ñîñòàâëÿëî ïðèáëèçèòåëüíî 7 ìèí. Áûëî óñòàíîâ-
ëåíî, ÷òî ïðè êîíöåíòðàöèè áåëêà 0.8 ìã/ìë â 1-þ ìèí
ïîñëå íà÷àëà èçìåðåíèé ÔÊÒ àêòèíà íå ðåãèñòðèðóåòñÿ.
Çàòåì ïîÿâëÿëàñü ñëàáàÿ ïî èíòåíñèâíîñòè ÔÊÒ. Ïðè
äàëüíåéøåé èíêóáàöèè àêòèíà â ðàñòâîðå GdnHCl çíà÷å-
íèÿ �ô� è Ièíò. ÔÊÒ óâåëè÷èâàëèñü âî âðåìåíè è äîñòèãà-
ëè ìàêñèìóìà ïðèáëèçèòåëüíî ÷åðåç 70 ìèí (ðèñ. 3).
Ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè àêòèíà äî 1.0—2.5 ìã/ìë
ÔÊÒ ðåãèñòðèðîâàëàñü ñðàçó æå ïîñëå îêîí÷àíèÿ ïðîöå-
äóðû óäàëåíèÿ êèñëîðîäà èç ðàñòâîðà, ò. å. ÷åðåç 7 ìèí
ïîñëå íà÷àëà èíêóáàöèè ñ GdnHCl, è ìàêñèìàëüíûé óðî-
âåíü çíà÷åíèé �ô� è Ièíò. äîñòèãàëñÿ çíà÷èòåëüíî áûñòðåå.
Ïîñëå äîñòèæåíèÿ ìàêñèìàëüíûõ çíà÷åíèé âåëè÷èíû
�ô� è Ièíò. ÔÊÒ àêòèíà ñîõðàíÿëè ïîñòîÿíñòâî. Îêàçàëîñü,
÷òî ìàêñèìàëüíûå çíà÷åíèÿ �ô� ÔÊÒ íå çàâèñÿò, à âåëè-

÷èíû Ièíò. çàâèñÿò îò êîíöåíòðàöèè àêòèíà, èíêóáèðóåìî-
ãî â 1.8 Ì GdnHCl.

Îêàçàëîñü, ÷òî âðåìÿ äîñòèæåíèÿ ìàêñèìàëüíûõ çíà-
÷åíèé �ô� è Ièíò. ÔÊÒ ñóùåñòâåííî çàâèñèò îò êîíöåíòðà-
öèè GdnHCl. Íà ðèñ. 4 ïðåäñòàâëåíû çàâèñèìîñòè �ô� è
Ièíò. ÔÊÒ àêòèíà îäèíàêîâîé êîíöåíòðàöèè (1 ìã/ìë) ïðè
èíêóáàöèè â ðàñòâîðàõ GdnHCl ðàçëè÷íîé êîíöåíòðàöèè.
Ïðè ìàëûõ êîíöåíòðàöèÿõ GdnHCl ìàêñèìàëüíàÿ âåëè÷è-
íà �ô� íå äîñòèãàåòñÿ äàæå ïðè èíêóáàöèè â òå÷åíèå 24 ÷.

Íà ðèñ. 5 ïðåäñòàâëåíû ñòàöèîíàðíûå çàâèñèìîñòè
õàðàêòåðèñòèê ÔÊÒ àêòèíà îò ñîäåðæàíèÿ GdnHCl â ðàñ-
òâîðå, ïîëó÷åííûå äëÿ íàòèâíîãî è ïðåäâàðèòåëüíî
èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà. Îêàçàëîñü, ÷òî â îáëàñòè
êîíöåíòðàöèé GdnHCl îò 0.8 äî 4.0 Ì âåëè÷èíû �ô�, á1 è
Ièíò. ÔÊÒ ðàñòâîðîâ èñõîäíî íàòèâíîãî è èñõîäíî èíàê-
òèâíîãî àêòèíà ñîâïàäàþò. Ïðè êîíöåíòðàöèè GdnHCl
îò 0 äî 0.8 Ì çíà÷åíèÿ âñåõ õàðàêòåðèñòèê ÔÊÒ äëÿ ðàñ-
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Ò à á ë è ö à 1

Õàðàêòåðèñòèêè ôîñôîðåñöåíöèè
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå G-, F- è èíàêòè

èðîâàííîãî àêòèíà

Àêòèí τ1, ìñ τ 2 , ìñ τ , ìñ α1 S1

G 13 200 57.7 0.98 0.76

F 13 230 89.7 0.97 0.65

I (óäàëåíèå Ca2+) 71 403 303 0.71 0.30

I (70 °C, 30 ìèí) 75 440 352 0.65 0.24

I (1.5 Ì GdnHCl, 20 ÷) 66 400 304 0.71 0.26

I (äèàëèç èç 6 Ì GdnHCl, 20 ÷) 72 420 331 0.67 0.26

I (4 Ì ìî÷åâèíû, 24 ÷) 65 390 311 0.66 0.25

Ï ð è ì å ÷ à í è å. I — èíàêòèâèðîâàííûé àêòèí. Âðåìåíà æèçíè (τ1,
τ 2) è ïðåäýêñïîíåíöèàëüíûå ìíîæèòåëè áûëè îïðåäåëåíû â áèýêñïîíåí-
öèàëüíîì ïðèáëèæåíèè. Âêëàäû (S1) è ñðåäíèå âðåìåíà æèçíè ôîñôîðåñ-
öåíöèè ( τ ) áûëè îïðåäåëåíû íà îñíîâå ñîîòíîøåíèé (3) è (4) ñîîòâåòñò-
âåííî.

Ðèñ. 1. Ñïåêòðû ôîñôîðåñöåíöèè àêòèíà ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå.

1—3 — ñïåêòðû G-, F- è èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà ñîîòâåòñòâåííî.
Èíàêòèâèðîâàííûé àêòèí áûë ïîëó÷åí ïóòåì èíêóáàöèè G-àêòèíà â ðàñ-
òâîðå 1.8 Ì GdnHCl â òå÷åíèå 24 ÷. Âñå ñïåêòðû ïðèâåäåíû ê åäèíèöå â
ìàêñèìóìå ïðè 445 íì. Êîíöåíòðàöèÿ áåëêà 1.5 ìã/ìë, ëâîçá. = 297 íì.

