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Â ðàáîòå îáîáùåíû ðåçóëüòàòû èçó÷åíèÿ ïðîöåññîâ ñâîðà÷èâàíèÿ—ðàçâîðà÷èâàíèÿ àêòèíà è
ñâîéñòâ âîçíèêàþùèõ ïðè ýòîì ïðîìåæóòî÷íûõ è íåïðàâèëüíî ñâåðíóòûõ ñîñòîÿíèé. Äàí ïîäðîáíûé
àíàëèç ñâîéñòâ ìèêðîîêðóæåíèÿ è îñîáåííîñòåé ëîêàëèçàöèè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ àêòèíà, ïîçâî-
ëèâøèé ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî îñíîâíîé âêëàä âî ôëóîðåñöåíöèþ íàòèâíîãî àêòèíà âíîñÿò âíóòðåí-
íèå, ëîêàëèçîâàííûå â ãèäðîôîáíûõ îáëàñòÿõ òðèïòîôàíîâûå îñòàòêè Trp 340 è Trp 356, â òî âðåìÿ êàê
òðèïòîôàíîâûå îñòàòêè Trp 79 è Trp 86 çàòóøåíû. Ïîêàçàíî, ÷òî èíàêòèâèðîâàííûé àêòèí, êîòîðûé äî
ýòîãî ðàññìàòðèâàëñÿ êàê ïðîìåæóòî÷íîå ñîñòîÿíèå ìåæäó íàòèâíîé è ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîé êîíôîð-
ìàöèÿìè áåëêà, íà ñàìîì äåëå ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé íåïðàâèëüíî ñâåðíóòîå àãðåãèðîâàííîå ñîñòîÿíèå.
Ïîäðîáíî ïðîàíàëèçèðîâàíû ñâîéñòâà àêòèíà â ýòîì ñîñòîÿíèè. Â ÷àñòíîñòè, ïîêàçàíî, ÷òî èíàêòèâèðî-
âàííûé àêòèí ÿâëÿåòñÿ ìîíîäèñïåðñíûì àññîöèàòîì, ñîñòîÿùèì èç 15 ìîíîìåðíûõ åäèíèö. Îáíàðóæå-
íû è îõàðàêòåðèçîâàíû äâà ðàíåå íåèçâåñòíûõ ïðîìåæóòî÷íûõ ñîñòîÿíèÿ, ïðåäøåñòâóþùèõ ïîëíîìó
ðàçâîðà÷èâàíèþ ìàêðîìîëåêóëû áåëêà è îáðàçîâàíèþ èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà. Ïðåäëîæåíà ïðèíöè-
ïèàëüíî íîâàÿ ñõåìà ïðîöåññîâ ñâîðà÷èâàíèÿ—ðàçâîðà÷èâàíèÿ àêòèíà. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè÷èíîé ðÿäà
àíîìàëüíûõ ÿâëåíèé, èìåþùèõ ìåñòî â ðàñòâîðàõ àêòèíà, ñîäåðæàùèõ ìàëûå êîíöåíòðàöèè GdnHCl, ÿâ-
ëÿåòñÿ ñïåöèôè÷åñêîå âçàèìîäåéñòâèå àêòèíà ñ äåíàòóðàíòîì.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àêòèí, ôîëäèíã áåëêîâ, ïðîìåæóòî÷íûå ñîñòîÿíèÿ, êèíåòèêà äåíàòóðàöèè,
ñîáñòâåííàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ áåëêîâ, èíàêòèâèðîâàííûé àêòèí.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÍÑ — 1-àíèëèíîíàôòàëèí-8-ñóëüôîíàò, ÊÄ — êðóãîâîé äèõðîèçì,
GdnHCl — ãóàíèäèíãèäðîõëîðèä, I — èíàêòèâèðîâàííûé àêòèí, N — íàòèâíûé àêòèí, U — ïîëíîñòüþ
ðàçâåðíóòîå ñîñòîÿíèå àêòèíà, U* — ñóùåñòâåííî ðàçâåðíóòûé êèíåòè÷åñêèé èíòåðìåäèàò àêòèíà.

Âûÿâëåíèå è õàðàêòåðèñòèêà ñâîéñòâ ïðîìåæóòî÷-
íûõ ÷àñòè÷íî ñâåðíóòûõ è íåïðàâèëüíî ñâåðíóòûõ ñî-
ñòîÿíèé, âîçíèêàþùèõ â ïðîöåññå ñâîðà÷èâàíèÿ—ðàçâî-
ðà÷èâàíèÿ áåëêîâ, ÿâëÿþòñÿ îñíîâíûì ïîäõîäîì ïðè
ïðîâåäåíèè èññëåäîâàíèé, íàïðàâëåííûõ íà óñòàíîâëå-
íèå ìåõàíèçìîâ ñâîðà÷èâàíèÿ ïîëèïåïòèäíîé öåïè â
óíèêàëüíóþ ñòðóêòóðó, îáåñïå÷èâàþùóþ âûïîëíåíèå
áåëêîì åãî áèîëîãè÷åñêîé ôóíêöèè. Ñòàáèëèçàöèÿ
ñòðóêòóðû íåïðàâèëüíî ñâåðíóòûõ ñîñòîÿíèé, âîçíèêà-
þùèõ â ïðîöåññå ñâîðà÷èâàíèÿ—ðàçâîðà÷èâàíèÿ áåë-
êîâ, ÷àñòî îñóùåñòâëÿåòñÿ çà ñ÷åò èõ àññîöèàöèè è àãðå-
ãàöèè. Ïðè ýòîì ìîãóò âîçíèêàòü êàê íåóïîðÿäî÷åííûå
àìîðôíûå àãðåãàòû, òàê è óïîðÿäî÷åííûå ñòðóêòóðû —
àìèëîèäíûå ôèáðèëëû (De Young et al., 1993; Fink,
1995a, 1998; Kelly, 2000). Èçó÷åíèå ñòðóêòóðû è ïóòåé
îáðàçîâàíèÿ äåíàòóðèðîâàííûõ ÷àñòè÷íî ñâåðíóòûõ àã-
ðåãèðîâàííûõ (àññîöèèðîâàííûõ) ôîðì áåëêîâ âàæíû
äëÿ ðåøåíèÿ ôóíäàìåíòàëüíîé ïðîáëåìû ôîëäèíãà áåë-
êà. Êðîìå òîãî, òàêèå èññëåäîâàíèÿ èìåþò ïðàêòè÷åñêîå
çíà÷åíèå äëÿ ìåäèöèíû â ñâÿçè ñ ñóùåñòâîâàíèåì çàáî-
ëåâàíèé, ñâÿçàííûõ ñ íàðóøåíèåì ôîëäèíãà áåëêîâ (òàê
íàçûâàåìûå êîíôîðìàöèîííûå áîëåçíè) (Harper, Lans-
bury, 1997; Kelly, 1997; Carrell, Gooptu, 1998; Fink, 1998;

Hashimoto, Masliah, 1999; Koo et al., 1999; Uversky et al.,
1999), à òàêæå äëÿ áèîòåõíîëîãèè â ñâÿçè ñ íåîáõîäèìî-
ñòüþ àíàëèçà ïðè÷èí âîçíèêíîâåíèÿ íåïðàâèëüíî ñâåð-
íóòûõ àãðåãèðîâàííûõ ôîðì ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ è
èõ àêêóìóëÿöèè â òåëàõ âêëþ÷åíèÿ (Frankel et al., 1990;
Speed et al., 1996).

Áîëüøèíñòâî èññëåäîâàíèé ïî èçó÷åíèþ ôîëäèíãà
áåëêîâ âûïîëíåíî íà íåáîëüøèõ îäíîäîìåííûõ áåëêàõ,
äëÿ êîòîðûõ ïðîöåññ ðàçâîðà÷èâàíèÿ ÿâëÿåòñÿ îáðà-
òèìûì. Àêòóàëüíûì ÿâëÿåòñÿ èçó÷åíèå ïóòåé ñâî-
ðà÷èâàíèÿ áîëåå ñëîæíûõ ìóëüòèäîìåííûõ áåëêîâ, à
òàêæå âîçíèêàþùèõ ïðè ýòîì ïðîìåæóòî÷íûõ è íå-
ïðàâèëüíî ñâåðíóòûõ àãðåãèðîâàííûõ ôîðì áåëêîâ.
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå îáîáùåíû ðåçóëüòàòû èçó÷åíèÿ ïðî-
öåññîâ ñâîðà÷èâàíèÿ—ðàçâîðà÷èâàíèÿ àêòèíà, ïðåä-
ñòàâëÿþùåãî ñîáîé ÷ðåçâû÷àéíî èíòåðåñíóþ ìîäåëü
äëÿ òàêîãî ðîäà èññëåäîâàíèé. Ïîñêîëüêó çíà÷èòåëü-
íàÿ ÷àñòü ýòèõ èññëåäîâàíèé âûïîëíåíà ñ èñïîëüçîâàíè-
åì ìåòîäà ñîáñòâåííîé ÓÔ-ôëóîðåñöåíöèè, â ðàáîòå
òàêæå ïðîâåäåí ïîäðîáíûé àíàëèç ñâîéñòâ ìèêðîîêðó-
æåíèÿ è îñîáåííîñòåé ëîêàëèçàöèè òðèïòîôàíîâûõ
îñòàòêîâ, îòâåòñòâåííûõ çà ñîáñòâåííóþ ôëóîðåñöåí-
öèþ àêòèíà.
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Ñîáñòâåííàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ íàòèâíîãî àêòèíà.
Ìèêðîîêðóæåíèå òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ

Àêòèí — îäèí èç îñíîâíûõ áåëêîâ ñèñòåìû ìûøå÷-
íîãî ñîêðàùåíèÿ è öèòîñêåëåòà ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê
(Sheterline et al., 1998; Pollard et al., 2000). Ãëîáóëà G-àê-
òèíà ñôîðìèðîâàíà îäíîé ïîëèïåïòèäíîé öåïüþ, ñîñ-
òîÿùåé èç 375 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ. Ïðè íèçêîé
èîííîé ñèëå àêòèí ÿâëÿåòñÿ ìîíîìåðîì (G-àêòèí), â ïðè-
ñóòñòâèè íåéòðàëüíûõ ñîëåé îí ïîëèìåðèçóåòñÿ ñ îáðà-
çîâàíèåì äâóõíèòåâîé ñïèðàëè (ôèáðèëëÿðíûé, èëè
F-àêòèí). F-àêòèí ÿâëÿåòñÿ îñíîâíûì êîìïîíåíòîì òîí-
êèõ ôèëàìåíòîâ ìûøå÷íîé òêàíè. Òðåõìåðíàÿ ñòðóêòóðà
áûëà îïðåäåëåíà äëÿ àêòèíà â êîìïëåêñå ñ áåëêàìè,
ïðåäîòâðàùàþùèìè åãî ïîëèìåðèçàöèþ, — ÄÍÊàçîé I
(Kabsch et al., 1990), ãåëüçîëèíîì (McLaughlin et al.,
1993; Robinson et al., 1999) è ïðîôèëèíîì (Schutt et al.,
1993), à òàêæå äëÿ ÀÄÔ-àêòèíà, ìîäèôèöèðîâàí-
íîãî òåòðàìåòèëðîäàìèí-5-ìàëåìèäîì (Otterbein et al.,
2001). Ïî äàííûì ðåíòãåíîñòðóêòóðíîãî àíàëèçà êîì-
ïëåêñà G-àêòèíà ñ ÄÍÊàçîé I, ìîëåêóëà àêòèíà ñîñ-
òîèò èç äâóõ äîìåíîâ, åå îáùèé ðàçìåð ñîñòàâëÿåò
5.5 � 5.5 � 3.5 íì (ðèñ. 1). Êàê N-, òàê è Ñ-êîíåö ïîëè-
ïåïòèäíîé öåïè íàõîäÿòñÿ â ìàëîì äîìåíå. Êàæäûé äî-
ìåí ñîñòîèò èç äâóõ ñóáäîìåíîâ. Ìàëûé äîìåí â ñâîþ
î÷åðåäü ñîñòîèò èç ñóáäîìåíà I (îñòàòêè 1—32, 70—144

è 338—372) è ñóáäîìåíà II (îñòàòêè 33—69), à áîëüøîé
äîìåí — èç ñóáäîìåíà III (îñòàòêè 145—180 è 270—337)
è ñóáäîìåíà IV (îñòàòêè 181—269). Ýëåìåíòàìè ñòðóê-
òóðû ìàëîãî äîìåíà ÿâëÿþòñÿ ïÿòü â-ñêëàä÷àòûõ ñòðóê-
òóð, îêðóæåííûõ ïÿòüþ á-ñïèðàëÿìè (â ñóáäîìåíå I), è
òðè àíòèïàðàëëåëüíûõ â-ñêëàä÷àòûõ ëèñòà ñ á-ñïèðà-
ëüþ, ñîåäèíÿþùåé êîíöû äâóõ â-ëèñòîâ (â ñóáäîìåíå
II). Â ñóáäîìåíå III áîëüøîãî äîìåíà èìååòñÿ ïÿòü
â-ñêëàä÷àòûõ ñòðóêòóð, îêðóæåííûõ òðåìÿ á-ñïèðàëÿìè,
â ñóáäîìåíå IV — äâà àíòèïàðàëëåëüíûõ â-ñëîÿ è ÷åòû-
ðå á-ñïèðàëè. Äîìåíû ðàçäåëåíû ãëóáîêîé ùåëüþ.
Â ùåëè ìåæäó äîìåíàìè ðàñïîëîæåíû îäíà ìîëåêóëà
ÀÒÔ (èëè ÀÄÔ) è ïðî÷íî ñâÿçàííûé äâóõâàëåíòíûé êà-
òèîí Mg2+ (ðèñ. 1). In vitro Mg2+ îáû÷íî çàìåùåí íà Ca2+.

Â íàòèâíîì ñîñòîÿíèè àêòèí èìååò îòíîñèòåëüíî êî-
ðîòêîâîëíîâûé ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè (ðèñ. 2) ñ ìàêñè-
ìóìîì ïðè äëèíå âîëíû 325 íì (Turoverov et al., 1976).
Ëèøü íåìíîãèå èç èçó÷åííûõ òðèïòîôàíñîäåðæàùèõ
áåëêîâ, íàïðèìåð àçóðèí Pseudomonas aeruginosa (Finaz-
zi-Argo et al., 1970), ÐÍÊàçà T1 (Yamamoto, Tanaka,
1970), ÐÍÊàçà Ñ2 (Agekyan et al., 1988) è ïàðâàëüáóìèí
ìåðëàíãà (Permyakov et al., 1980), èìåþò áîëåå êîðîòêî-
âîëíîâûé ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè.

Êàê èçâåñòíî, ïîëîæåíèå è ôîðìà ñïåêòðà ôëóîðåñ-
öåíöèè áåëêà îïðåäåëÿþòñÿ íàëîæåíèåì ñïåêòðîâ ôëóî-
ðåñöåíöèè îòäåëüíûõ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ — èõ ïî-
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Ðìñ. 1. Ïðîñòðàíñòâåííàÿ ñòðóêòóðà ìîëåêóëû àêòèíà.