Ðèñ. 2. Êðèâûå çàòóõàíèÿ ôîñôîðåñöåíöèè àêòèíà.

à — çàòóõàíèå ÔÊÒ íàòèâíîãî àêòèíà (1) è àêòèíà, èíàêòèâèðîâàííîãî â 1.5 Ì GdnHCl (2); I — èíòåíñèâíîñòü ôîñôîðåñöåíöèè, I0 — èíòåíñèâíîñòü
ôîñôîðåñöåíöèè â íà÷àëüíûé ìîìåíò âðåìåíè. á — ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ (1) è ðàñ÷åòíàÿ (2) êðèâûå ÔÊÒ äëÿ íàòèâíîãî àêòèíà; 3 — ñðåäíåâçâåøåííûå

îòêëîíåíèÿ, 4 — àâòîêîððåëÿöèîííàÿ ôóíêöèÿ. Êîíöåíòðàöèÿ áåëêà 1.5 ìã/ìë, ëâîçá. = 297 íì, ëðåã. = 445 íì.



òâîðîâ èñõîäíî íàòèâíîãî è èñõîäíî èíàêòèâèðîâàííîãî
àêòèíà ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àþòñÿ. Â ýòîé îáëàñòè êîí-
öåíòðàöèé äåíàòóðàíòà êðèâàÿ äëÿ ðàñòâîðîâ èñõîäíî
íàòèâíîãî àêòèíà ÿâëÿåòñÿ êâàçèñòàöèîíàðíîé, òàê êàê
ïðè ìàëûõ êîíöåíòðàöèÿõ GdnHCl âåëè÷èíû ÔÊÒ àêòè-
íà íå äîñòèãàþò ìàêñèìàëüíûõ çíà÷åíèé äàæå ÷åðåç
24 ÷ èíêóáàöèè. Ïðè êîíöåíòðàöèÿõ GdnHCl áîëüøå 3 Ì
èíòåíñèâíîñòü ÔÊÒ ðàñòâîðîâ èñõîäíî íàòèâíîãî àêòè-
íà ñòàíîâèòñÿ íàñòîëüêî íèçêîé, ÷òî èçìåðåíèÿ îêàçûâà-
þòñÿ íåâîçìîæíûìè. Â òî æå âðåìÿ äëÿ ðàñòâîðîâ èñ-
õîäíî èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà âîçìîæíîñòü èçìåðå-
íèé õàðàêòåðèñòèê ÔÊÒ ñîõðàíÿåòñÿ äàæå ïîñëå èíêó-
áàöèè â òå÷åíèå 24 ÷ â 4 Ì GdnHCl.

Èçìåðåíà êèíåòèêà çàòóõàíèÿ òðèïòîôàíîâîé ÔÊÒ
á-ëàêòàëüáóìèíà â íàòèâíîì ñîñòîÿíèè è â ñîñòîÿíèè

982 Â. Ì. Ìàæóëü, Å. Ì. Çàéöåâà è äð.

Ðèñ. 3. Êèíåòèêà äåíàòóðàöèè àêòèíà ðàçëè÷íîé êîíöåíòðàöèè 1.8 Ì ãóàíèäèíãèäðîõëîðèäîì.

à — ñðåäíåå âðåìÿ æèçíè (�ô�) òðèïòîôàíîâîé ÔÊÒ; á — èíòåãðàëüíàÿ èíòåíñèâíîñòü (Ièíò.) òðèïòîôàíîâîé ÔÊÒ. Êðèâûå 2—6 — êîíöåíòðàöèè àêòè-
íà 0.8, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 ìã/ìë ñîîòâåòñòâåííî; êðèâàÿ 1 — íàòèâíûé àêòèí (0 Ì GdnHCl), êîíöåíòðàöèÿ 1.0 ìã/ìë. ëâîçá. = 297 íì, ëðåã. = 445 íì.

Ðèñ. 4. Êèíåòèêà äåíàòóðàöèè àêòèíà GdnHCl ðàçëè÷íîé êîíöåíòðàöèè.

à — èçìåíåíèå ñðåäíåãî âðåìåíè æèçíè òðèïòîôàíîâîé ÔÊÒ; á — èçìåíåíèå èíòåãðàëüíîé èíòåíñèâíîñòè òðèïòîôàíîâîé ÔÊÒ. 1—7 — êîíå÷íûå
êîíöåíòðàöèè GdnHCl 0, 0.5, 0.7, 1.0, 1.2, 1.5 è 1.8 Ì ñîîòâåòñòâåííî, êîíöåíòðàöèÿ àêòèíà 1.0 ìã/ìë. ëâîçá. = 297 íì, ëðåã. = 445 íì.

Ò à á ë è ö à 2

Õàðàêòåðèñòèêè ôîñôîðåñöåíöèè
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå áåëêîâ
â ñîñòîÿíèè àìèëîèäíûõ ôèáðèëë

Îáðàçåö τ1, ìñ τ 2 , ìñ α1

a-Ëàêòàëüáóìèía — — —

Ôèáðèëëû a-ëàêòàëüáóìèíà 80 510 0.55

Èíñóëèíà — — —

Ôèáðèëëû èíñóëèíà 185 1100 0.55

à
a-Ëàêòàëüáóìèí è èíñóëèí â íàòèâíîì ñîñòîÿíèè íå ôîñôîðåñöè-

ðóþò ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.



àìèëîèäíûõ ôèáðèëë (ðèñ. 6), à òàêæå òèðîçèíîâàÿ ÔÊÒ
èíñóëèíîâûõ ôèáðèëë. Õàðàêòåðèñòèêè ÔÊÒ á-ëàêòàëü-
áóìèíà è èíñóëèíà â ñîñòîÿíèè àìèëîèäíûõ ôèáðèëë
ïðèâåäåíû â òàáë. 2.