Ïîêàçàíû òðèïòîôàíîâûå îñòàòêè (êðàñíûì), òèðîçèíîâûå îñòàòêè (ñèíèì), êàòèîí Ca2+ (æåëòûì) è ìîëåêóëà ÀÒÔ (çåëåíûì). Ðèìñêèå öèôðû —
ñóáäîìåíû àêòèíà. Ðèñ. 1, 4 è 5 ïîñòðîåíû íà îñíîâå äàííûõ Protein Data Bank (Bernstein et al., 1977), ôàéë 1ATN.ent (Kabsch et al., 1990). Ïðè ïîäãîòîâ-

êå ðèñóíêà èñïîëüçîâàëè ãðàôè÷åñêèå ïðîãðàììû VMD (Humphrey et al., 1996) è Raster 3D (Merritt, Bacon, 1977).



ëîæåíèåì â øêàëå äëèí âîëí è îòíîñèòåëüíûì âêëàäîì
â ñóììàðíîå ñâå÷åíèå. Àêòèí ñîäåðæèò ÷åòûðå òðèïòî-
ôàíîâûõ îñòàòêà, êîòîðûå ðàñïîëîæåíû â ñóáäîìåíå I.
Òðèïòîôàíîâûå îñòàòêè Trp 79, Trp 86 è Trp 340 âõîäÿò â
ñîñòàâ á-ñïèðàëåé, îáðàçîâàííûõ îñòàòêàìè Trp 79—
Asn 92 è Ser 338—Ser 348. Òðèïòîôàíîâûé îñòàòîê Trp
356 ðàñïîëîæåí â íåñòðóêòóðèðîâàííîé îáëàñòè ìåæäó
á-ñïèðàëüíûìè ó÷àñòêàìè, îáðàçîâàííûìè îñòàòêàìè
Ser 350—Met 355 è Lys 359—Ala 365.

Ïîëîæåíèå ñïåêòðîâ ôëóîðåñöåíöèè îòäåëüíûõ
òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ çàâèñèò îò ïîëÿðíîñòè èõ ìèê-
ðîîêðóæåíèÿ è åãî ñïîñîáíîñòè ðåëàêñèðîâàòü çà âðåìÿ
æèçíè ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíîâîãî îñòàòêà. Íåîáõî-
äèìî ó÷èòûâàòü, ÷òî ïîëÿðíîñòü ìèêðîîêðóæåíèÿ òðèï-
òîôàíîâîãî îñòàòêà îïðåäåëÿåòñÿ íå òîëüêî åãî äîñòóï-
íîñòüþ äëÿ ìîëåêóë ðàñòâîðèòåëÿ, íî è ñîáñòâåííûìè
ïîëÿðíûìè ãðóïïàìè áåëêà, âõîäÿùèìè â ñîñòàâ ìèêðî-
îêðóæåíèÿ. Êîðîòêîâîëíîâûé ñïåêòð áåëêà ìîæåò ïîÿâ-
ëÿòüñÿ â äâóõ ñëó÷àÿõ: åñëè òðèïòîôàíîâûé îñòàòîê ðàñ-
ïîëîæåí â ãèäðîôîáíîì ìèêðîîêðóæåíèè (âíå çàâèñè-
ìîñòè îò ðåëàêñàöèîííûõ ñâîéñòâ ïîñëåäíåãî) ëèáî çà
ñ÷åò æåñòêîñòè ìèêðîîêðóæåíèÿ, åñëè äàæå îíî ïîëÿð-
íîå. Â ïîñëåäíåì ñëó÷àå èçëó÷åíèå ïðîèñõîäèò èç
íåðàâíîâåñíîãî ñîñòîÿíèÿ, íå îòâå÷àþùåãî ìèíèìóìó
ýíåðãèè âçàèìîäåéñòâèÿ ñî ñðåäîé.

Àíàëèç ìèêðîîêðóæåíèÿ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ
àêòèíà áûë âûïîëíåí ñ èñïîëüçîâàíèåì äàííûõ î ïðî-
ñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðå àêòèíà â êîìïëåêñå ñ ÄÍÊà-
çîé I (ôàéë Pdb 1atn.ent â Protein Data Bank; Bernstein et
al., 1977; Kabsch et al., 1990). Ïðè ýòîì íàìè áûëî ñäåëà-
íî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ïðîñòðàíñòâåííûå ñòðóêòó-
ðû ñâîáîäíîãî àêòèíà è àêòèíà â êîìïëåêñå ñ ÄÍÊàçîé I
ñîâïàäàþò. Çà ìèêðîîêðóæåíèå òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ
áûëà ïðèíÿòà ñîâîêóïíîñòü âñåõ àòîìîâ, óäàëåííûõ îò
ãåîìåòðè÷åñêîãî öåíòðà èíäîëüíîãî êîëüöà íà ðàññòîÿ-
íèè r, ìåíüøå íåêîòîðîãî çàäàííîãî çíà÷åíèÿ r0. Äëÿ
òîãî ÷òîáû ïðè àíàëèçå íàâåðíÿêà ó÷åñòü âñå àòîìû, êîí-
òàêòèðóþùèå ñ èíäîëüíûì êîëüöîì, âåëè÷èíà r0 áûëà
âûáðàíà ðàâíîé 7 Å (Turoverov et al., 1985; Êóçíåöîâà,
Òóðîâåðîâ, 1998). Àíàëèç ìèêðîîêðóæåíèÿ êàæäîãî
òðèïòîôàíîâîãî îñòàòêà ïîçâîëèë âûÿâèòü âñå ãðóïïû
áîêîâûõ öåïåé áåëêà, êîòîðûå ìîãóò âëèÿòü íà èõ ôëóî-
ðåñöåíòíûå ñâîéñòâà (òàáë. 1).

Îäíèì èç ïàðàìåòðîâ ìèêðîîêðóæåíèÿ, ñóùåñòâåí-
íûì äëÿ àíàëèçà ôëóîðåñöåíòíûõ ñâîéñòâ, ÿâëÿåòñÿ
ïëîòíîñòü óïàêîâêè âõîäÿùèõ â åãî ñîñòàâ àòîìîâ. Ìåðà
ïëîòíîñòè óïàêîâêè àòîìîâ ìèêðîîêðóæåíèÿ îïðåäåëÿ-
åòñÿ êàê ÷èñëî àòîìîâ, âõîäÿùèõ â åãî ñîñòàâ, èëè îòíî-
øåíèå îáúåìà, çàíèìàåìîãî àòîìàìè ìèêðîîêðóæåíèÿ, ê
îáùåìó îáúåìó ñôåðû ñ ðàäèóñîì 7 Å:

d = ÓVi/V0. (1)

Îáúåì êàæäîãî àòîìà îïðåäåëÿëñÿ íà îñíîâàíèè èç-
âåñòíûõ Âàí-äåð-Âààëüñîâûõ ðàäèóñîâ, ïðè ýòîì ó÷èòû-
âàëàñü ëèøü òà ÷àñòü îáúåìà, êîòîðàÿ ïîïàäàëà â ñôåðó ñ
ðàäèóñîì 7 Å. Êîíå÷íî, òàêîå ðàññìîòðåíèå íå ñîâñåì
òî÷íî, òàê êàê àòîìû îáðàçóþò äðóã ñ äðóãîì õèìè÷å-
ñêèå ñâÿçè è, ñëåäîâàòåëüíî, çàíèìàþò ìåíüøèé îáúåì.
Òåì íå ìåíåå äëÿ ñðàâíèòåëüíîé îöåíêè ïëîòíîñòè óïà-
êîâêè ìèêðîîêðóæåíèÿ ðàçíûõ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ
äàííîå îáñòîÿòåëüñòâî íå ÿâëÿåòñÿ ñóùåñòâåííûì.

Îáû÷íî ïðèíèìàåòñÿ, ÷òî ôëóîðåñöåíòíûå õàðàêòå-
ðèñòèêè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ çàâèñÿò îò èõ äîñòóï-
íîñòè äëÿ ðàñòâîðèòåëÿ. Äîñòóïíîñòü òðèïòîôàíîâûõ

îñòàòêîâ äëÿ ìîëåêóë ðàñòâîðèòåëÿ çàâèñèò íå òîëüêî îò
ïëîòíîñòè óïàêîâêè ìèêðîîêðóæåíèÿ òðèïòîôàíîâî-
ãî îñòàòêà, íî òàêæå îò åãî ëîêàëèçàöèè â ìàêðîìîëåêóëå
áåëêà. Äîñòóïíîñòü òðèïòîôàíîâîãî îñòàòêà çàâèñèò îò
òîãî, ðàñïîëîæåí îí â öåíòðå ìàêðîìîëåêóëû áåëêà èëè
íà åå ïåðèôåðèè. Äëÿ îöåíêè äîñòóïíîñòè òðèïòîôàíîâî-
ãî îñòàòêà äëÿ ìîëåêóë ðàñòâîðèòåëÿ ðàññ÷èòûâàëè ðàäè-
àëüíóþ çàâèñèìîñòü ïëîòíîñòè óïàêîâêè àòîìîâ âîêðóã
ãåîìåòðè÷åñêîãî öåíòðà òðèïòîôàíîâîãî îñòàòêà:

d r
V r r r

V r r r

i
( )

( , )

( , )
,=

+
+

∑ ∆
∆

0

(2)

ãäå V0(r, r + Är) — îáúåì øàðîâîãî ñëîÿ ñôåðû, íàõîäÿ-
ùåãîñÿ íà ðàññòîÿíèè r îò ãåîìåòðè÷åñêîãî öåíòðà èí-
äîëüíîãî êîëüöà, Är — òîëùèíà ñëîÿ, Vi — ÷àñòü îáúåìà
i-òîãî àòîìà, âõîäÿùåãî â øàðîâîé ñëîé.

Àíàëèç òðåõìåðíîé ñòðóêòóðû àêòèíà ïîêàçàë, ÷òî
ïëîòíîñòü óïàêîâêè ìèêðîîêðóæåíèÿ îòäåëüíûõ òðèï-
òîôàíîâûõ îñòàòêîâ ðàçëè÷àåòñÿ çíà÷èòåëüíî. Äåéñò-
âèòåëüíî, â ñôåðå ðàäèóñà 7 Å ñ öåíòðîì, ñîâïàäàþùèì
ñ ãåîìåòðè÷åñêèì öåíòðîì èíäîëüíîãî êîëüöà, ñî-
äåðæèòñÿ 50, 61, 78 è 69 àòîìîâ áåëêà äëÿ òðèïòîôàíî-
âûõ îñòàòêîâ Trp 79, Trp 86, Trp 340 è Trp 356 ñîîòâåòñò-
âåííî (òàáë. 2). Äëÿ ñðàâíåíèÿ îòìåòèì, ÷òî ìèêðîîêðó-
æåíèå âíóòðåííåãî òðèïòîôàíîâîãî îñòàòêà àçóðèíà
(Turoverov et al., 1985), èìåþùåãî óíèêàëüíî êîðîòêî-
âîëíîâûé ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè ñ ëmax = 308 íì (Finaz-
zi-Argo et al., 1970), ñîäåðæèò 71 àòîì. Òàêèì îáðàçîì,
òðèïòîôàíîâûå îñòàòêè àêòèíà Trp 340 è Trp 356 èìåþò
ìèêðîîêðóæåíèå î÷åíü âûñîêîé ïëîòíîñòè (d = 0.84 è
0.76). È õîòÿ ýòè îñòàòêè ðàñïîëîæåíû íå â öåíòðå áåëêî-
âîé ìîëåêóëû, à áëèæå ê åå ïåðèôåðèè, î ÷åì ñâèäåòåëü-
ñòâóåò ðåçêîå óìåíüøåíèå âåëè÷èíû d ñ óâåëè÷åíèåì r
(ðèñ. 3), îíè, ïî-âèäèìîìó, íåäîñòóïíû äëÿ ìîëåêóë ðàñò-
âîðèòåëÿ.

Îòëè÷èòåëüíîé îñîáåííîñòüþ ìèêðîîêðóæåíèÿ Trp
340 è Trp 356 ÿâëÿåòñÿ íàëè÷èå àðîìàòè÷åñêèõ êîëåö òè-
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Ðèñ. 2. Ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè íàòèâíîãî (N), èíàêòèâèðîâàí-
íîãî (I), è ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîãî (U) àêòèíà. ëâîçá. = 297 íì.
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Ò à á ë è ö à 1

Áëèæàéøèå ê èíäîëüíîìó êîëüöó àòîìû ìèêðîîðóæåíèÿ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ àêòèíà

Îñòàòîê Àòîì
Áëèæàéøèé

àòîì èíäîëüíîãî
êîëüöà

Ðàññòîÿíèå
ìåæäó àòîìàìè,

Å
Îñòàòîê Àòîì

Áëèæàéøèé
àòîì èíäîëüíîãî

êîëüöà

Ðàññòîÿíèå
ìåæäó àòîìàìè,

Å

Trp 79 Trp 86

Ile 122 CD1 CE3 3.58 Asn 12 OD1 NE1 2.92

Asn 115 O CH2 3.63 Met 123 CE CD2 3.35

Asn 115 CG CZ2 3.73 Asn 12 CG NE1 3.77

Ile 76 CG2 Cntr 3.76 Met 82 CG CH2 3.84

Ile 76 CD1 CZ3 3.76 Met 82 CE NE1 3.85

Lys 118 CG Cntr 3.78 Met 119 CB CH2 3.87

Asn 115 ND2 CZ2 3.81 Glu 83 CA CE3 3.92

Met 119 N CZ3 3.81 Phe 127 CE2 CE3 3.95

Lys 118 CB CH2 3.9 Asn 12 ND2 NE1 3.99

Asn 115 CB CH2 3.92 Cys 10 SG NE1 4.04

Ile 76 CB CH2 3.93 Ile 122 CG2 CZ3 4.12

Met 119 CB CZ3 3.94 Glu 83 N CE3 4.15

Asn 115 CF CH2 3.97 Ile 76 CD1 CH2 4.19

Met 119 CF CZ3 4.06 Met 82 C CE3 4.19

Ile 76 O CZ2 4.09 Ile 85 C CG 4.28

Asn 115 OD1 CZ2 4.12 His 87 N CG 4.48

Asn 78 C CG 4.13 Thr 89 OG1 CD1 4.48

Asn 115 C CH2 4.21 Met 82 SD CZ2 4.85

Lys 118 NZ CG 4.55 Met 119 SD CH2 5.15

Met 119 SD CH2 4.91 Met 123 SD CE3 5.08

Trp 340 Trp 356

Val 9 O NE1 2.81 Gln 353 O CD1 3.29

Lys 18 O CD1 3.36 Met 132 O CE3 3.4

Ala 26 C CZ3 3.48 Phe 352 CE2 CE2 3.42

Phe 21 O CH2 3.49 Gln 353 CA CD1 3.51

Gly 20 CA CZ2 3.57 Phe 352 CD2 NE1 3.53

Ala 19 CA NE1 3.58 Met 132 C CE3 3.57

Ala 26 O CZ3 3.59 Phe 352 O CD1 3.67

Val 9 CB NE1 3.63 Thr 103 O CZ3 3.68

Val 9 CG1 NE1 3.63 Thr 103 C CZ3 3.75

Val 9 C NE1 3.64 Met 132 CA CE3 3.78

Gly 20 C CZ2 3.66 Gln 353 C CD1 3.82

Lys 18 C CD1 3.67 Tyr 133 CB CE3 3.87

Ala 19 N NE1 3.71 Thr 103 N CZ3 3.9

Ala 19 C NE1 3.71 Pro 102 CB CH2 3.91

Pro 27A N CE3 3.71 Leu 104 N CZ3 3.92

Pro 27A CD CE3 3.73 Met 132 N CE3 3.93

Ile 341 N CE3 3.73 Ala 7 CB CZ2 4.1

Gly 20 N CZ2 3.74 Tyr 133 N CZ3 4.12

Ser 344 OG CZ3 3.95 Asp 3 OD2 NE1 5.42

Asp 24 OD2 CH2 4.59 Asp 3 OD1 NE1 5.56

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ïîëóæèðíûì øðèôòîì âûäåëåíû ïîëÿðíûå ãðóïïû áîêîâûõ öåïåé.



ðîçèíîâîãî è ôåíèëàëàíèíîâîãî îñòàòêîâ è êîëåö ïðîëè-
íà (òàáë. 2; ðèñ. 4). Ôåíîëüíîå êîëüöî Tyr 337 è êîëüöî
Pro 27 íàõîäÿòñÿ â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè îò îñòàò-
êà Trp 340, à àðîìàòè÷åñêèå êîëüöà Phe 352 è Tyr 133 è
êîëüöî Pro 102 âõîäÿò â ñîñòàâ ìèêðîîêðóæåíèÿ òðèïòî-
ôàíîâîãî îñòàòêà Trp 356. Àíàëîãè÷íûå êëàñòåðû àðîìà-
òè÷åñêèõ îñòàòêîâ áûëè îáíàðóæåíû â ðÿäå áåëêîâ (àçó-
ðèí, ðèáîíóêëåàçà T1, L-àñïàðàãèíàçà), ñîäåðæàùèõ
îäèí òðèïòîôàíîâûé îñòàòîê, èìåþùèõ êîðîòêîâîëíî-
âûé ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè (Êóçíåöîâà, Òóðîâåðîâ,
1998). Î÷åíü áîëüøóþ ïëîòíîñòü ìèêðîîêðóæåíèÿ Trp
340 ìîæíî îáúÿñíèòü íàëè÷èåì ïðîëèíîâîãî îñòàòêà Pro
27, êîòîðûé íåïîñðåäñòâåííî ñ íèì êîíòàêòèðóåò.

Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî îñòàòîê Trp 340 ÿâëÿåòñÿ t-êîí-
ôîðìåðîì (÷1 = 1900, ÷2 = 890). Ýòî îòëè÷àåò åãî îò äðó-
ãèõ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ àêòèíà (òàáë. 2) è òðèïòî-
ôàíîâûõ îñòàòêîâ ìíîãèõ äðóãèõ áåëêîâ (Êóçíåöîâà, Òó-
ðîâåðîâ, 1998). Òàêàÿ æå êîíôîðìàöèÿ áîêîâîé öåïè
áûëà îáíàðóæåíà äëÿ âíóòðåííèõ òðèïòîôàíîâûõ îñòàò-
êîâ ñ î÷åíü êîðîòêîâîëíîâûì ñïåêòðîì ôëóîðåñöåíöèè,
òàêèõ êàê Trp 48 àçóðèíà è Trp 59 ðèáîíóêëåàçû T1, è
äëÿ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ, äîñòóïíûõ äëÿ ðàñòâîðè-
òåëåé, òàêèõ êàê Trp 25 ãëþêàãîíà è Trp 19 ìåëèòòèíà
(Êóçíåöîâà, Òóðîâåðîâ, 1998). Ïî-âèäèìîìó, òàêàÿ êîí-
ôîðìàöèÿ áîêîâîé öåïè ÿâëÿåòñÿ íåíàïðÿæåííîé. Â òî
æå âðåìÿ ìèêðîîêðóæåíèå òðèïòîôàíîâîãî îñòàòêà Trp
340 õàðàêòåðèçóåòñÿ î÷åíü âûñîêîé ïëîòíîñòüþ. Ïëîò-
íîñòü óïàêîâêè ìèêðîîêðóæåíèÿ òðèïòîôàíîâîãî îñòàò-
êà Trp 340 äàæå áîëüøå, ÷åì ó òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ
Trp 48 àçóðèíà (d = 0.75) è Trp 59 ðèáîíóêëåàçû T1
(d = 0.80). Áîëåå òîãî, òîðñèîííûå êîëåáàíèÿ îñòàòêà Trp
340 îãðàíè÷åíû îñòàòêîì Pro 27, êîëüöî êîòîðîãî ðàñïî-
ëîæåíî ïðàêòè÷åñêè ïàðàëëåëüíî èíäîëüíîìó êîëüöó.
Âåñüìà âåðîÿòíî, ÷òî íåíàïðÿæåííàÿ êîíôîðìàöèÿ áîêî-
âîé öåïè îñòàòêà Trp 340, òàê æå êàê è íàëè÷èå àðîìàòè-

÷åñêèõ êîëåö òèðîçèíîâîãî, ôåíèëàëàíèíîâîãî è ïðîëèíî-
âîãî îñòàòêîâ â ìèêðîîêðóæåíèè Trp 340, ñóùåñòâåííà äëÿ
ôîðìèðîâàíèÿ êîðîòêîâîëíîâîãî ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè
àêòèíà.

Îñòàòîê Trp 86 èìååò ìåíüøóþ ïëîòíîñòü óïàêîâêè
ìèêðîîêðóæåíèÿ, ÷åì Trp 340 è Trp 356 (òàáë. 2), îäíàêî
îí íàõîäèòñÿ äàëåêî îò ïåðèôåðèè ìàêðîìîëåêóëû áåë-
êà è ïîýòîìó òàêæå íåäîñòóïåí äëÿ ìîëåêóë ðàñòâîðèòå-

Ôèçèêî-õèìè÷åñêèå ñâîéñòâà àêòèíà â ðàçëè÷íûõ ñòðóêòóðíûõ ñîñòîÿíèÿõ 957

Ò à á ë è ö à 2

Õàðàêòåðèñòèêè ìèêðîîêðóæåíèÿ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ è êîíôîðìàöèè èõ áîêîâûõ öåïåé â àêòèíå

Òðèïòî-
ôàíîâûé
îñòàòîê

Êîíôîðìàöèÿ áîêîâîé öåïè
Trp-îñòàòêà è ïëîòíîñòü óïàêîâêè

àòîìîâ åãî ìèêðîîêðóæåíèÿ

Àðîìàòè÷åñêèå êîëüöà
è îñòàòêè Pro â ìèêðîîêðóæå-

íèè Trp-îñòàòêà n

Ïåïòèäíûå ñâÿçè,
âõîäÿùèå â ìèêðîîêðóæåíèå Trp-îñòàòêîâ

N d χ1 χ 2 îñòàòîê R àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè, îáðàçóþùèå ñâÿçü

Trp 79 50 0.60 295 95 Trp 86 6.4—10.6 4 Ile 76—Thr 77; Thr 77—Asn 78; Asn 78—Trp 79;
Trp 79—Asn 80

Trp 86 61 0.70 282 325 Trp 79 6.7—8.9 4 Met 82—Gly 83; Gly 83—Lys 84; Ile 85—Trp 86;
Trp 86—His 87Phe 90 6.2—8.0

Phe 127 5.1—7.5

Trp 340 78 0.84 190 89 Phe 21 8.5—9.4 11 Val 9—Cys 10; Lys 18—Ala 19; Ala 19—Gly 20;
Gly 20—Phe 21; Phe 21—Ala 22;
Asp 25—Ala 26; Ala 26—Pro 27;
Pro 27—Arg 28; Val 339—Trp 340;
Trp 340—Ile 341; Ile 341—Gly342

Pro 27 3.9—4.8

Tyr 337 6.8—9.4

Trp 356 69 0.76 282 15 Pro 102 4.1—6.2 6 Pro 102—Thr 103; Thr 103—Leu 104;
Ala 131—Met 132; Met 132—Tyr 133;
Met 355—Trp 356; Trp 356—Ile 357

Pro 130 8.0—9.2

Tyr 133 5.8—9.0

Phe 352 3.5—6.0

Ï ð è ì å ÷ à í è å. N — ÷èñëî àòîìîâ, âõîäÿùèõ â ñîñòàâ ìèêðîîêðóæåíèÿ; d — ïëîòíîñòü óïàêîâêè àòîìîâ ìèêðîîêðóæåíèÿ;χ1 èχ 2 — óãëû (ãðàä),
õàðàêòåðèçóþùèå êîíôîðìàöèþ áîêîâîé öåïè òðèïòîôàíîâîãî îñòàòêà; n — ÷èñëî ïåïòèäíûõ ñâÿçåé, âõîäÿùèõ â ìèêðîîêðóæåíèå òðèïòîôàíîâûõ
îñòàòêîâ.

Ðèñ. 3. Ðàäèàëüíàÿ çàâèñèìîñòü ïëîòíîñòè óïàêîâêè àòîìîâ
ìàêðîìîëåêóëû àêòèíà îò ãåîìåòðè÷åñêèõ öåíòðîâ èíäîëüíûõ

êîëåö òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ.

Êðèâûå 1—4 — çàâèñèìîñòè äëÿ îñòàòêîâ Trp 79, Trp 86, Trp 340 è
Trp 356 ñîîòâåòñòâåííî. Äëÿ ñðàâíåíèÿ ïðèâåäåíû çàâèñèìîñòè: 5 — äëÿ
Trp 48 àçóðèíà (âíóòðåííåãî îñòàòêà) è 6 — Trp 19 ìåëëèòèíà (âíåøíåãî

îñòàòêà).



ëÿ (ðèñ. 3). Òàêèì îáðàçîì, åäèíñòâåííûì äîñòóïíûì
äëÿ ìîëåêóë ðàñòâîðèòåëÿ òðèïòîôàíîâûì îñòàòêîì ÿâ-
ëÿåòñÿ Trp 79.

Óñðåäíåííàÿ õàðàêòåðèñòèêà äîñòóïíîñòè òðèïòîôà-
íîâûõ îñòàòêîâ áåëêà äëÿ ðàñòâîðèòåëÿ áûëà ïîëó÷åíà â
ýêñïåðèìåíòàõ ïî òóøåíèþ ôëóîðåñöåíöèè âíåøíèì òó-
øèòåëåì (Eftink, Ghiron, 1981). Ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè
íèçêóþ ýôôåêòèâíîñòü òóøåíèÿ òðèïòîôàíîâîâîé ôëóî-
ðåñöåíöèè àêòèíà íåéòðàëüíûì òóøèòåëåì àêðèëàìèäîì
(Turoverov et al., 1999b). Íèçêîå çíà÷åíèå êîíñòàíòû òóøå-
íèÿ ôëóîðåñöåíöèè ãîâîðèò î ìàëîé äîñòóïíîñòè äëÿ ðàñ-
òâîðèòåëÿ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ, îòâåòñòâåííûõ çà ôëó-
îðåñöåíöèþ, ÷òî õîðîøî ñîãëàñóåòñÿ ñ êîðîòêîâîëíîâûì
ïîëîæåíèåì ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè. Òàêèì îáðàçîì, êî-
ðîòêîâîëíîâîå ïîëîæåíèå ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè, à òàêæå
íèçêóþ ýôôåêòèâíîñòü òóøåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè àêòèíà
íåéòðàëüíûì òóøèòåëåì àêðèëàìèäîì ìîæíî ïîíÿòü, òîëü-
êî åñëè ïðåäïîëîæèòü, ÷òî áîëåå äîñòóïíûé äëÿ ðàñòâîðè-
òåëÿ è èìåþùèé â ñâîåì ñîñòàâå ïîëÿðíûå ãðóïïû îñòàòîê
Trp 79 íå âíîñèò çíà÷èòåëüíîãî âêëàäà â èçëó÷åíèå.

Âêëàä îòäåëüíûõ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ â ñîáñò-
âåííóþ ôëóîðåñöåíöèþ áåëêà îïðåäåëÿåòñÿ êâàíòîâûì
âûõîäîì ôëóîðåñöåíöèè êàæäîãî òðèïòîôàíîâîãî
îñòàòêà, êîòîðûé íåïîñðåäñòâåííî çàâèñèò îò ïðèñóòñò-
âèÿ âáëèçè íåãî òóøàùèõ ãðóïï àìèíîêèñëîòíîé öåïè è
îò ýôôåêòèâíîñòè áåçûçëó÷àòåëüíîãî ïåðåíîñà ýíåðãèè
ïî èíäóêòèâíî-ðåçîíàíñíîìó ìåõàíèçìó. Êîíôîðìàöèÿ
áîêîâîé öåïè òðèïòîôàíîâîãî îñòàòêà, ïîëÿðíîñòü åãî
ìèêðîîêðóæåíèÿ è äîñòóïíîñòü äëÿ ðàñòâîðèòåëÿ òàêæå
ìîãóò âëèÿòü íà âåëè÷èíó êâàíòîâîãî âûõîäà.

Êàðáîêñèëüíûå ãðóïïû àñïàðàãèíîâîé è ãëóòàìèíî-
âîé àìèíîêèñëîò â ïðîòîíèðîâàííîé ôîðìå, âåñüìà âå-
ðîÿòíî, ÿâëÿþòñÿ ýôôåêòèâíûìè òóøèòåëÿìè òðèïòîôà-
íîâîé ôëóîðåñöåíöèè è ïðè íåéòðàëüíûõ çíà÷åíèÿõ pH
íå ÿâëÿþòñÿ òàêîâûìè. Íè÷åãî íå èçâåñòíî î òóøàùåì
äåéñòâèè ãèäðîêñèëüíûõ ãðóïï ñåðèíà è òðåîíèíà. Ïîý-
òîìó, íåñìîòðÿ íà òî ÷òî àòîìû OD2 îñòàòêà Asp 24, OG
îñòàòêà Ser 344 è OD1 è OD2 îñòàòêà Asp 3 âõîäÿò â ñî-
ñòàâ ìèêðîîêðóæåíèÿ îñòàòêîâ Trp 340 è Trp 356

(òàáë. 1), ìàëîâåðîÿòíî, ÷òî ýòè àòîìû âëèÿþò íà ôëóî-
ðåñöåíòíûå ñâîéñòâà Trp 340 è Trp 356.

Ïðèâåäåííûé àíàëèç ìèêðîîêðóæåíèÿ òðèïòîôàíî-
âûõ îñòàòêîâ íå ó÷èòûâàåò íàëè÷èÿ áîëüøîãî êîëè÷åñò-
âà ïåïòèäíûõ ñâÿçåé â ìèêðîîêðóæåíèè (òàáë. 2). Èíòå-
ðåñíî, ÷òî íàèáîëüøåå ÷èñëî ïåïòèäíûõ ñâÿçåé áûëî îá-
íàðóæåíî â ìèêðîîêðóæåíèè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ
Trp 340 è Trp 356, êîòîðûå âíîñÿò ñóùåñòâåííûé âêëàä â
ñóììàðíóþ ôëóîðåñöåíöèþ àêòèíà. Ñëåäîâàòåëüíî, íå-
ñìîòðÿ íà òî ÷òî áûëî ïîêàçàíî òóøàùåå äåéñòâèå ïåï-
òèäíûõ ãðóïï íà ôëóîðåñöåíöèþ ìîäåëüíûõ ñîåäèíå-
íèé, ñîäåðæàùèõ èíäîëüíîå êîëüöî (Chen et al., 1996;
Chen, Barkley, 1998), ïîäòâåðæäåíèå òîãî, ÷òî ïåïòèä-
íûå ñâÿçè âëèÿþò íà âåëè÷èíó êâàíòîâîãî âûõîäà è ïî-
ëîæåíèå ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíîâûõ îñòàò-
êîâ â áåëêàõ, åùå íå ïîëó÷åíî.