Îáñóæäåíèå

Ïðèíÿòî ñ÷èòàòü, ÷òî çàñåëåíèå òðèïëåòíîãî ñîñòîÿ-
íèÿ îñóùåñòâëÿåòñÿ çà ñ÷åò ïðîöåññà èíòåðêîìáèíàöè-
îííîé êîíâåðñèè (S* T→ ) èç ñèíãëåòíîãî ñîñòîÿíèÿ
(Vanderkooi, 1992). Îäíàêî ñëåäóåò ó÷èòûâàòü òàêæå âîç-
ìîæíîñòü çàñåëåíèÿ òðèïëåòíîãî ñîñòîÿíèÿ çà ñ÷åò ðå-
êîìáèíàöèè êàòèîí-ðàäèêàëà âîçáóæäåííîãî èíäîëüíî-
ãî êîëüöà ñ ñîëüâàòèðîâàííûì ýëåêòðîíîì (Fischer et al.,
2002). Î÷åâèäíî, ÷òî êâàíòîâûé âûõîä (qp), à çíà÷èò, è
èíòåãðàëüíàÿ èíòåíñèâíîñòü ôîñôîðåñöåíöèè çàâèñÿò

ñëîæíûì îáðàçîì îò ðàçëè÷íûõ ôîòîôèçè÷åñêèõ ïðîöåñ-
ñîâ, ïðîèñõîäÿùèõ êàê â òðèïëåòíîì, òàê è â ñèíãëåòíîì
ñîñòîÿíèÿõ. Â òîì ñëó÷àå, êîãäà çàñåëåíèå òðèïëåòíîãî
ñîñòîÿíèÿ îáóñëîâëåíî òîëüêî èíòåðêîìáèíàöèîííîé
êîíâåðñèåé, âðåìÿ çàòóõàíèÿ ôîñôîðåñöåíöèè îïðåäåëÿ-
åòñÿ òîëüêî ïðîöåññàìè èçëó÷àòåëüíîé è áåçûçëó÷àòåëü-
íîé äåçàêòèâàöèè ýòîãî ñîñòîÿíèÿ.

Â áåñêèñëîðîäíîé ñðåäå îñíîâíûì ìåõàíèçìîì òó-
øåíèÿ òðèïòîôàíîâîé ôîñôîðåñöåíöèè ÿâëÿåòñÿ äåçàê-
òèâàöèÿ âîçáóæäåííûõ òðèïëåòíûõ ñîñòîÿíèé â ðåçóëü-
òàòå ñîóäàðåíèé èíäîëüíîãî êîëüöà òðèïòîôàíîâîãî
îñòàòêà ñ îêðóæàþùèìè åãî ýëåìåíòàìè ñòðóêòóðû ìàê-
ðîìîëåêóëû. ×àñòîòà è ýíåðãèÿ òàêèõ áèìîëåêóëÿðíûõ
ñòîëêíîâåíèé, ïðèâîäÿùèõ ê íåïëàíàðíîé äåôîðìàöèè
èíäîëüíîãî êîëüöà è áåçûçëó÷àòåëüíîé ðåëàêñàöèè
òðèïëåòíûõ ñîñòîÿíèé, îïðåäåëÿþò ýôôåêòèâíîñòü äè-
íàìè÷åñêîãî òóøåíèÿ òðèïòîôàíîâîé ôîñôîðåñöåíöèè.
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Ðèñ. 5. Çàâèñèìîñòü òðèïòîôàíîâîé ÔÊÒ îò êîíöåíòðàöèè GdnHCl äëÿ èñõîäíîãî íàòèâíîãî (êðóæêè) è èñõîäíîãî èíàêòèâèðî-
âàííîãî (êâàäðàòû) àêòèíà.

à — ñðåäíåå âðåìÿ æèçíè (�ô�) òðèïòîôàíîâîé ÔÊÒ; á — èíòåãðàëüíàÿ èíòåíñèâíîñòü (Ièíò.) òðèïòîôàíîâîé ÔÊÒ. Êîíöåíòðàöèÿ áåëêà 1.5 ìã/ìë.
ëâîçá. = 297 íì, ëðåã. = 445 íì.

Ðèñ. 6. Êèíåòèêà çàòóõàíèÿ ÔÊÒ á-ëàêòàëüáóìèíîâûõ (à) è èíñóëèíîâûõ (á) ôèáðèëë.

1, 2 — ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ êðèâàÿ è åå àïïðîêñèìàöèÿ ñóììîé äâóõ ýêñïîíåíò; I — èíòåíñèâíîñòü ôîñôîðåñöåíöèè, I0 — èíòåíñèâíîñòü ôîñôîðåñöåí-
öèè â íà÷àëüíûé ìîìåíò âðåìåíè; 3 — ñðåäíåâçâåøåííûå îòêëîíåíèÿ, 4 — àâòîêîððåëÿöèîííàÿ ôóíêöèÿ.



Ïðè ëîêàëèçàöèè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ â æåñòêèõ
âíóòðåííèõ ó÷àñòêàõ ãëîáóëû ñ âûñîêîé ïëîòíîñòüþ
óïàêîâêè ìèêðîîêðóæåíèÿ çíà÷åíèÿ ô ÔÊÒ ñîñòàâëÿþò
îò 1—2 ñ äî ñîòåí ìèëëèñåêóíä. Â òàêîì îêðóæåíèè,
áëèçêîì ïî æåñòêîñòè ê ñîñòîÿíèþ êðèñòàëëà, íàõîäèòñÿ,
íàïðèìåð, îñòàòîê Òrp-109 ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû Escheric-
hia coli (ô � 2 c). Çíà÷åíèÿ ô ÔÊÒ îñòàòêîâ, ëîêàëèçîâàí-
íûõ â áîëåå ïîäâèæíîì îêðóæåíèè, ñîêðàùàþòñÿ äî äå-
ñÿòêîâ ìèëëèñåêóíä, à â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ äàæå äî
1.0—0.5 ìñ. Âîçáóæäåííûå òðèïëåòíûå ñîñòîÿíèÿ òðèï-
òîôàíîâûõ îñòàòêîâ, ðàñïîëîæåííûõ íà ïåðèôåðèè ãëî-
áóëû â âûñîêîïîäâèæíîì îêðóæåíèè, äåçàêòèâèðóþòñÿ
â îñíîâíîì áåçûçëó÷àòåëüíûì ïóòåì, ÷òî ïðîÿâëÿåòñÿ
â ýôôåêòèâíîì äèíàìè÷åñêîì òóøåíèè ÔÊÒ, ïðèâîäÿ-
ùåì ê çíà÷èòåëüíîìó óìåíüøåíèþ âðåìåíè çàòóõàíèÿ
(Strambini, 1989; Vanderkooi, 1992; Gonnelli, Strambini,
1993, 1995; Subramaniam et al., 1996; Shauerte et al., 1997;
Sun et al., 1998; Ìàæóëü è äð., 1999, 2000; Fisher et al.,
2000).

Ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå íà õàðàêòåðèñòèêè òðèïòîôàíî-
âîé ôîñôîðåñöåíöèè ìîæåò îêàçûâàòü ëîêàëèçàöèÿ â íåïî-
ñðåäñòâåííîé áëèçîñòè îò èíäîëüíîãî êîëüöà òðèïòîôàíî-
âîãî îñòàòêà áîêîâûõ ðàäèêàëîâ íåêîòîðûõ àìèíîêèñëîò —
òóøèòåëåé ôîñôîðåñöåíöèè. Ïî ñïîñîáíîñòè òóøèòü òðèï-
òîôàíîâóþ ôîñôîðåñöåíöèþ áîêîâûå öåïè àìèíîêèñëîò-
íûõ îñòàòêîâ ìîæíî ðàçäåëèòü íà òðè êëàññà: 1) ñèëüíîòó-
øàùèå (kq � 5�108 M–1c–1), ê êîòîðûì îòíîñÿòñÿ îñòàòêè öè-
ñòåèíà è öèñòèíà; 2) óìåðåííîòóøàùèå (kq � 5�105—
2�107 M–1c–1) — îñòàòêè òèðîçèíà, ãèñòèäèíà è òðèïòîôà-
íà; 3) ñëàáîòóøàùèå è íåòóøàùèå (kq � 10–5 M–1c–1), âêëþ-
÷àþùèå â ñåáÿ âñå îñòàëüíûå îñòàòêè àìèíîêèñëîò (Gon-
nelli, Strambini, 1995). Òóøåíèå ÔÊÒ áîêîâûìè ãðóïïàìè
öèñòåèíà, öèñòèíà, òèðîçèíà è òðèïòîôàíà âîçìîæíî, åñëè
ðàññòîÿíèå ìåæäó èíäîëüíûì êîëüöîì è òóøàùåé ãðóïïîé
ñîèçìåðèìî ñ âåëè÷èíîé Âàí-äåð-Âààëüñîâîãî ðàäèóñà (íå
ïðåâûøàåò íåñêîëüêèõ àíãñòðåì).

Îñîáàÿ ðîëü â ýôôåêòàõ âíóòðèìîëåêóëÿðíîãî òóøå-
íèÿ ïðèíàäëåæèò äèñóëüôèäíûì ãðóïïàì. Èõ âûðàæåí-
íàÿ ñïîñîáíîñòü ê òóøåíèþ ÔÊÒ îáúÿñíÿåòñÿ ñïîñîáíî-
ñòüþ àêöåïòèðîâàòü ýëåêòðîí îò òðèïòîôàíà â âîçáóæ-
äåííîì òðèïëåòíîì ñîñòîÿíèè (Li et al., 1989, 1992;
Shauerte et al., 1997). Âíóòðèìîëåêóëÿðíîå òóøåíèå ìî-
æåò îñóùåñòâëÿòüñÿ íå òîëüêî ïðè ïåðìàíåíòíîì êîí-
òàêòå èíäîëüíîãî êîëüöà ñ áîêîâîé ãðóïïîé îñòàòêà àìè-
íîêèñëîòû (ñòàòè÷åñêîå òóøåíèå), íî è â ìîìåíòû èõ îò-
íîñèòåëüíî êðàòêîâðåìåííûõ êîíòàêòîâ, ïðîèñõîäÿùèõ
â ðåçóëüòàòå ôëóêòóàöèé ñòðóêòóðû áåëêà (Gonnelli,
Strambini, 1995). Òàêèì îáðàçîì, ýôôåêòèâíîñòü òóøà-
ùåãî äåéñòâèÿ ãðóïï — ïîòåíöèàëüíûõ òóøèòåëåé ôîñ-
ôîðåñöåíöèè, ñáëèæåííûõ ñ èíäîëüíûìè êîëüöàìè â
ñèëó îñîáåííîñòåé ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðû ìàêðî-
ìîëåêóëû, — òàêæå â çíà÷èòåëüíîé ìåðå îïðåäåëÿåòñÿ
âíóòðèìîëåêóëÿðíîé ïîäâèæíîñòüþ ìèêðîîêðóæåíèÿ
õðîìîôîðîâ. Ïðèñóòñòâèå â ñîñòàâå ìèêðîîêðóæåíèÿ
òðèïòîôàíîâîãî îñòàòêà ãðóïï — ïîòåíöèàëüíûõ òóøè-
òåëåé ÔÊÒ — íå âñåãäà ïðèâîäèò ê ýôôåêòó òóøåíèÿ
ôîñôîðåñöåíöèè. Ýôôåêòèâíîñòü òóøåíèÿ îïðåäåëÿåòñÿ
íå òîëüêî ðàññòîÿíèåì ìåæäó îñòàòêîì òðèïòîôàíà è òó-
øàùåé ãðóïïîé, íî è ïîëîæåíèåì òóøàùåé ãðóïïû îò-
íîñèòåëüíî èíäîëüíîãî êîëüöà òðèïòîôàíîâîãî îñòàòêà.
Èç-çà ñëîæíîñòè ó÷åòà âñåõ ôàêòîðîâ, ïðèâîäÿùèõ ê äåç-
àêòèâàöèè òðèïëåòíûõ âîçáóæäåííûõ ñîñòîÿíèé, îïðå-
äåëèòü òî÷íî ïàðàìåòðû ôîñôîðåñöåíöèè êàæäîãî èíäè-
âèäóàëüíîãî òðèïòîôàíîâîãî îñòàòêà â áåëêå óäàåòñÿ äà-
ëåêî íå âñåãäà.