Àíàëèç ñòðóêòóðû àêòèíà ïîêàçàë, ÷òî ìèêðîîêðóæå-
íèå Trp 79 è Trp 86 ñîäåðæèò àòîìû ñåðû, êîòîðûå, êàê
èçâåñòíî, ÿâëÿþòñÿ ýôôåêòèâíûìè âíóòðåííèìè òóøè-
òåëÿìè ôëóîðåñöåíöèè: àòîì ñåðû SD ìåòèîíèíà Met
119 âõîäèò â ñîñòàâ ìèêðîîêðóæåíèÿ Trp 79, â ñîñòàâ
ìèêðîîêðóæåíèÿ Trp 86 âõîäÿò àòîìû ñåðû SD îñòàòêîâ
Met 82, Met 119, Met 123 è SG îñòàòêà Cys 10 (òàáë. 1;
ðèñ. 4). Àíàëèç çàâèñèìîñòè êâàíòîâîãî âûõîäà ôëóî-
ðåñöåíöèè îò ñïåöèôè÷åñêèõ ñâîéñòâ ìèêðîîêðóæåíèÿ
òðèïòîôàíîâîãî îñòàòêà äëÿ áîëüøîãî êîëè÷åñòâà áåë-
êîâ ïîêàçàë, ÷òî ýôôåêòèâíîñòü òóøåíèÿ îïðåäåëÿåòñÿ
íå òîëüêî íàëè÷èåì òóøàùèõ ãðóïï âáëèçè èíäîëüíîãî
êîëüöà, íî è â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè îðèåíòàöèåé ýòèõ
ãðóïï îòíîñèòåëüíî èíäîëüíîãî êîëüöà òðèïòîôàíîâîãî
îñòàòêà (Êóçíåöîâà, Òóðîâåðîâ, 1998). Áîëüøîå ÷èñëî
àòîìîâ ñåðû âáëèçè èíäîëüíîãî êîëüöà Trp 86 è â îñî-
áåííîñòè íåïîñðåäñòâåííàÿ áëèçîñòü àòîìà ñåðû SG
îñòàòêà Cys 10 ê àòîìó NE1 èíäîëüíîãî êîëüöà îñòàòêà
Trp 86 (òàáë. 1; ðèñ. 4) ïîçâîëÿþò ñ÷èòàòü ýòîò òðèïòîôà-
íîâûé îñòàòîê ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ çàòóøåííûì.

Äîïîëíèòåëüíàÿ èíôîðìàöèÿ î âêëàäå îòäåëüíîãî
òðèïòîôàíîâîãî îñòàòêà âî ôëóîðåñöåíöèþ àêòèíà ìî-
æåò áûòü ïîëó÷åíà ïðè ðàñ÷åòå ýôôåêòèâíîñòè áåçûçëó-
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Ðèñ. 4. Îñîáåííîñòè ìèêðîîêðóæåíèÿ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ àêòèíà.

Àòîìû ñåðû öèñòåèíîâûõ è ìåòèîíèíîâûõ îñòàòêîâ â ñîñòàâå ìèêðîîêðóæåíèÿ Trp 79 è Trp 86 (à); àðîìàòè÷åñêèå îñòàòêè è ïðîëèí â íåïîñðåäñòâåí-
íîé áëèçîñòè ê Trp 340 (á) è Trp 356 (â).



÷àòåëüíîãî ïåðåíîñà ýíåðãèè ìåæäó ýòèìè òðèïòîôàíî-
âûìè îñòàòêàìè. Ðàññòîÿíèå ìåæäó ãåîìåòðè÷åñêèìè
öåíòðàìè èíäîëüíûõ êîëåö òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ è
èõ âçàèìíàÿ îðèåíòàöèÿ (ðèñ. 5) áûëè îïðåäåëåíû èñõî-
äÿ èç 3-ìåðíîé ñòðóêòóðû àêòèíà. Ýôôåêòèâíîñòü ïåðå-
íîñà îïðåäåëÿåòñÿ ñîîòíîøåíèåì (Forster, 1960)
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ãäå R0 — ðàññòîÿíèå ìåæäó äîíîðîì è àêöåïòîðîì, ïðè
êîòîðîì äëÿ ñèñòåìû ìîëåêóë äîíîðà è àêöåïòîðà, ó÷à-
ñòâóþùèõ â õàîòè÷åñêîì áðîóíîâñêîì äâèæåíèè, âåðî-
ÿòíîñòü ïåðåíîñà W = 0.5; R — ðàññòîÿíèå ìåæäó ãåî-
ìåòðè÷åñêèìè öåíòðàìè èíäîëüíûõ êîëåö äîíîðà è àê-
öåïòîðà; k2 — ôàêòîð, ó÷èòûâàþùèé âçàèìíóþ îðèåíòà-
öèþ äîíîðà è àêöåïòîðà:

k2 = (cosè – 3cosèAcos èD)2, (4)

ãäå è — óãîë ìåæäó íàïðàâëåíèÿìè îñöèëëÿòîðîâ èçëó-
÷åíèÿ è ïîãëîùåíèÿ ìîëåêóë äîíîðà è àêöåïòîðà ñîîò-
âåòñòâåííî, èA è èD — óãëû ìåæäó íàïðàâëåíèÿìè óêà-
çàííûõ îñöèëëÿòîðîâ è âåêòîðîì, ñîåäèíÿþùèì ýòè ìî-
ëåêóëû (Dale, Eisinger, 1974). Âåëè÷èíà R0 áûëà âçÿòà èç
ëèòåðàòóðû, îñòàëüíûå âåëè÷èíû îïðåäåëÿëè íà îñíîâà-
íèè êîîðäèíàò àòîìîâ (Turoverov et al., 1985; Êóçíåöîâà,
Òóðîâåðîâ, 1998). Ðàñ÷åò ïðîâîäèëè â ðàìêàõ ìîäåëè íå-
ïîäâèæíûõ, ñòðîãî îðèåíòèðîâàííûõ îñöèëëÿòîðîâ.
Âñëåäñòâèå íåîïðåäåëåííîñòè âåëè÷èíû êâàíòîâîãî âû-
õîäà äîíîðà è âåëè÷èíû èíòåãðàëà ïåðåêðûâàíèÿ ñïåê-
òðîâ ôëóîðåñöåíöèè äîíîðà è ïîãëîùåíèÿ àêöåïòîðà
çíà÷åíèÿ W äëÿ ïåðåíîñà ýíåðãèè Trp—Trp áûëè ðàññ÷è-
òàíû ïðè çíà÷åíèÿõ R0, ðàâíûõ 7.8 è 8.7 Å (Eisinger et al.,
1969; Steinberg, 1971). Áûëà óñòàíîâëåíà âûñîêàÿ ýôôåê-

òèâíîñòü áåçûçëó÷àòåëüíîãî ïåðåíîñà ýíåðãèè ìåæäó
îñòàòêàìè Trp 79 è Trp 86 (òàáë. 3). Ñëåäîâàòåëüíî, åñëè
äàæå Trp 79 íå çàòóøåí âõîäÿùèì â åãî ìèêðîîêðóæåíèå
àòîìîì ñåðû SD Met 119, îí äîëæåí èìåòü íèçêèé êâàí-
òîâûé âûõîä âñëåäñòâèå ýôôåêòèâíîãî ïåðåíîñà ýíåðãèè
íà òðèïòîôàíîâûé îñòàòîê Trp 86. Ïåðåíîñ ýíåðãèè ìåæ-
äó äðóãèìè ïàðàìè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ â àêòèíå
ìàëîýôôåêòèâåí (òàáë. 3).

Ñëåäîâàòåëüíî, ñîáñòâåííàÿ ÓÔ-ôëóîðåñöåíöèÿ àê-
òèíà â íàòèâíîì ñîñòîÿíèè îïðåäåëÿåòñÿ â îñíîâíîì
âíóòðåííèìè ìàëîäîñòóïíûìè äëÿ ðàñòâîðèòåëÿ òðèïòî-
ôàíîâûìè îñòàòêàìè Trp 340 è Trp 356, ìèêðîîêðóæåíèå
êîòîðûõ èìååò âûñîêóþ ïëîòíîñòü óïàêîâêè è ñôîðìèðî-
âàíî â îñíîâíîì íåïîëÿðíûìè ãðóïïàìè áåëêà (òàáë. 1,
2). Â òî æå âðåìÿ òðèïòîôàíîâûå îñòàòêè Trp 79 è Trp 86,
ðàñïîëîæåííûå â ïîëÿðíîì ìèêðîîêðóæåíèè, çàòóøåíû
è âíîñÿò ìèíèìàëüíûé âêëàä âî ôëóîðåñöåíöèþ àêòèíà.
Âñå çàêëþ÷åíèÿ î âêëàäå îòäåëüíûõ òðèïòîôàíîâûõ
îñòàòêîâ â îáùóþ ôëóîðåñöåíöèþ àêòèíà (Kuznetsova
et al., 1999c), ñäåëàííûå íàìè íà îñíîâàíèè àíàëèçà ïðî-
ñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðû àêòèíà, áûëè ïîëíîñòüþ ïîä-
òâåðæäåíû â ðàáîòå, ïîñâÿùåííîé ñðàâíèòåëüíîìó èçó-
÷åíèþ ôëóîðåñöåíòíûõ ñâîéñòâ ìóòàíòíûõ ôîðì äðîæ-
æåâîãî àêòèíà ñ àìèíîêèñëîòíûìè çàìåíàìè ïî òðèïòîôà-
íîâûì îñòàòêàì (Doyle et al., 2001).

Èíàêòèâèðîâàííûé àêòèí è åãî ñâîéñòâà

Îòùåïëåíèå êàòèîíà êàëüöèÿ ïðèâîäèò ê ïåðåõîäó
áåëêà â ñîñòîÿíèå, ïîëó÷èâøåå íàçâàíèå èíàêòèâèðîâàí-
íîãî àêòèíà, â êîòîðîì àêòèí íå ñïîñîáåí ê ïîëèìåðèçà-
öèè (Êóçíåöîâà è äð., 1998; Turoverov et al., 1999b).
Èíàêòèâèðîâàííûé àêòèí ìîæåò áûòü ïîëó÷åí òàêæå èç
íàòèâíîãî áåëêà â ðåçóëüòàòå òåïëîâîé äåíàòóðàöèè
(Nagy, Jencks, 1962; West et al., 1967; Nagy, Strzelec-
ka-Golaszewska, 1972; Strzelecka-Golaszewska et al., 1974,
1985; Contaxis et al., 1977; Òàòóíàøâèëè, Ïðèâàëîâ, 1984;
Kuznetsova et al., 1988; Bertazzon et al., 1990; Le Bihan,
Gicquaud, 1993; Êóçíåöîâà è äð., 1998; Turoverov et al.,
1999a; Schuler, 2000), ïîä âîçäåéñòâèåì óìåðåííûõ êîí-
öåíòðàöèé ìî÷åâèíû èëè GdnHCl (Kuznetsova et al.,
1988; Turoverov et al., 1999a), ïðè ðàçâåäåíèè èëè äèàëè-
çå èç ðàñòâîðîâ 8 Ì ìî÷åâèíû èëè 6 Ì GdnHCl (Kuznet-
sova et al., 1988; Bertazzon et al., 1990) è äàæå ñïîíòàííî
ïðè äëèòåëüíîì õðàíåíèè ïðåïàðàòîâ (Kuznetsova et al.,
1988). Ñâîéñòâà èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà íå çàâèñÿò îò

Ôèçèêî-õèìè÷åñêèå ñâîéñòâà àêòèíà â ðàçëè÷íûõ ñòðóêòóðíûõ ñîñòîÿíèÿõ 959

Ðèñ. 5. Ëîêàëèçàöèÿ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ â ìîëåêóëå àê-
òèíà.

Ðàññòîÿíèå ìåæäó ãåîìåòðè÷åñêèìè öåíòðàìè èíäîëüíûõ êîëåö òðèïòî-
ôàíîâûõ îñòàòêîâ äàíû â Å.

Ò à á ë è ö à 3

Õàðàêòåðèñòèêè áåçûçëó÷àòåëüíîãî ïåðåíîñà ýíåðãèè
ìåæäó òðèïòîôàíîâûìè îñòàòêàìè àêòèíà

Îñòàòîê Trp 79 Trp 86 Trp 340 Trp 356

Trp 79 0.64—0.77 0.01—0.02 0.01—0.02

Trp 86 1.6 0.11—0.19 0.00—0.01

Trp 340 2.7 3.4 0.05—0.09

Trp 356 2.8 0.1 1.0

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Â ïðàâîé âåðõíåé ÷àñòè òàáëèöû ïðèâåäåíû çíà÷å-
íèÿ ýôôåêòèâíîñòè áåçûçëó÷àòåëüíîãî ïåðåíîñà ýíåðãèè ïî èíäóêòèâ-
íî-ðåçîíàíñíîìó ìåõàíèçìó W, ðàññ÷èòàííîé äëÿ äâóõ çíà÷åíèé R0 (7.8
è 8.7 Å); â ëåâîé íèæíåé ÷àñòè — çíà÷åíèÿ ôàêòîðà k 2 , ó÷èòûâàþùåãî
âçàèìíóþ îðèåíòàöèþ äîíîðà è àêöåïòîðà.



ñïîñîáà åãî ïîëó÷åíèÿ (Kuznetsova et al., 1988, 1999b;
Turoverov et al., 1999a, 1999b). Äî íåäàâíåãî âðåìåíè
ñ÷èòàëè, ÷òî èíàêòèâèðîâàííûé àêòèí ïðåäñòàâëÿåò ñî-
áîé òåðìîäèíàìè÷åñêè ñòàáèëüíîå ïðîìåæóòî÷íîå ñî-
ñòîÿíèå íà ïóòè ïåðåõîäà èç íàòèâíîãî â ïîëíîñòüþ ðàç-
âåðíóòîå ñîñòîÿíèå. Íîâûå ïðåäñòàâëåíèÿ î ðîëè èíàê-
òèâèðîâàííîãî àêòèíà â ïðîöåññàõ ñâîðà÷èâàíèÿ—
ðàçâîðà÷èâàíèÿ àêòèíà áóäóò ðàññìîòðåíû íèæå.

Âòîðè÷íàÿ ñòðóêòóðà èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà.
Èíàêòèâàöèÿ àêòèíà ïðèâîäèò ê çàìåòíûì èçìåíåíèÿì
ÊÄ â äàëüíåé ÓÔ-îáëàñòè ñïåêòðà (ðèñ. 6, à). Â òî æå

âðåìÿ ñîïîñòàâëåíèå ÊÄ èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà, ïî-
ëó÷åííîãî ðàçíûìè ïóòÿìè, ñâèäåòåëüñòâóåò î áëèçîñòè
èõ âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû. Èçìåíåíèå ñïåêòðà ÊÄ â äàëü-
íåé ÓÔ-îáëàñòè ñïåêòðà ñâèäåòåëüñòâóåò î ïåðåõîäå ÷à-
ñòè á-ñïèðàëåé â íåóïîðÿäî÷åííîå ñîñòîÿíèå è óâåëè÷å-
íèè îòíîñèòåëüíîãî âêëàäà â-ñòðóêòóð (Nagy, Strzelec-
ka-Golaszewska, 1972; Strzelecka-Golaszewska et al., 1985;
Kuznetsova et al., 1988; Bertazzon et al., 1990). Ïîÿâëåíèå
äîïîëíèòåëüíûõ â-ñòðóêòóð ïðè äåíàòóðàöèè ÷àñòî êîð-
ðåëèðóåò ñ àãðåãàöèåé áåëêà (Joly, 1965; Strzelecka-Go-
laszewska et al., 1985).
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Ðèñ. 6. Ñïåêòðû êðóãîâîãî äèõðîèçìà â äàëüíåé (à) è áëèæíåé (á) ÓÔ-îáëàñòÿõ àêòèíà â ðàçëè÷íûõ ñòðóêòóðíûõ ñîñòîÿíèÿõ.

1 — íàòèâíûé àêòèí, 2 — èíàêòèâèðîâàííûé àêòèí, ïîëó÷åííûé ïóòåì íàãðåâàíèÿ, 3 — àêòèí, èíàêòèâèðîâàííûé EDTA, 4 — àêòèí â 1.5 Ì GdnHCl,
5 — àêòèí â 4.0 Ì ìî÷åâèíå, 6 — ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòûé àêòèí (â ðàñòâîðå 6 Ì GdnHCl).



Äèýëåêòðè÷åñêèå è ðåëàêñàöèîííûå ñâîéñòâà ìèêðî-
îêðóæåíèÿ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ íàòèâíîãî è
èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà. Èíàêòèâèðîâàííûé àêòèí
ïî ñðàâíåíèþ ñ íàòèâíûì èìååò çíà÷èòåëüíî áîëåå
äëèííîâîëíîâîå ïîëîæåíèå ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè
(ëmax = 340 íì, A = 1.3; ðèñ. 2). Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î
òîì, ÷òî â èíàêòèâèðîâàííîì àêòèíå îòâåòñòâåííûå çà
ôëóîðåñöåíöèþ òðèïòîôàíîâûå îñòàòêè íàõîäÿòñÿ â ïî-
ëÿðíîì è ïîäâèæíîì (ðåëàêñèðóþùåì çà âðåìÿ æèçíè
âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿíèÿ) ìèêðîîêðóæåíèè. Ñïåêòð
ôëóîðåñöåíöèè èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà, îäíàêî, áî-
ëåå êîðîòêîâîëíîâûé ïî ñðàâíåíèþ ñî ñïåêòðàìè ôëóî-
ðåñöåíöèè áåëêîâ â ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîì ñîñòîÿíèè
(â òîì ÷èñëå ïî ñðàâíåíèþ ñî ñïåêòðîì àêòèíà â 8 Ì ìî-
÷åâèíå; ëmax = 350 íì, A = 0.4). Â òî æå âðåìÿ ïðè ïåðå-
õîäå â èíàêòèâèðîâàííîå ñîñòîÿíèå íå ïðîèñõîäèò çíà-
÷èòåëüíîãî èçìåíåíèÿ êâàíòîâîãî âûõîäà ôëóîðåñöåí-
öèè (ðèñ. 2). Íà îñíîâàíèè ýòîãî ìîæíî ïðåäïîëîæèòü,
÷òî â èíàêòèâèðîâàííîì àêòèíå îñòàòêè Trp 79 è Trp 86,
ïî-âèäèìîìó, òàê æå êàê è â ñëó÷àå íàòèâíîãî áåëêà, íå
âíîñÿò ñóùåñòâåííîãî âêëàäà â èçëó÷åíèå. Ïî-âèäèìî-
ìó, ñîõðàíÿþòñÿ áëèçîñòü ýòèõ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ
ê òóøàùèì ãðóïïàì è âûñîêàÿ ýôôåêòèâíîñòü ïåðåíî-
ñà ýíåðãèè ìåæäó íèìè. Òàêîå ïðåäïîëîæåíèå õîðîøî
ñîãëàñóåòñÿ ñ òåì, ÷òî â ïðîìåæóòî÷íîì ñîñòîÿíèè,
âîçìîæíî, â áîëüøåé ñòåïåíè ñîõðàíÿåòñÿ ñòðóêòóðà
ãèäðîôèëüíûõ ó÷àñòêîâ ìàêðîìîëåêóëû, â òî âðåìÿ êàê
ãèäðîôîáíûå ãðóïïû ñòàíîâÿòñÿ äîñòóïíûìè äëÿ
ðàñòâîðèòåëÿ è îáðàçóþò êëàñòåðû íà ïîâåðõíîñòè ìàê-
ðîìîëåêóëû (ñì. íèæå). Â òàêîì ñëó÷àå äëèííîâîëíîâûé
ñäâèã ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè ñâÿçàí ñ ïåðåõîäîì îñòàò-
êîâ Trp 340 è Trp 356 èç ãèäðîôîáíîãî â ïîëÿðíîå îêðó-
æåíèå.

Ñïåêòð ÊÄ èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà â áëèæíåé
ÓÔ-îáëàñòè ñïåêòðà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé èíòåíñèâíóþ
øèðîêóþ îòðèöàòåëüíóþ ïîëîñó ñ ìèíèìóìîì ïðè
280 íì (ðèñ. 6, á). Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî âíóòðèìîëåêóëÿðíàÿ
ïîäâèæíîñòü ãðóïï, âõîäÿùèõ â ñîñòàâ ìèêðîîêðóæåíèÿ
àðîìàòè÷åñêèõ îñòàòêîâ, íåäîñòàòî÷íà, äëÿ òîãî ÷òîáû
íèâåëèðîâàòü àñèììåòðèþ èõ ìèêðîîêðóæåíèÿ. Áîëåå
òîãî, ïîñêîëüêó ñïåêòðû ÊÄ íàòèâíîãî è èíàêòèâèðîâàí-
íîãî àêòèíà ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àþòñÿ ïî ôîðìå, ýòî
îçíà÷àåò, ÷òî àðîìàòè÷åñêèå îñòàòêè èìåþò â ýòèõ ñî-
ñòîÿíèÿõ àñèììåòðè÷íîå, íî ñóùåñòâåííî ðàçëè÷íîå
îêðóæåíèå.

Îáû÷íî äëèííîâîëíîâûé ñäâèã ñïåêòðà ôëóîðåñöåí-
öèè áåëêîâ ïðè ðàçëè÷íûõ äåíàòóðèðóþùèõ âîçäåéñòâè-
ÿõ ñâÿçûâàþò ñ ðàçðóøåíèåì ãëîáóëÿðíîé, ïëîòíî óïà-
êîâàííîé ñòðóêòóðû è âîçíèêíîâåíèåì áîëåå «ðûõëîé»,
ðàçâåðíóòîé ñòðóêòóðû, â êîòîðîé îòâåòñòâåííûå çà ôëó-
îðåñöåíöèþ òðèïòîôàíîâûå îñòàòêè ñòàíîâÿòñÿ äîñòóï-
íûìè äëÿ ïîëÿðíîãî ðàñòâîðèòåëÿ. Ðåçóëüòàòû èçó÷åíèÿ
òóøåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà
âíåøíèì òóøèòåëåì àêðèëàìèäîì ñâèäåòåëüñòâóåò î
òîì, ÷òî â ñëó÷àå àêòèíà ýòî íå òàê.

Ëîêàëèçàöèÿ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ â èíàêòèâè-
ðîâàííîì àêòèíå. Ýêñïåðèìåíòàëüíî èçìåðåííûå çàâè-
ñèìîñòè I0/I îò êîíöåíòðàöèè àêðèëàìèäà ([Q]) äëÿ íà-
òèâíîãî è èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà ïðåäñòàâëÿþò ñî-
áîé êðèâûå, âûãíóòûå ê îñè àáñöèññ (ðèñ. 7). Â òî æå
âðåìÿ çàâèñèìîñòè ô0/ô îò [Q] âî âñåì ýêñïåðèìåíòàëü-
íîì èíòåðâàëå èçìåíåíèÿ êîíöåíòðàöèè àêðèëàìèäà (äî
0.8 Ì) èìåþò ëèíåéíûé õàðàêòåð. Ýòî, à òàêæå ëèíåé-
íûé õàðàêòåð çàâèñèìîñòè I0/I�exp(V[Q]) îò êîíöåíòðà-
öèè àêðèëàìèäà [Q], ãäå V — êîíñòàíòà ñòàòè÷åñêîãî òó-
øåíèÿ, ñâèäåòåëüñòâóþò î ñóùåñòâîâàíèè êàê äëÿ íà-
òèâíîãî, òàê è äëÿ èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà íàðÿäó
ñ äèíàìè÷åñêèì ñòàòè÷åñêîãî òóøåíèÿ. Êîíñòàíòû
Øòåðí—Ôîëüìåðà äèíàìè÷åñêîãî è ñòàòè÷åñêîãî òóøå-
íèÿ, à òàêæå áèìîëåêóëÿðíàÿ êîíñòàíòà äèíàìè÷åñêîãî
òóøåíèÿ, îïðåäåëåííûå ñ ó÷åòîì èçìåðåííûõ â íàñòîÿ-
ùåé ðàáîòå âðåìåí æèçíè âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿíèÿ,
ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 4.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î íèçêîé
ýôôåêòèâíîñòè äèíàìè÷åñêîãî òóøåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè
àêòèíà íå òîëüêî â íàòèâíîì, íî è â èíàêòèâèðîâàííîì
ñîñòîÿíèè. Òàêèì îáðàçîì, òðèïòîôàíîâûå îñòàòêè, îò-
âåòñòâåííûå çà ôëóîðåñöåíöèþ èíàêòèâèðîâàííîãî àê-
òèíà, íàõîäÿòñÿ âî âíóòðåííèõ, íåäîñòóïíûõ äëÿ ðàñò-
âîðèòåëÿ îáëàñòÿõ ìàêðîìîëåêóëû, ñôîðìèðîâàííûõ
ïîëÿðíûìè ãðóïïàìè áîêîâûõ öåïåé àìèíîêèñëîò. Êðàñ-
íûé ñäâèã ñïåêòðà òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè î÷åíü
÷àñòî ñâÿçûâàþò ñ óâåëè÷åíèåì äîñòóïíîñòè òðèïòîôà-
íîâûõ îñòàòêîâ äëÿ ìîëåêóë ðàñòâîðèòåëÿ. Èìåííî òàêîå

Ôèçèêî-õèìè÷åñêèå ñâîéñòâà àêòèíà â ðàçëè÷íûõ ñòðóêòóðíûõ ñîñòîÿíèÿõ 961

Ðèñ. 7. Òóøåíèå ôëóîðåñöåíöèè íàòèâíîãî (2, 4) è èíàêòèâèðî-
âàííîãî (1, 3) àêòèíà àêðèëàìèäîì.

Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â êîîðäèíàòàõ Øòåðí-Ôîëüìåðà ñ èñïîëüçîâàíè-
åì ðåçóëüòàòîâ èçìåðåíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè (1, 2) è âðåìå-

íè æèçíè âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿíèÿ (3, 4).

Ò à á ë è ö à 4

Âðåìåíà æèçíè è êîíñòàíòû òóøåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè àêòèíà

Àêòèí τ1, íñ f1 τ 2 , íñ f2 τ , íñ kq ⋅109 , Ì–1ñ–1 K, Ì–1 V, Ì–1

Íàòèâíûé 6.6 0.48 2.46 0.52 4.4 0.43 1.7 0.68

Èíàêòèâèðîâàííûé 7.56 0.49 3.33 0.51 5.4 0.16 0.83 1.18



îáúÿñíåíèå êðàñíîãî ñäâèãà ñïåêòðà ïðè èíàêòèâàöèè
àêòèíà ïðèâîäèòñÿ â ëèòåðàòóðå (Lehrer, Kerwar, 1972;
Bertazzon et al., 1990). Íà ïðèìåðå àêòèíà ñòàíîâèòñÿ
î÷åâèäíûì, ÷òî ïîëîæåíèå ñïåêòðà òðèïòîôàíîâîé ôëóî-
ðåñöåíöèè îïðåäåëÿåòñÿ íå òîëüêî äîñòóïíîñòüþ òðèï-
òîôàíîâûõ îñòàòêîâ äëÿ ðàñòâîðèòåëÿ, íî è ïîëÿðíîñòüþ

ìèêðîîêðóæåíèÿ, ñôîðìèðîâàííîãî ñîáñòâåííûìè ãðóï-
ïàìè áåëêà.

Ãèäðîäèíàìè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè èíàêòèâèðî-
âàííîãî àêòèíà. Ïåðåõîä íàòèâíûé—èíàêòèâèðîâàííûé
àêòèí ñîïðîâîæäàåòñÿ âîçðàñòàíèåì àíèçîòðîïèè ôëóî-
ðåñöåíöèè (ðèñ. 8, 9). Íåçàâèñèìîñòü äëÿ èíàêòèâèðî-
âàííîãî àêòèíà, òàê æå êàê è äëÿ F-àêòèíà, âåëè÷èíû 1/r
îò âÿçêîñòè ðàñòâîðèòåëÿ (ðèñ. 10; Kuznetsova et al.,
1988) îçíà÷àåò, ÷òî âðåìÿ âðàùàòåëüíîé ðåëàêñàöèè ìàê-
ðîìîëåêóëû êàê öåëîãî äëÿ èíàêòèâèðîâàííîãî è F-àêòè-
íà ìíîãî áîëüøå âðåìåíè æèçíè âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿ-
íèÿ îòâåòñòâåííûõ çà ôëóîðåñöåíöèþ òðèïòîôàíîâûõ
îñòàòêîâ. Â ñëó÷àå F-àêòèíà ýòî ñâÿçàíî ñ âêëþ÷åíèåì
ãëîáóëû àêòèíà â ïîëèìåðíóþ öåïü, â ñëó÷àå èíàêòèâèðî-
âàííîãî àêòèíà — ñî ñïåöèôè÷åñêîé àññîöèàöèåé ìàêðî-
ìîëåêóë àêòèíà ïðè èíàêòèâàöèè. Ïî äàííûì ñåäèìåíòà-
öèîííîãî àíàëèçà, èíàêòèâèðîâàííûé àêòèí ïðåäñòàâëÿåò
ñîáîé ìîíîäèñïåðñíûé è ñòàáèëüíûé àññîöèàò ñ êîíñòàí-
òîé ñåäèìåíòàöèè 20S (Kuznetsova et al., 1988).