Áîëüøèíñòâî áåëêîâ â ðàñòâîðå â áåñêèñëîðîäíîé
ñðåäå â ìèëëèñåêóíäíîì è ñåêóíäíîì äèàïàçîíàõ íå
ôîñôîðåñöèðóåò ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ýòî îáó-
ñëîâëåíî ïðåæäå âñåãî äîñòàòî÷íî âûñîêîé ýôôåêòèâíî-
ñòüþ äèíàìè÷åñêîãî òóøåíèÿ ôîñôîðåñöåíöèè õðîìî-
ôîðîâ. Âîçðàñòàíèå æåñòêîñòè ñòðóêòóðû íå ñïîñîáíûõ
ê ÔÊÒ áåëêîâ â ðåçóëüòàòå ïåðåâîäà èõ èç ðàñòâîðà â
òâåðäîå àãðåãàòíîå ñîñòîÿíèå (êðèñòàëëû, ñîáñòâåííûå
ïëåíêè) âî âñåõ ñëó÷àÿõ ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ õîðîøî
ðåãèñòðèðóåìîé ÔÊÒ. Ó ñïîñîáíûõ ê ÔÊÒ áåëêîâ òàêàÿ
ïðîöåäóðà ñîïðÿæåíà ñ óâåëè÷åíèåì êâàíòîâîãî âûõîäà
è âðåìåíè çàòóõàíèÿ ÔÊÒ â äåñÿòêè ðàç. Ñõîäíûé ýô-
ôåêò íàáëþäàåòñÿ ïðè îáðàçîâàíèè àãðåãàòîâ áåëêîâ
(Ìàæóëü è äð., 1983, 2000).

Êàê îòìå÷àëîñü âûøå, èíàêòèâàöèÿ àêòèíà ïðèâîäèò
ê çíà÷èòåëüíîìó óâåëè÷åíèþ âðåìåí æèçíè áûñòðîé è
ìåäëåííîé êîìïîíåíò çàòóõàíèÿ ÔÊÒ. Ðîñò â íåñêîëüêî
ðàç çíà÷åíèé ô1, ô2, �ô� ÔÊÒ àêòèíà ïîñëå åãî èíàêòèâà-
öèè â ðåçóëüòàòå èíêóáàöèè ñ äåíàòóðàíòîì â òå÷åíèå
24 ÷ ñâèäåòåëüñòâóåò î ñóùåñòâåííîì ñíèæåíèè âíóòðè-
ìîëåêóëÿðíîé ïîäâèæíîñòè áåëêà â ìåñòàõ ëîêàëèçàöèè
îñòàòêîâ òðèïòîôàíà, ñïîñîáíûõ ê ÔÊÒ. Íàèáîëåå âåðî-
ÿòíîé ïðè÷èíîé òàêîãî âîçðàñòàíèÿ æåñòêîñòè ìèêðîîê-
ðóæåíèÿ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ ÿâëÿåòñÿ ñòàáèëèçà-
öèÿ ñòðóêòóðû àêòèíà â èíàêòèâèðîâàííîì ñîñòîÿíèè â
ðåçóëüòàòå àññîöèàöèè ÷àñòè÷íî ñâåðíóòûõ ìàêðîìîëå-
êóë. Èíàêòèâèðîâàííûé àêòèí ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé òåð-
ìîäèíàìè÷åñêè ñòàáèëüíûé ìîíîäèñïåñíûé àññîöèàò ñ
êîíñòàíòîé ñåäèìåíòàöèè 20S, ñîñòîÿùèé èç 15 ìîíî-
ìåðíûõ åäèíèö (Kuznetsova et al., 1999b). Ðîñò ô ÔÊÒ àñ-
ñîöèàòîâ áåëêà íàáëþäàëñÿ ðàíåå ïðè èññëåäîâàíèè ãëèêî-
ãåíôîñôîðèëàçû b èç ìûøö êðîëèêà (Ìàæóëü è äð., 1999).
Äàííûå ÔÊÒ ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî âíóòðèìîëåêó-
ëÿðíàÿ ïîäâèæíîñòü èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà, ïîëó÷åí-
íîãî ðàçëè÷íûìè ñïîñîáàìè, ìàëî ðàçëè÷àåòñÿ. Î íèçêîé
ïîäâèæíîñòè ìèêðîîêðóæåíèÿ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ â
èíàêòèâèðîâàííîì àêòèíå íàíîñåêóíäíîãî äèàïàçîíà ñâè-
äåòåëüñòâóåò õàðàêòåð ñïåêòðîâ ÊÄ â áëèæíåé ÓÔ-îáëàñòè
ñïåêòðà (Kuznetsova, 1999a; Turoverov et al., 1999).

Çàâèñèìîñòè ô1, ô2, á1 è Ièíò. îò êîíöåíòðàöèè GdnHCl
äëÿ èñõîäíî íàòèâíîãî è èñõîäíî èíàêòèâèðîâàííîãî àê-
òèíà ñîâïàäàþò â îáëàñòè êîíöåíòðàöèè GdnHCl îò 0.8
äî 1.8 Ì (ðèñ. 5, à). Ïðè êîíöåíòðàöèè GdnHCl ìåíüøå
0.8 Ì çíà÷åíèÿ ô1, ô2 è Ièíò. ìåíüøå, à á1 áîëüøå äëÿ èñ-
õîäíî íàòèâíîãî àêòèíà ïî ñðàâíåíèþ ñ ñîîòâåòñòâóþ-
ùèìè çíà÷åíèÿìè äëÿ èñõîäíî èíàêòèâèðîâàííîãî áåë-
êà. Ýòî îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî â ýòîé îáëàñòè êîíöåíòðà-
öèé GdnHCl çíà÷åíèÿ âñåõ ýòèõ õàðàêòåðèñòèê ÔÊÒ äëÿ
èñõîäíî íàòèâíîãî àêòèíà ÿâëÿþòñÿ êâàçèñòàöèîíàðíû-
ìè è íå äîñòèãàþò ñâîèõ ðàâíîâåñíûõ çíà÷åíèé, õàðàê-
òåðíûõ äëÿ èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà, ïðè èíêóáàöèè â
ðàñòâîðàõ GdnHCl â òå÷åíèå 24 ÷ è áîëåå. Çíà÷åíèÿ ô1, ô2