Êîñâåííûå ñâèäåòåëüñòâà ñàìîàññîöèàöèè ìàêðîìî-
ëåêóë àêòèíà ïðè èíàêòèâàöèè ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû èç
àíàëèçà ñïåêòðîâ ÊÄ â äàëüíåé ÓÔ-îáëàñòè ñïåêòðà
(Kuznetsova et al., 1988). Èñïîëüçîâàíèå ìåòîäà ãåëü-ôèëü-
òðàöèè ïîäòâåðäèëî ìîíîäèñïåðñíîñòü îáðàçîâàíèé,
ïðåäñòàâëÿþùèõ ñîáîé èíàêòèâèðîâàííûé àêòèí, íåçà-
âèñèìîñòü èõ ãèäðîäèíàìè÷åñêèõ ñâîéñòâ îò ñïîñîáà ïî-
ëó÷åíèÿ îáðàçöîâ èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà è êîíöåíò-
ðàöèè ïðåïàðàòà â ïðåäåëàõ îò 1.0000 äî 0.0005 ìã/ìë.
Ðàäèóñ Ñòîêñà, îïðåäåëåííûé íà îñíîâàíèè äàííûõ
ãåëü-ôèëüòðàöèè (Óâåðñêèé, 1998), îêàçàëñÿ ðàâíûì 28 è
80 Å äëÿ íàòèâíîãî è èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà ñîîò-
âåòñòâåííî. Ìîëåêóëÿðíàÿ ìàññà M èíàêòèâèðîâàííîãî
àêòèíà áûëà îïðåäåëåíà íà îñíîâàíèè èçâåñòíîãî ñîîò-
íîøåíèÿ (Òåíôîðä, 1965):
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2

π η
ν ρ

, (5)

ãäå S — êîýôôèöèåíò ñåäèìåíòàöèè, Rs — ðàäèóñ Ñòî-
êñà, NA — ÷èñëî Àâîãàäðî, ç — âÿçêîñòü ðàñòâîðèòåëÿ,
ñ — ïëîòíîñòü ðàñòâîðà (ïðè áåñêîíå÷íîì ðàçáàâëåíèè
ðàâíà ïëîòíîñòè ðàñòâîðèòåëÿ ñ0), í l2 — ïàðöèàëüíûé
óäåëüíûé îáúåì ðàñòâîðåííîãî âåùåñòâà. Îíà îêàçàëàñü

962 Î. È. Ïîâàðîâà, È. Ì. Êóçíåöîâà, Ê. Ê. Òóðîâåðîâ

Ðèñ. 8. Èçìåíåíèå ïàðàìåòðîâ ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè àê-
òèíà ïîä äåéñòâèåì GdnHCl.

1 — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè, çàðåãèñòðèðîâàííàÿ ïðè äëèíå âîë-
íû 320 íì (I320); 2 — ïàðàìåòð A = (I320 / I365)297; 3 — àíèçîòðîïèÿ ôëóî-
ðåñöåíöèè, r; ñâåòëûå è òåìíûå ñèìâîëû — ýêñïåðèìåíòû ïî äåíàòóðà-

öèè è ðåíàòóðàöèè ñîîòâåòñòâåííî.

Ðèñ. 9. Èçìåíåíèå ïàðàìåòðîâ ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè àê-
òèíà è ôëóîðåñöåíöèè ÀÍÑ ïîä äåéñòâèåì ìî÷åâèíû.

1 — ñïåêòðàëüíûé ïàðàìåòð A, 2 — àíèçîòðîïèÿ ôëóîðåñöåíöèè, 3 — èí-
òåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ÀÍÑ.

Ðèñ. 10. Çàâèñèìîñòè ( )1 r f T= η äëÿ àêòèíà â ðàçëè÷íûõ
ñòðóêòóðíûõ ñîñòîÿíèÿõ.

1 — íàòèâíûé àêòèí, 2 — èíàêòèâèðîâàííûé àêòèí, 3 — àêòèí â 8 Ì ìî-
÷åâèíå, 4 — F-àêòèí. ëâîçá. = 297 íì, ëðåã. = 365 íì.



ðàâíîé 646 êÄà. Ìîë. ìàññà ìîíîìåðíîãî àêòèíà ñîñòàâ-
ëÿåò 42 êÄà. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî â ñîñòàâå ìîíîäèñïåðñíî-
ãî àññîöèàòà, ïðåäñòàâëÿþùåãî ñîáîé èíàêòèâèðîâàí-
íûé àêòèí, ñîäåðæèòñÿ 15 ìîíîìåðíûõ åäèíèö. Ñ ó÷å-
òîì âîçìîæíûõ ïîãðåøíîñòåé, ñâÿçàííûõ ñ êàëèáðîâêîé
êîëîíêè, ñëåäóåò îòíîñèòüñÿ ñ îñòîðîæíîñòüþ ê îöåíêå
ðàçìåðîâ àññîöèàòà. Îäíàêî ìîæíî ñ óâåðåííîñòüþ ãî-
âîðèòü î òîì, ÷òî èíàêòèâèðîâàííûé àêòèí ÿâëÿåòñÿ
ìîíîäèñïåðñíûì àññîöèàòîì (Kuznetsova et al., 1999a,
1999b; Turoverov et al., 1999a).

Ñâîéñòâà ïîâåðõíîñòè èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà.
Òåíäåíöèÿ èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà ê àññîöèàöèè
áûëà îáúÿñíåíà ôîðìèðîâàíèåì îáøèðíûõ ãèäðîôîá-
íûõ êëàñòåðîâ íà ïîâåðõíîñòè ìàêðîìîëåêóëû èíàêòè-
âèðîâàííîãî àêòèíà, íàëè÷èå êîòîðûõ òåñòèðîâàëè
âíåøíèì ãèäðîôîáíûì çîíäîì ÀÍÑ. Êàê èçâåñòíî, ÀÍÑ
íå ñâÿçûâàåòñÿ íè ñ íàòèâíûìè (ðàñòâîðèìûìè â âîäå
áåëêàìè), íè ñ ðàçâåðíóòûìè ïîëèïåïòèäíûìè öåïÿìè
äàæå â òîì ñëó÷àå, åñëè ïîñëåäíèå èìåþò â ñâîåì ñîñòà-
âå ãèäðîôîáíûå ãðóïïû; ÀÍÑ ìîæåò ñâÿçûâàòüñÿ ñ ìàê-
ðîìîëåêóëîé áåëêà òîëüêî ïðè íàëè÷èè íà åå ïîâåðõíî-
ñòè îáøèðíûõ ãèäðîôîáíûõ êëàñòåðîâ, ïðè ýòîì ïðîèñ-
õîäèò óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ÀÍÑ
(èíîãäà â äåñÿòêè ðàç). Äëÿ àêòèíà âîçðàñòàíèå èíòåí-
ñèâíîñòè ÀÍÑ ïðîèñõîäèò ñèìáàòíî ñ äëèííîâîëíîâûì
ñäâèãîì ñïåêòðà è âîçðàñòàíèåì âåëè÷èíû àíèçîòðîïèè
òðèïòîôàíîâîâîé ôëóîðåñöåíöèè. Çàâèñèìîñòü èíòåí-
ñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ÀÍÑ â ðàñòâîðå àêòèíà îò êîí-
öåíòðàöèè ìî÷åâèíû èëè GdnHCl èìååò êîëîêîëîîáðàç-
íûé õàðàêòåð. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ÀÍÑ ìè-
íèìàëüíà â ðàñòâîðå íàòèâíîãî àêòèíà è ïðè âûñîêèõ
êîíöåíòðàöèÿõ ìî÷åâèíû èëè GdnHCl, ïåðåâîäÿùèõ àê-
òèí â ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîå ñîñòîÿíèå, äîñòèãàåò ìàê-
ñèìóìà ïðè êîíöåíòðàöèè ìî÷åâèíû 3.5—4.5 Ì (ðèñ. 9)
(Êóçíåöîâà è äð., 1998; Kuznetsova et al., 1999a). Â ýòîé
æå îáëàñòè êîíöåíòðàöèé ìî÷åâèíû èìååò ìåñòî ìàêñè-
ìàëüíàÿ âåëè÷èíà àíèçîòðîïèè òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñ-
öåíöèè. Ïðè ïåðåõîäå îò èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà â
ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîå ñîñòîÿíèå â îáëàñòè çíà÷åíèé
êîíöåíòðàöèè ìî÷åâèíû îò 4 äî 8 Ì çàâèñèìîñòü èíòåí-
ñèâíîñòè ÀÍÑ îò êîíöåíòðàöèé ìî÷åâèíû ïîëíîñòüþ
îáðàòèìà.

Çàêëþ÷åíèå î íàëè÷èè íà ïîâåðõíîñòè èíàêòèâèðî-
âàííîãî àêòèíà ãèäðîôîáíûõ êëàñòåðîâ ïîäòâåðæäàåòñÿ
ïîÿâëåíèåì ó èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà äâóõ íîâûõ ñàé-
òîâ ðàñùåïëåíèÿ Ala 29—Val 30 è Ser 33—Ile 34 ïðîòåè-
íàçîé ECP 32 øòàììà A2 Escherichia coli (Matveyev et al.,
1996), êîòîðûå â íàòèâíîì àêòèíå ëîêàëèçîâàíû âî âíóò-
ðåííèõ ãèäðîôîáíûõ îáëàñòÿõ (Turoverov et al., 1999b).
Òàêèì îáðàçîì, ñâîéñòâà èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà âåñü-
ìà íåîáû÷íû: íà åãî ïîâåðõíîñòè íàõîäÿòñÿ ãèäðîôîáíûå
êëàñòåðû, â òî æå âðåìÿ ïîëÿðíûå îáëàñòè, â êîòîðûõ ëî-
êàëèçîâàíû îòâåòñòâåííûå çà ÓÔ-ôëóîðåñöåíöèþ òðèï-
òîôàíîâûå îñòàòêè, íàõîäÿòñÿ âî âíóòðåííèõ íåäîñòóï-
íûõ äëÿ ðàñòâîðèòåëÿ ÷àñòÿõ ìàêðîìîëåêóëû.

Âíóòðèìîëåêóëÿðíàÿ ïîäâèæíîñòü òðèïòîôàíîâûõ
îñòàòêîâ íàòèâíîãî è èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà. Äëÿ
G-àêòèíà â îòëè÷èå îò èíàêòèâèðîâàííîãî è F-àêòèíà íà-
êëîí àñèìïòîòû êðèâîé çàâèñèìîñòè 1/ ( )r f T= η , ïîëó÷åí-
íîé ïóòåì èçìåíåíèÿ âÿçêîñòè ñìåøàííîãî âîäíî-
ãëèöåðèíîâîãî ðàñòâîðèòåëÿ, íå ðàâåí íóëþ. Â òî æå âðåìÿ,
êàê è ñëåäîâàëî îæèäàòü, íàêëîí àìïëèòóäû êðèâîé ýòîé çà-
âèñèìîñòè äëÿ G-àêòèíà çíà÷èòåëüíî ìåíüøå, ÷åì íàêëîí
äëÿ ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîãî áåëêà â 8 Ì ìî÷åâèíå (ðèñ. 10).
Äëÿ ðåøåíèÿ âîïðîñà î òîì, îáóñëîâëåí ëè íàêëîí òîëüêî

ïîäâèæíîñòüþ ìàêðîìîëåêóëû êàê öåëîãî èëè, êðîìå òîãî,
èìååò ìåñòî âíóòðèìîëåêóëÿðíàÿ ïîäâèæíîñòü òðèïòîôàíî-
âûõ îñòàòêîâ, áûë âûïîëíåí ñïåöèàëüíûé àíàëèç.

Èçìåðåíèå êðèâûõ çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè (ðèñ. 11)
è îïðåäåëåíèå âðåìåí æèçíè (òàáë. 4) ïîçâîëèëè îöå-
íèòü âðåìÿ âðàùàòåëüíîé ðåëàêñàöèè ñ. Êèíåòè÷åñêèå
êðèâûå çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè äëÿ íàòèâíîãî, èíàê-
òèâèðîâàííîãî è ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîãî àêòèíà íå ìî-
ãóò áûòü óäîâëåòâîðèòåëüíî îïèñàíû â ìîíîýêñïîíåíöè-
àëüíîì ïðèáëèæåíèè, íî õîðîøî îïèñûâàþòñÿ áèýêñïî-
íåíöèàëüíûìè êðèâûìè. Ïîñêîëüêó íåìîíîýêñïîíåí-
öèàëüíûé õàðàêòåð çàòóõàíèÿ èìååò ìåñòî è äëÿ áåëêîâ ñ
îäíèì òðèïòîôàíîâûì îñòàòêîì, è äëÿ ìîäåëüíûõ ñîå-
äèíåíèé â ðàñòâîðå (Szabo, Rayner, 1980), îáíàðóæåííûé
áèýêñïîíåíöèàëüíûé õàðàêòåð çàòóõàíèÿ íå ñëåäóåò íà-
ïðÿìóþ ñâÿçûâàòü ñ ñóùåñòâîâàíèåì â àêòèíå íåñêîëü-
êèõ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ. Ïîëó÷åííûå ýêñïåðèìåí-
òàëüíî çíà÷åíèÿ ô áûëè èñïîëüçîâàíû äëÿ îöåíêè âðåìå-
íè âðàùàòåëüíîé ðåëàêñàöèè àêòèíà. Âåëè÷èíà ñ äëÿ
G-àêòèíà îêàçàëàñü ðàâíîé 46 íñ.

Äëÿ òîãî ÷òîáû ñäåëàòü çàêëþ÷åíèå î ñóùåñòâîâà-
íèè èëè îòñóòñòâèè âíóòðèìîëåêóëÿðíîé ïîäâèæíîñòè
òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ G-àêòèíà ñî âðåìåíåì, ñîïî-
ñòàâèìûì ñî âðåìåíåì æèçíè âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿíèÿ
òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ, çíà÷åíèå ñ ñëåäóåò ñðàâíèòü ñ
ðàñ÷åòíûì çíà÷åíèåì ñ0, êîòîðîå áûëî îïðåäåëåíî èñõî-
äÿ èç ðàçìåðîâ ìàêðîìîëåêóëû, åå ôîðìû è ïðåäïîëàãàå-

Ôèçèêî-õèìè÷åñêèå ñâîéñòâà àêòèíà â ðàçëè÷íûõ ñòðóêòóðíûõ ñîñòîÿíèÿõ 963

Ðèñ. 11. Çàòóõàíèå ôëóîðåñöåíöèè íàòèâíîãî è èíàêòèâèðî-
âàííîãî àêòèíà.

1 — ïðîôèëü èìïóëüñà ëàìïû, 2 — êðèâàÿ çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåí-
öèè, 3 —ðåçóëüòàò äåêîíâîëþöèè, 4 — âçâåøåííûå îòêëîíåíèÿ. Ïðèâå-
äåíû ðàñ÷åòíûå çíà÷åíèÿ êèíåòè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ. ëâîçá. = 297 íì,

ëðåã. = 365 íì.