äëÿ èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà ñëàáî óìåíüøàþòñÿ ñ ðî-
ñòîì êîíöåíòðàöèè GdnHCl â îáëàñòè îò 0 äî 1.8 Ì. Çà
ñ÷åò ïåðåðàñïðåäåëåíèÿ âêëàäîâ áûñòðîé è ìåäëåííîé
êîìïîíåíò ñðåäíèå çíà÷åíèÿ âðåìåí çàòóõàíèÿ ôîñôî-
ðåñöåíöèè îñòàþòñÿ ïîñòîÿííûìè â ýòîé îáëàñòè êîí-
öåíòðàöèé GdnHCl. Â òî æå âðåìÿ èíòåãðàëüíàÿ èíòåí-
ñèâíîñòü ôîñôîðåñöåíöèè ñóùåñòâåííî óìåíüøàåòñÿ ñ
ðîñòîì êîíöåíòðàöèè GdnHCl îò 0 äî 1.8 Ì (ðèñ. 5, á).
Ýòî óìåíüøåíèå íàñòîëüêî çíà÷èòåëüíî, ÷òî íà åãî ôîíå
íå ðåãèñòðèðóåòñÿ ÷åòêî èçìåíåíèå Ièíò., îáóñëîâëåííîå
ïðåâðàùåíèåì èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà â ïîëíîñòüþ
ðàçâåðíóòîå ñîñòîÿíèå, ïðîèñõîäÿùåå â îáëàñòè êîíöåí-
òðàöèé GdnHCl îò 1.8 äî 3.5 Ì.
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Â íàñòîÿùåå âðåìÿ òðóäíî îäíîçíà÷íî îáúÿñíèòü, ïî-
÷åìó âðåìÿ çàòóõàíèÿ ôîñôîðåñöåíöèè äëÿ èíàêòèâèðî-
âàííîãî àêòèíà ïðàêòè÷åñêè íå çàâèñèò îò êîíöåíòðàöèè
GdnHCl â ðàñòâîðå â ïðåäåëàõ îò 0 äî 4.0 Ì, â òî âðåìÿ
êàê Ièíò. cóùåñòâåííî óìåíüøàåòñÿ ñ ðîñòîì êîíöåíòðàöèé
GdnHCl. Ièíò. ÔÊÒ ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîãî àêòèíà ðàâíà
íóëþ, ïîýòîìó â îáëàñòè êîíöåíòðàöèé GdnHCl, îòâå÷àþ-
ùèõ ïåðåõîäó èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà â ïîëíîñòüþ
ðàçâåðíóòîå ñîñòîÿíèå (1.8—3.5 Ì GdnHCl), Ièíò. ÔÊÒ
óìåíüøàòåñÿ ïî ìåðå óìåíüøåíèÿ äîëè èíàêòèâèðîâàí-
íîãî àêòèíà, à âðåìÿ çàòóõàíèÿ ÔÊÒ îñòàåòñÿ íåèçìåí-
íûì è ðàâíûì âðåìåíè çàòóõàíèÿ ÔÊÒ èíàêòèâèðîâàííî-
ãî àêòèíà. Èçâåñòíî, ÷òî ðàçâîðà÷èâàíèå èñõîäíî èíàêòè-
âèðîâàííîãî àêòèíà ïðè åãî ïåðåõîäå â ðàñòâîð 4 Ì
GdnHCl îñóùåñòâëÿåòñÿ ìåäëåííî (Kuznetsova, 2002), òàê
÷òî äàæå ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå íà÷àëà èíêóáàöèè â 4 Ì
GdnHCl â ðàñòâîðå ñîõðàíÿåòñÿ íåêîòîðîå êîëè÷åñòâî
èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà. Âîò ïî÷åìó äëÿ èñõîäíî
èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà çàâèñèìîñòü Ièíò. îò êîíöåíòðà-
öèè GdnHCl óäàåòñÿ èçìåðÿòü âïëîòü äî 4 Ì GdnHCl.
Âðåìåíà æèçíè òðèïòîôàíîâîé ÔÊÒ ðàñòâîðîâ èñõîäíî
èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà â 4 Ì GdnHCl ïîñëå èíêóáà-
öèè â òå÷åíèå 24 ÷, êàê è ñëåäîâàëî îæèäàòü, ñîõðàíÿþò
çíà÷åíèÿ, õàðàêòåðíûå äëÿ èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà.

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ êèíåòèêè èçìåíåíèÿ Ièíò.