ìîé ãèäðàòàöèè (Êóçíåöîâà è äð., 1981; Òóðîâåðîâ, Êóç-
íåöîâà, 1983):
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ãäå k — ïîñòîÿííàÿ Áîëüöìàíà, M — ìîëåêóëÿðíàÿ ìàñ-
ñà, NA — ÷èñëî Àâîãàäðî, ù — êîýôôèöèåíò ãèäðàòàöèè,
í l — ïàðöèàëüíûé îáúåì, d — óäåëüíàÿ ïëîòíîñòü ðàñ-
òâîðèòåëÿ. Ðàñ÷åò ïîêàçàë, ÷òî äëÿ G-àêòèíà ñ0 = 54 íñ.
Ñ ó÷åòîì òîãî, ÷òî ìàêðîìîëåêóëà àêòèíà ìîæåò áûòü
âïèñàíà â ïðÿìîóãîëüíûé ïàðàëëåëåïèïåä ñî ñòîðîíàìè
55, 55 è 35 Å (Kabsch et al., 1990), ò. å. îíà ìîæåò áûòü
àïïðîêñèìèðîâàíà ñïëþñíóòûì ýëëèïñîèäîì âðàùåíèÿ
ñ ñîîòíîøåíèåì îñåé 1.0 : 1.6, ñ0 ìîæåò ñîñòàâëÿòü â çà-
âèñèìîñòè îò îðèåíòàöèè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ îòíî-
ñèòåëüíî ãëàâíûõ îñåé ìàêðîìîëåêóëû îò 58 äî 62 íñ.
Ñîïîñòàâëåíèå ñ è ñ0 ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî óñòà-
íîâëåííûé ýêñïåðèìåíòàëüíî íàêëîí àñèìïòîòû êðèâîé
çàâèñèìîñòè 1 r f T= ( )η íå ìîæåò áûòü îáúÿñíåí òîëüêî
ïîäâèæíîñòüþ ìàêðîìîëåêóëû àêòèíà êàê öåëîãî; ÷àñ-
òè÷íî îí îáóñëîâëåí âíóòðèìîëåêóëÿðíîé ïîäâèæíî-
ñòüþ îòâåòñòâåííûõ çà ôëóîðåñöåíöèþ òðèïòîôàíîâûõ
îñòàòêîâ. Ðàñ÷åò ïîêàçàë, ÷òî õàðàêòåðíîå âðåìÿ âíóòðè-
ìîëåêóëÿðíîé ïîäâèæíîñòè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ ñî-
ñòàâëÿåò ïðèáëèçèòåëüíî 180—200 íñ.

Ïðåâûøåíèå âåëè÷èíû îòðåçêà, îòñåêàåìîãî çàâè-
ñèìîñòüþ 1 r f T= ( )η íà îñè îðäèíàò 1

0
′r , íàä âåëè÷èíîé

1
0

r (r0 — ïðåäåëüíàÿ àíèçîòðîïèÿ òðèïòîôàíîâîé ôëóî-
ðåñöåíöèè, îòâå÷àþùàÿ îòñóòñòâèþ ïîäâèæíîñòè) ñâèäå-
òåëüñòâóåò îá ó÷àñòèè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ G-àêòè-
íà òàêæå â âûñîêî÷àñòîòíîé âíóòðèìîëåêóëÿðíîé ïî-
äâèæíîñòè (Êóçíåöîâà, Òóðîâåðîâ, 1983; Òóðîâåðîâ,
Êóçíåöîâà, 1983). Ïîñêîëüêó àìïëèòóäà âûñîêî÷àñòîò-
íîé âíóòðèìîëåêóëÿðíîé ïîäâèæíîñòè òðèïòîôàíî-
âûõ îñòàòêîâ èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà ìåíüøå ñî-
îòâåòñòâóþùåé âåëè÷èíû äëÿ íàòèâíîãî ãëîáóëÿðíîãî àê-
òèíà è ôèáðèëëÿðíîãî (ðèñ. 10; ( ) ( )1 1

0 0
′ < ′ ≈r r Gèíàêòèâ.

≈ ′( )1
0

r F ), íåçàâèñèìîñòü âåëè÷èíû 1/r îò âÿçêîñòè ðàñòâî-
ðèòåëÿ äëÿ èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà, ñêîðåå âñåãî, îáó-
ñëîâëåíà òåì, ÷òî ïðè èíàêòèâàöèè òðèïòîôàíîâûå îñòàòêè
â çíà÷èòåëüíîé ìåðå èëè ïîëíîñòüþ óòðà÷èâàþò âíóòðèìî-
ëåêóëÿðíóþ ïîäâèæíîñòü íàíîñåêóíäíîãî äèàïàçîíà.

Àêòèí — îòíþäü íå åäèíñòâåííûé îáúåêò, äåíàòóðà-
öèÿ êîòîðîãî ñîïðîâîæäàåòñÿ óìåíüøåíèåì ïîäâèæíîñ-
òè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ. Âîçðàñòàíèå àíèçîòðîïèè
ôëóîðåñöåíöèè è óâåëè÷åíèå âðåìåíè âðàùàòåëüíîé ðå-
ëàêñàöèè ïðè ïåðåõîäå èç íàòèâíîãî â ïðîìåæóòî÷íîå
ñîñòîÿíèå áûëè çàðåãèñòðèðîâàíû òàêæå äëÿ á-ëàêòàëü-
áóìèíà è êàðáîàíãèäðàçû B â ðàáîòàõ Ãèëüìàíøèíà è
ñîàâòîðîâ (1982) è Ðîäèîíîâîé è ñîàâòîðîâ (1989). Âîç-
ðàñòàíèå àíèçîòðîïèè ôëóîðåñöåíöèè ïðè äåíàòóðàöèè
áåëêîâ ïëîõî óêëàäûâàëîñü â ïðåäñòàâëåíèå î òîì, ÷òî
ýòè áåëêè ïðè äåíàòóðàöèè ïåðåõîäÿò â ñîñòîÿíèå òèïà
ðàñïëàâëåííîé ãëîáóëû. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ, ïî êðàéíåé
ìåðå äëÿ àêòèíà, ïîíÿòíî, ÷òî âîçðàñòàíèå àíèçîòðîïèè
îáóñëîâëåíî èçìåíåíèåì ïîäâèæíîñòè òðèïòîôàíîâûõ
îñòàòêîâ ïðè àãðåãàöèè áåëêà.

Ñâîðà÷èâàíèå—ðàçâîðà÷èâàíèå àêòèíà

Àâòîðû âñåõ ðàáîò, ïîñâÿùåííûõ ïðîöåññàì äåíàòó-
ðàöèè àêòèíà, ïðåäïîëàãàëè, ÷òî àêòèí ïîñëåäîâàòåëüíî
ïåðåõîäèò îò íàòèâíîãî ê èíàêòèâèðîâàííîìó, à çàòåì ê

ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîìó ñîñòîÿíèþ (Nagy, Jencks, 1962;
West et al., 1967; Lehrer, Kerwar, 1972; Nagy, Strzelec-
ka-Golaszewska, 1972; Strzelecka-Golaszewska et al., 1974,
1985; Contaxis et al., 1977; Òàòóíàøâèëè, Ïðèâàëîâ, 1984;
Kuznetsova et al., 1988; Êóçíåöîâà è äð., 1998; Turoverov
et al., 1999b):

N � I L U, (7)

ò. å. èíàêòèâèðîâàííûé àêòèí ðàññìàòðèâàëè âî âñåõ
ýòèõ ðàáîòàõ êàê ïðîìåæóòî÷íîå ñîñòîÿíèå ìåæäó íà-
òèâíûì è ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòûì ñîñòîÿíèÿìè áåëêà.
Ðåçóëüòàòû èçìåðåíèÿ ðàâíîâåñíûõ çàâèñèìîñòåé ðàç-
ëè÷íûõ ôèçè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê, êàçàëîñü áû, ïîä-
òâåðæäàþò ýòó ìîäåëü. Äåéñòâèòåëüíî, äàííûå, ïðåäñòàâ-
ëåííûå íà ðèñ. 8, ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî GdnHCl âû-
çûâàåò ïî ìåðå óâåëè÷åíèÿ åãî êîíöåíòðàöèè äâà ïîñëå-
äîâàòåëüíûõ êîíôîðìàöèîííûõ ïåðåõîäà: ïåðåõîä îò
íàòèâíîãî ê èíàêòèâèðîâàííîìó àêòèíó â îáëàñòè êîí-
öåíòðàöèé 0.0—0.8 M GdnHCl è ïåðåõîä îò èíàêòèâèðî-
âàííîãî ê ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîìó ñîñòîÿíèþ â îáëàñòè
êîíöåíòðàöèé 1.8—4.0 M GdnHCl, ðàçäåëåííûõ îáëà-
ñòüþ êîíöåíòðàöèé 0.8—1.8 M GdnHCl, â êîòîðîé àêòèí
íàõîäèòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî â èíàêòèâèðîâàííîì ñîñ-
òîÿíèè. Ïðè ýòîì ïåðåõîä îò íàòèâíîãî ñîñòîÿíèÿ ê
èíàêòèâèðîâàííîìó ÿâëÿåòñÿ íåîáðàòèìûì (Bertazzon
et al., 1990; Le Bihan, Gicquaud, 1993; Kuznetsova et al.,
1999a; Turoverov et al., 1999a; Schuler et al., 2000), ïî-
ýòîìó âñå ñòðóêòóðíûå õàðàêòåðèñòèêè àêòèíà â äèàïà-
çîíå íèçêèõ êîíöåíòðàöèé äåíàòóðàíòà (0.0—0.8 Ì) ÿâ-
ëÿþòñÿ êâàçèñòàöèîíàðíûìè. Â ñâÿçè ñ ýòèì íåîáõîäèìî
îòìåòèòü, ÷òî êðèâûå, ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 8, áûëè
çàðåãèñòðèðîâàíû ïîñëå èíêóáàöèè àêòèíà â òå÷åíèå
24 ÷ â ðàñòâîðàõ GdnHCl ñîîòâåòñòâóþùåé êîíöåíòðà-
öèè.

Ñïåöèôè÷åñêèå âçàèìîäåéñòâèÿ àêòèíà ñ GdnHCl.
Ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 8 ðàâíîâåñíûå (êâàçèðàâíîâåñ-
íûå) çàâèñèìîñòè õàðàêòåðèñòèê ñîáñòâåííîé ôëóîðåñ-
öåíöèè àêòèíà îò êîíöåíòðàöèè GdnHCl íå îòðàæàþò
ðÿäà àíîìàëüíûõ ïðîÿâëåíèé ñïåöèôè÷åñêîãî âçàèìî-
äåéñòâèÿ àêòèíà ñ GdnHCl, èìåþùèõ ìåñòî â ðàñòâîðàõ ñ
íåáîëüøîé êîíöåíòðàöèåé äåíàòóðàíòà. Â ýòîé îáëàñòè
êîíöåíòðàöèé GdnHCl èìåþò ìåñòî âîçðàñòàíèå èíòåí-
ñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè è âåëè÷èíû ïàðàìåðà A, óâåëè-
÷åíèå èíòåíñèâíîñòè ñâåòîðàññåÿíèÿ è äàæå ïðåöèïèòà-
öèÿ àêòèíà èç ðàñòâîðà ïðè âûñîêîé êîíöåíòðàöèè áåë-
êà. Âñå ýòî îïðåäåëèëî íåîáõîäèìîñòü áîëåå òùàòåëüíîãî
èçìåðåíèÿ ýòèõ çàâèñèìîñòåé, à òàêæå ðàñøèðåíèÿ ÷èñëà
ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ïîäõîäîâ, èñïîëüçóåìûõ äëÿ èçó÷å-
íèÿ ïðîöåññîâ ñâîðà÷èâàíèÿ—ðàçâîðà÷èâàíèÿ àêòèíà è,
â ÷àñòíîñòè, èñïîëüçîâàíèÿ â ýòèõ ýêñïåðèìåíòàõ ðåãè-
ñòðàöèè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ÀÍÑ è ñâåòîðàñ-
ñåÿíèÿ. Ðåçóëüòàòû ýòèõ èçìåðåíèé, âûïîëíåííûõ ïî-
ñëå èíêóáàöèè èñõîäíî íàòèâíîãî àêòèíà â ðàñòâîðàõ
GdnHCl ðàçëè÷íîé êîíöåíòðàöèè â òå÷åíèå 24 ÷, ïðåä-
ñòàâëåíû íà ðèñ. 12, à. Íà ðèñ. 12, á ïðåäñòàâëåíû àíàëî-
ãè÷íûå çàâèñèìîñòè, èçìåðåííûå äëÿ èñõîäíî èíàêòèâè-
ðîâàííîãî àêòèíà. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ÀÍÑ â
âîäíîì ðàñòâîðå (0.0 Ì GdnHCl) â ïðèñóòñòâèè èíàêòè-
âèðîâàííîãî àêòèíà ïðèáëèçèòåëüíî â 20 ðàç áîëüøå èí-
òåíñèâíîñòè ÀÍÑ â ïðèñóòñòâèè íàòèâíîãî àêòèíà òîé
æå êîíöåíòðàöèè. Ìàêñèìàëüíàÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóî-
ðåñöåíöèè ÀÍÑ íàáëþäàåòñÿ ïðè êîíöåíòðàöèÿõ
0.45—0.50 è 0.2—0.3 Ì GdnHCl äëÿ ðàñòâîðîâ èñõîäíî
íàòèâíîãî è èñõîäíî èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà. Ïðè
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ýòèõ æå êîíöåíòðàöèÿõ ÀÍÑ íàáëþäàåòñÿ ìàêñèìàëüíàÿ
èíòåíñèâíîñòü ñâåòîðàññåÿíèÿ.

Ñõîäñòâî õàðàêòåðà çàâèñèìîñòåé èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè ÀÍÑ è èíòåíñèâíîñòè ñâåòîðàññåÿíèÿ
äëÿ èñõîäíî íàòèâíîãî è èñõîäíî èíàêòèâèðîâàííîãî àê-
òèíà çàñòàâëÿåò èñêàòü ïðè÷èíó îáíàðóæåííûõ ýôôåê-
òîâ â óíèâåðñàëüíîì õàðàêòåðå âçàèìîäåéñòâèÿ GdnHCl
(ïðè åãî íåáîëüøèõ êîíöåíòðàöèÿõ â ðàñòâîðå) ñ ìàêðî-
ìîëåêóëàìè áåëêà. Âîçìîæíî, ýòîò ýôôåêò îáóñëîâëåí
âçàèìîäåéñòâèåì ãðóïï NH2 êàòèîíîâ GdnHCl (GuH+) ñ
ãðóïïàìè C=O êàðáîêñèëüíûõ ãðóïï ãëóòàìèíîâîé è àñ-
ïàðàãèíîâîé êèñëîò è àìèäíûõ ãðóïï ãëóòàìèíà è àñïà-
ðàãèíà, íàõîäÿùåãîñÿ íà ïîâåðõíîñòè ìàêðîìîëåêóëû
íàòèâíîãî èëè èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà. ×èñëî îòðè-
öàòåëüíî çàðÿæåííûõ ãðóïï OD2 (22 ãðóïïû) è OE2 (28
ãðóïï) ãëóòàìèíîâîé è àñïàðàãèíîâûõ êèñëîò â ìàêðî-
ìîëåêóëå àêòèíà áîëüøå ÷èñëà ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåí-
íûõ ãðóïï NZ ëèçèíà (18 ãðóïï), NH1-ãðóïï àðãèíèíà
(18 ãðóïï) è NE2-ãðóïï ãèñòèäèíà (9 ãðóïï). Òàêèì îáðà-
çîì, â öåëîì ìàêðîìîëåêóëà àêòèíà íåñåò îòðèöàòåëü-
íûé çàðÿä.