ÔÊÒ ïðè ïåðåâîäå àêòèíà â 1.8 Ì GdnHCl, âûïîëíåí-
íûå ïðè îòíîñèòåëüíî íèçêîé êîíöåíòðàöèè áåëêà
(0.8 ìã/ìë), ïîäòâåðäèëè âûâîä î òîì, ÷òî îáðàçîâàíèþ
èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà ïðåäøåñòâóåò ñóùåñòâåííîå
ðàçâîðà÷èâàíèå ìàêðîìîëåêóëû áåëêà. Ýòè ýêñïåðèìåí-
òû ñâèäåòåëüñòâóþò òàêæå î òîì, ÷òî â ýòîì ñîñòîÿíèè
(U*) Ièíò. ÔÊÒ ðàâíà íóëþ. Ñëàáóþ ÔÊÒ óäàåòñÿ çàðåãè-
ñòðèðîâàòü â ýòèõ óñëîâèÿõ ëèøü ÷åðåç íåñêîëüêî ìèíóò
ïîñëå íà÷àëà ôîñôîðåñöåíòíûõ èçìåðåíèé (äî ýòîãî åùå
7 ìèí òðåáóåòñÿ äëÿ óäàëåíèÿ êèñëîðîäà). Ïðè äàëüíåé-
øåé èíêóáàöèè â ðàñòâîðå 1.8 Ì GdnHCl èíòåãðàëüíàÿ
èíòåíñèâíîñòü ÔÊÒ ïîñòåïåííî âîçðàñòàëà è ÷åðåç
70 ìèí äîñòèãàëà ìàêñèìàëüíîãî çíà÷åíèÿ, ïî âåëè÷èíå
áëèçêîãî ê èíòåíñèâíîñòè ÔÊÒ èíàêòèâèðîâàííîãî àê-
òèíà. Òàêèì îáðàçîì, âîçðàñòàíèå èíòåíñèâíîñòè ÔÊÒ
îòðàæàåò ïðîöåññ îáðàçîâàíèÿ èíàêòèâèðîâàííîãî àêòè-
íà èç ñóùåñòâåííî ðàçâåðíóòîãî ñîñòîÿíèÿ U*. Åñëè áû
ýòî ïðåâðàùåíèå ÿâëÿëîñü ïðîöåññîì «âñå èëè íè÷åãî»,
òî èíòåíñèâíàÿ õàðàêòåðèñòèêà ñèñòåìû, òàêàÿ êàê �ô�,
äîëæíà áûëà áû áûòü ðàâíîé âåëè÷èíå ñîîòâåòñòâóþ-
ùåé õàðàêòåðèñòèêè äëÿ èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà âî
âñåì äèàïàçîíå èçìåíåíèÿ Ièíò. îò íóëÿ äî ìàêñèìàëüíîãî
çíà÷åíèÿ. Ýòî, îäíàêî, íå òàê. Çíà÷åíèå ýòîé õàðàêòåðè-
ñòèêè âîçðàñòàåò ñèìáàòíî ñ âîçðàñòàíèåì Ièíò.. Ïðè÷èíà
ýòîãî âïîëíå îáúÿñíèìà. Èíàêòèâèðîâàííûé àêòèí,
ïðåäñòàâëÿþùèé ñîáîé ãîìîãåííûé àññîöèàò, ñîñòîÿ-
ùèé èç 15 ìàêðîìîëåêóë àêòèíà, íå ìîæåò îáðàçîâû-
âàòüñÿ èç ñóùåñòâåííî ðàçâåðíóòîãî ñîñòîÿíèÿ àêòèíà â
ðåçóëüòàòå îäíîñòàäèéíîãî ïåðåõîäà èç U* â I. Èíàêòè-
âèðîâàííûé àêòèí îáðàçóåòñÿ èç ñîñòîÿíèÿ U* ïóòåì ïî-
ñòåïåííîãî íàðàùèâàíèÿ ìàññû àññîöèàòà:

U* � I1 ··· � In � ··· � I15, (5)

cîïðîâîæäàþùåãîñÿ óâåëè÷åíèåì åãî æåñòêîñòè. Ïîä-
òâåðæäåíèåì ñïðàâåäëèâîñòè ýòîãî äîñòàòî÷íî î÷åâèä-
íîãî, íî íå èìåþùåãî äî ýòîãî ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äîêà-
çàòåëüñòâ çàêëþ÷åíèÿ î ïðîöåññàõ îáðàçîâàíèÿ èíàêòè-
âèðîâàííîãî àêòèíà ÿâëÿåòñÿ ñóùåñòâåííàÿ çàâèñèìîñòü
ñêîðîñòè îáðàçîâàíèÿ èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà îò êîí-
öåíòðàöèè áåëêà â ðàñòâîðå.

Êàê âèäíî íà ðèñ. 3, âðåìÿ äîñòèæåíèÿ ìàêñèìàëüíûõ
çíà÷åíèé Ièíò. è �ô� ÔÊÒ, îòâå÷àþùèõ îáðàçîâàíèþ èíàê-
òèâèðîâàííîãî àêòèíà, ñîêðàùàåòñÿ ïðè ðîñòå ñîäåðæà-
íèÿ áåëêà â ðàñòâîðå. Ýòî îáúÿñíÿåòñÿ óâåëè÷åíèåì ýô-
ôåêòèâíîñòè îáðàçîâàíèÿ àññîöèàòîâ èíàêòèâèðîâàííîãî
àêòèíà ïðè âîçðàñòàíèè êîëè÷åñòâà áåëêîâûõ ìàêðîìîëå-
êóë â ðàñòâîðå. Íà÷èíàÿ ñ êîíöåíòðàöèè áåëêà 1.5 ìã/ìë
óæå ÷åðåç 7 ìèí ïîñëå íà÷àëà èíêóáàöèè àêòèíà â ðàñòâî-
ðå 1.8 Ì GdnHCl íàêàïëèâàåòñÿ òàêîå êîëè÷åñòâî èíàêòè-
âèðîâàííîãî àêòèíà, îáëàäàþùåãî æåñòêîé ñòðóêòóðîé,
êîòîðîå ïîçâîëÿåò îñóùåñòâëÿòü íàäåæíóþ ðåãèñòðàöèþ
ÔÊÒ. Ñóäÿ ïî äîñòàòî÷íî âûñîêèì ìàêñèìàëüíûì çíà÷å-
íèÿì ô1, ô2 è �ô� ÔÊÒ àêòèíà, èíêóáèðîâàííîãî ïðè ðàç-
ëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ (0.8—2.5 ìã/ìë) â ðàñòâîðå 1.8 Ì
GdnHCl, ìåäëåííàÿ âíóòðèìîëåêóëÿðíàÿ ïîäâèæíîñòü
èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà ðåçêî ñíèæåíà ïî ñðàâíåíèþ
êàê ñ ñóùåñòâåííî ðàçâåðíóòûì ñîñòîÿíèåì, òàê è ñ íà-
òèâíûì ñîñòîÿíèåì áåëêà (ðèñ. 3, á; òàáë. 1).

Òàêèì îáðàçîì, äàííûå, ïîëó÷åííûå ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ìåòîäà ÔÊÒ, ïîäòâåðäèëè ïðåäëîæåííóþ ðàíåå
ñõåìó ïðîöåññîâ ñâîðà÷èâàíèÿ—ðàçâîðà÷èâàíèÿ àêòèíà
(Kuznetsova et al., 2002), ïîêàçàëè, ÷òî ïðåâðàùåíèå U* â
I îñóùåñòâëÿåòñÿ ïóòåì ïîñòåïåííîãî íàðàùèâàíèÿ ìàñ-
ñû îáðàçóþùåãîñÿ àññîöèàòà, è ïîçâîëèëè îõàðàêòåðèçî-
âàòü ìåäëåííóþ âíóòðèìîëåêóëÿðíóþ ïîäâèæíîñòü àê-
òèíà â ðàçëè÷íûõ ñòðóêòóðíûõ ñîñòîÿíèÿõ.

Ïîêàçàíî, ÷òî á-ëàêòàëüáóìèí îáëàäàåò î÷åíü íèç-
êîé íà÷àëüíîé èíòåíñèâíîñòüþ òðèïòîôàíîâîé ÔÊÒ
(ðèñ. 6, à). Êèíåòèêà çàòóõàíèÿ ÔÊÒ á-ëàêòàëüáóìèíà
áèýêñïîíåíöèàëüíà ñ âðåìåíàìè æèçíè ô1 = 40 ìñ è ô2 =
= 250 ìñ (ðèñ. 6, á; òàáë. 2). Òèðîçèíîâàÿ ÔÊÒ èíñóëèíà
â ìèëëèñåêóíäíîì äèàïàçîíå íå ðåãèñòðèðóåòñÿ (Trp â
èíñóëèíå îòñóòñòâóåò). Ñëàáîâûðàæåííàÿ ñïîñîáíîñòü ê
ÔÊÒ ó á-ëàêòàëüáóìèíà è îòñóòñòâèå ÔÊÒ ó èíñóëèíà îáú-
ÿñíÿþòñÿ ñèëüíûì òóøåíèåì ôîñôîðåñöåíöèè âñëåäñòâèå
âûðàæåííîé âíóòðèìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè ñ ìèëëèñå-
êóíäíûìè õàðàêòåðíûìè âðåìåíàìè â îáëàñòÿõ ëîêàëè-
çàöèè õðîìîôîðîâ. Ïîñëå ïåðåâîäà á-ëàêòàëüáóìèíà â
ñîñòîÿíèå àìèëîèäíûõ ôèáðèëë åãî ñïîñîáíîñòü ê òðèï-
òîôàíîâîé ÔÊÒ ðåçêî óñèëèâàëàñü. Ïðè ýòîì ô1 è ô2 ÔÊÒ
âîçðàñòàëè äî çíà÷åíèé 70 è 480 ìñ ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 6,
á; òàáë. 2). Ó èíñóëèíà â ñîñòîÿíèè àìèëîèäíûõ ôèá-
ðèëë ïîÿâëÿëàñü ñïîñîáíîñòü ê òèðîçèíîâîé ÔÊÒ ñî çíà-
÷åíèÿìè ô1 è ô2 65 è 275 ìñ ñîîòâåòñòâåííî (òàáë. 2). Ðå-
çóëüòàòû ïðîâåäåííîãî ôîñôîðåñöåíòíîãî àíàëèçà ñâè-
äåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïåðåâîä áåëêîâ â ñîñòîÿíèå
àìèëîèäíûõ ôèáðèëë ñîïðÿæåíî ñ âûðàæåííûì ñíèæå-
íèåì ìåäëåííûõ âíóòðèìîëåêóëÿðíûõ äâèæåíèé, ò. å. ñ
âîçðàñòàíèåì æåñòêîñòè ñòðóêòóðû áåëêà.

Òàêèì îáðàçîì, íà ïðèìåðå àêòèíà, èíñóëèíà è
á-ëàêòàëüáóìèíà ïîêàçàíî, ÷òî ìåòîä ÔÊÒ, èñïîëüçóå-
ìûé äëÿ èçó÷åíèÿ âíóòðèìîëåêóëÿðíîé ïîäâèæíîñòè â
áåëêàõ, ìîæåò äàâàòü ñóùåñòâåííóþ èíôîðìàöèþ î ïðî-
öåññàõ îáðàçîâàíèÿ àìîðôíûõ àãðåãàòîâ è àìèëîèäíûõ
ôèáðèëë.

Èññëåäîâàíèÿ âûïîëíåíû ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæ-
êå Áåëîðóññêîãî ðåñïóáëèêàíñêîãî ôîíäà ôóíäàìåí-
òàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêòû Á02Ð-077 è Á04-102),
Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêò 04-04-49622), ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìî-
ëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ» è INTAS (ãðàíò
01-2347).
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ROOM TEMPERATURE PHOSPHORESCENCE OF AMORPHOUS AGGREGATES

AND AMYLOID FIBRILS RESULTING FROM PROTEIN MISFOLDING

V. M. Mazhul,1 E. M. Zaitseva,1 M. M. Shavlovsky,2 O. I. Povarova,3

I. M. Kuznetsova,3 K. K. Turoverov3,*
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Using actin, á-lactalbumin and insulin as examples, it was shown that the formation of amorphous aggrega-
tes of proteins and amyloid fibrils leads to an increase in the rigidity of tryprophan and tyrosine residues micro-
environment and, consequently, to the appearance of tryptophan (tyrosine) room temperature phosphorescence
(RTP). RTP was used for examining a slow intramolecular mobility of native (G-, F-form) and inactivated (I)
rabbit skeletal muscle actin during the process of GdnHCl induced protein unfolding. This method made it po-
ssible to confirm that an essentially unfolded intermediate precedes the formation of inactivated actin. It has be-
en found that the kinetic intermediate generated at the early stage of protein denaturation has no tryptophan
RTP, suggesting a high lability of its structure. Symbate changes of integral intensity (relative quantum yield)
and the mean lifetime of RTP during the U* � I transition suggest a gradual increase of the number of mono-
mers incorporated in the associate (U* � I1··· � In··· � I15), which is accompanied by an increase of protein
structural rigidity. The rate of inactivated actin formation (I � I15) is shown to increase with the increase of pro-
tein concentration. It is shown that, no matter what method of inactivation was employed (1—2 M GdnHCl or
3.0—3.5 Ì urea, Ca2+ removal, incubation at 70 °Ñ, refolding from completely unfolded state by dialysis from
8 M urea or 6 M GdnHCl), actin transition to the inactivated state is accompanied by a significant increase in
both integral intensity and the mean lifetime of RTP, suggesting the rigid structure of inactivated actin. It is
shown that the lifetime of inactivated actin RTP does not depend on GdnHCl concentration within the limits
from 0 to 4 M. On using insulin and á-lactalbumin as examples, it is shown that RTP can be used in studies of
fibrillogenesis and properties of amyloid fibrils.

K e y w o r d s: room temperature phosphorescence, amyloid fibrils, actin, protein folding, á-lactalbumin,
insulin.
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