Ðàñïðåäåëåíèå îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûõ ãðóïï OD2
è OE2, ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûõ NZ Lys, NE2 Arg, NH1
His, à òàêæå ãðóïï C=O íà ïîâåðõíîñòè ìàêðîìîëåêóëû
àêòèíà ïðåäñòàâëåíî íà ðèñ. 13. Ñ ðîñòîì ÷èñëà èîíîâ
GuH+, ñâÿçàííûõ ñ áåëêîì, óâåëè÷èâàåòñÿ êîëè÷åñòâî
ïîëîæèòåëüíûõ ãðóïï íà ïîâåðõíîñòè áåëêà, è ïðè íåêî-
òîðîé êîíöåíòðàöèè GdnHCl ìîëåêóëà â öåëîì ñòàíî-

âèòñÿ íåéòðàëüíîé. Ïðè ýòîì ñîçäàþòñÿ óñëîâèÿ àññîöè-
àöèè ìàêðîìîëåêóë àêòèíà ìåæäó ñîáîé. Ýòî è ÿâëÿåòñÿ
ïðè÷èíîé âîçðàñòàíèÿ ñâåòîðàññåÿíèÿ è ñâÿçûâàíèÿ ìî-
ëåêóë ÀÍÑ, êîòîðûå âñòðàèâàþòñÿ ìåæäó ìàêðîìîëåêó-
ëàìè àêòèíà, îáðàçóþùèìè àññîöèàò. Ïðè äàëüíåéøåì
óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè GdnHCl ÷èñëî ïîëîæèòåëüíî
çàðÿæåííûõ ãðóïï íà ïîâåðõíîñòè ìàêðîìîëåêóëû áåëêà
íà÷èíàåò ïðåâûøàòü ÷èñëî îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûõ
ãðóïï. Íàëè÷èå ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûõ ãðóïï íà ïî-
âåðõíîñòè ìàêðîìîëåêóëû ïðåïÿòñòâóåò èõ àññîöèàöèè.
Òî îáñòîÿòåëüñòâî, ÷òî çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè ôëó-
îðåñöåíöèè ÀÍÑ è èíòåíñèâíîñòè ñâåòîðàññåÿíèÿ îò
êîíöåíòðàöèè GdnHCl äëÿ èñõîäíî íàòèâíîãî è èñõîäíî
èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà èìåþò ñõîäíûé õàðàêòåð, ïî-
çâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â ñîñòàâ àññîöèàòîâ ìîãóò
âõîäèòü ìàêðîìîëåêóëû êàê íàòèâíîãî, òàê è èíàêòèâè-
ðîâàííîãî àêòèíà. Êàê áûëî îòìå÷åíî âûøå, ìàêñèìóìû
çàâèñèìîñòåé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ÀÍÑ è èí-
òåíñèâíîñòè ñâåòîðàññåÿíèÿ â ñëó÷àå èñõîäíî íàòèâíî-
ãî àêòèíà íàáëþäàþòñÿ ïðè á �îëüøèõ êîíöåíòðàöèÿõ
GdnHCl ïî ñðàâíåíèþ ñ àíàëîãè÷íûìè çàâèñèìîñòÿìè
äëÿ èñõîäíî èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà. Ýòî ìîæåò áûòü
ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî ïîâåðõíîñòü èíàêòèâèðîâàííîãî àêòè-
íà íåñåò ìåíüøåå ÷èñëî íåñêîìïåíñèðîâàííûõ îòðèöà-
òåëüíî çàðÿæåííûõ ãðóïï ïî ñðàâíåíèþ ñ ïîâåðõíîñòüþ
íàòèâíîãî àêòèíà è äëÿ íåéòðàëèçàöèè èçáûòî÷íî îòðè-
öàòåëüíîãî çàðÿäà íà ïîâåðõíîñòè íåîáõîäèìî ìåíüøåå
÷èñëî êàòèîíîâ GuH+.

Ôèçèêî-õèìè÷åñêèå ñâîéñòâà àêòèíà â ðàçëè÷íûõ ñòðóêòóðíûõ ñîñòîÿíèÿõ 965

Ðèñ. 12. Çàâèñèìîñòü âåëè÷èíû ïàðàìåòðà A, àíèçîòðîïèè ôëóîðåñöåíöèè, èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ÀÍÑ è ñâåòîðàññåÿíèÿ
îò êîíöåíòðàöèè GdnHCl äëÿ èñõîäíîãî íàòèâíîãî (à) è èñõîäíîãî èíàêòèâèðîâàííîãî (á) àêòèíà.



Åñëè íàøà ãèïîòåçà âåðíà, òî ýòî îçíà÷àåò, ÷òî â ðàñò-
âîðàõ GdnHCl ðàçìåð àññîöèàòîâ èíàêòèâèðîâàííîãî
àêòèíà ñóùåñòâåííî çàâèñèò îò êîíöåíòðàöèè äåíàòó-
ðàíòà. Ïîäòâåðæäåíèåì ýòîãî ÿâëÿåòñÿ õàðàêòåð çàâèñè-
ìîñòè èíòåãðàëüíîé èíòåíñèâíîñòè ôîñôîðåñöåíöèè îò
êîíöåíòðàöèè GdnHCl. Ñ ðîñòîì êîíöåíòðàöèè GdnHCl
îò 0 äî 1.8 Ì íàáëþäàåòñÿ ñóùåñòâåííîå óìåíüøåíèå
ýòîé âåëè÷èíû (Mazhul’ et al., 2003; Ìàæóëü è äð., 2005).
Èíàêòèâèðîâàííûé àêòèí ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ìîíîäèñ-
ïåðñíûé àññîöèàò, ñîñòîÿùèé èç 15 ìîíîìåðíûõ åäèíèö,
âíå çàâèñèìîñòè îò òîãî, êàêèì îáðàçîì îí ïîëó÷åí,
ëèøü â âîäíîì ðàñòâîðå â îòñóòñòâèå GdnHCl.

Â îáëàñòè êîíöåíòðàöèé GdnHCl îò 1.8 äî ïðèáëèçè-
òåëüíî 3.0 Ì çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-
öèè ÀÍÑ îòðàæàþò ïåðåõîä èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà
ê ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîìó ñîñòîÿíèþ. Ïðè ýòîì ïðåâðà-
ùåíèå èíàêòèâèðîâàííûé àêòèí—ïîëíîñòüþ ðàçâåðíó-
òûé àêòèí äëÿ èñõîäíî èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà ïðî-
ÿâëÿåòñÿ íå òàê ðåçêî, êàê â ñëó÷àå èñõîäíî íàòèâíîãî
àêòèíà (ðèñ. 12, à, á). Ýòî ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè, ïîëó-
÷åííûìè ïðè ðåãèñòðàöèè õàðàêòåðèñòèê ñîáñòâåííîé
ôëóîðåñöåíöèè (ñì. íèæå), êîòîðûå ñâèäåòåëüñòâóþò î
òîì, ÷òî ðàçâîðà÷èâàíèå èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà ïðî-
èñõîäèò çíà÷èòåëüíî ìåäëåííåå, ÷åì ïðîöåññ U � I.

Ïî ñðàâíåíèþ ñ çàâèñèìîñòÿìè, ïðåäñòàâëåííûìè
íà ðèñ. 8, âûÿâëåíî âîçðàñòàíèå âåëè÷èíû ïàðàìåòðà A è
àíèçîòðîïèè ôëóîðåñöåíöèè â îáëàñòè êîíöåíòðàöèé
0.0—0.1 Ì GdnHCl, êîòîðîå ïðè äàëüíåéøåì óâåëè÷å-
íèè êîíöåíòðàöèé äåíàòóðàíòà ñìåíÿåòñÿ óìåíüøåíèåì
âåëè÷èíû ýòèõ õàðàêòåðèñòèê (ðèñ. 12, à). Äëÿ èñõîäíî
èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà ýêñòðåìóìû íà êðèâûõ çàâè-
ñèìîñòåé ïàðàìåòðà A, àíèçîòðîïèè ôëóîðåñöåíöèè, èí-
òåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ÀÍÑ è ñâåòîðàññåÿíèÿ íà-
áëþäàþòñÿ ïðè îäíèõ è òåõ æå êîíöåíòðàöèÿõ GdnHCl
(ðèñ. 12, á). Äëÿ èñõîäíî íàòèâíîãî àêòèíà ìàêñèìàëü-
íûå çíà÷åíèÿ ïàðàìåòðà A è àíèçîòðîïèè ôëóîðåñöåí-

öèè íàáëþäàþòñÿ, òàê æå êàê è äëÿ èñõîäíî èíàêòèâèðî-
âàííîãî àêòèíà, ïðè êîíöåíòðàöèÿõ, áëèçêèõ ê 0.2 Ì
GdnHCl. Ïðè÷èíû âîçðàñòàíèÿ âåëè÷èíû ïàðàìåòðà A è
àíèçîòðîïèè ôëóîðåñöåíöèè àêòèíà ïîä âîçäåéñòâèåì
íåáîëüøèõ êîíöåíòðàöèé GdnHCl íåÿñíû. Â ñëó÷àå íà-
òèâíîãî àêòèíà îäíî èç âîçìîæíûõ îáúÿñíåíèé ìîãëî
áû ñîñòîÿòü â ïðåäïîëîæåíèè î ïîëèìåðèçóþùåì äåéñò-
âèè íåáîëüøèõ äîáàâîê GdnHCl. Îäíàêî îáíàðóæåíèå
ýòîãî ýôôåêòà äëÿ èñõîäíî èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà
ñòàâèò ïîä ñîìíåíèå ñïðàâåäëèâîñòü òàêîãî ïðåäïîëî-
æåíèÿ.

Êèíåòèêà äåíàòóðàöèè àêòèíà

Êâàçèñòàöèîíàðíûé õàðàêòåð çàâèñèìîñòåé ôëóî-
ðåñöåíòíûõ õàðàêòåðèñòèê îò êîíöåíòðàöèè GdnHCl â
îáëàñòè íèçêèõ êîíöåíòðàöèé äåíàòóðàíòà (0.0—0.8 Ì),
à òàêæå òî îáñòîÿòåëüñòâî, ÷òî èíàêòèâèðîâàííûé àê-
òèí — àññîöèàò èç 15 ìîíîìåðíûõ åäèíèö — íå ìîæåò
îáðàçîâûâàòüñÿ áûñòðî è äîëæåí ñóùåñòâîâàòü ïî êðàé-
íåé ìåðå êèíåòè÷åñêèé ìîíîìåð — ïðåäøåñòâåííèê
èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà, îïðåäåëèëè íåîáõîäèìîñòü
èçó÷åíèÿ êèíåòèêè ïðîöåññîâ ñâîðà÷èâàíèÿ—ðàçâîðà-
÷èâàíèÿ àêòèíà. Ñóùåñòâåííî áûëî èñïîëüçîâàòü â ýòèõ
ýêñïåðèìåíòàõ ðàçëè÷íûå ôèçèêî-õèìè÷åñêèå õàðàêòå-
ðèñòèêè, ÷óâñòâèòåëüíûå êàê ê èçìåíåíèþ ãëîáóëÿðíîé
ñòðóêòóðû áåëêà, òàê è ê àññîöèàöèè ìàêðîìîëåêóë, ïðè-
âîäÿùåé ê îáðàçîâàíèþ èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà.

Ñóùåñòâåííî ðàçâåðíóòûé êèíåòè÷åñêèé èíòåðìå-
äèàò, ïðåäøåñòâóþùèé îáðàçîâàíèþ èíàêòèâèðîâàííî-
ãî àêòèíà. Äëÿ èçó÷åíèÿ ïðîöåññà îáðàçîâàíèÿ èíàêòè-
âèðîâàííîãî àêòèíà ïîä äåéñòâèåì GdnHCl áûëè èçìå-
ðåíû êèíåòè÷åñêèå êðèâûå èçìåíåíèÿ èíòåíñèâíîñòè
ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè (Turoverov et al., 2002). Ïðè
íåáîëüøèõ êîíöåíòðàöèÿõ GdnHCl (ìåíüøå 1.0 Ì) èí-
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Ðèñ. 13. Ëîêàëèçàöèÿ îòðèöàòåëüíî è ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûõ ãðóïï, à òàêæå àòîìîâ êèñëîðîäà ãðóïï C=O íà ïîâåðõíîñòè ìàê-
ðîìîëåêóëû àêòèíà.

Ïàíåëè à è á îòëè÷àþòñÿ äðóã îò äðóãà ïîâîðîòîì ìîëåêóëû íà 180° âîêðóã âåðòèêàëüíîé îñè. Êðàñíûå ñôåðû — îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûå àòîìû êèñ-
ëîðîäà ãðóïï OD2, OE2 ãëóòàìèíîâîé è àñïàðàãèíîâîé àìèíîêèñëîò; ñèíèå ñôåðû — ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûå àòîìû àçîòà ãðóïï NZ, NH1 è NE2 ëè-

çèíà, àðãèíèíà è ãèñòèäèíà; òåìíî-êðàñíûå ñôåðû — àòîìû êèñëîðîäà ãðóïï C=O (OE1 Glu, OD1 Asp, OE1 Gln è OD1 Asn).



òåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ìîíîòîííî óìåíüøàåòñÿ ñî
âðåìåíåì, ìåäëåííî äîñòèãàÿ ñâîåé ðàâíîâåñíîé âåëè-
÷èíû (ðèñ. 14). Ïðè âûñîêîé êîíöåíòðàöèè GdnHCl
(âûøå 3.0 Ì) èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè òàêæå óìåíü-
øàåòñÿ ìîíîòîííî è áûñòðî äîñòèãàåò çíà÷åíèÿ, õàðàêòåð-
íîãî äëÿ ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîãî àêòèíà (ðèñ. 14, á). Íàè-
áîëåå èíòåðåñíûå ðåçóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû äëÿ ïðîìå-
æóòî÷íûõ êîíöåíòðàöèé GdnHCl (îò 1.0 äî 2.0 Ì). Ïðè
ýòèõ êîíöåíòðàöèÿõ GdnHCl èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåí-
öèè ñíà÷àëà ïàäàåò, à çàòåì ìåäëåííî ðàñòåò, äîñòèãàÿ
ðàâíîâåñíîé âåëè÷èíû (ðèñ. 14).

Ïîÿâëåíèå ìèíèìóìà íà êèíåòè÷åñêèõ êðèâûõ ïðè
êîíå÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ GdnHCl â ðàñòâîðå 1.0, 1.2, 1.5
è 1.8 Ì ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ïåðåõîä èç íàòèâíîãî
â èíàêòèâèðîâàííîå ñîñòîÿíèå ïðîèñõîäèò ÷åðåç íåêîòî-
ðîå ïðîìåæóòî÷íîå ñîñòîÿíèå, â êîòîðîì èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè, çàðåãèñòðèðîâàííàÿ ïðè äëèíå âîëíû
320 íì, íèæå, ÷åì â íàòèâíîì è èíàêòèâèðîâàííîì ñî-
ñòîÿíèÿõ. Èçâåñòíî, ÷òî àêòèí â ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîì
ñîñòîÿíèè îáëàäàåò ìåíüøåé èíòåíñèâíîñòüþ I320, ÷åì â
íàòèâíîì è èíàêòèâèðîâàííîì. Â ñâÿçè ñ ýòèì áûëî ñäå-
ëàíî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî èíàêòèâèðîâàííûé àêòèí
îáðàçóåòñÿ èç íàòèâíîãî ÷åðåç ñòàäèþ ôîðìèðîâàíèÿ ñó-
ùåñòâåííî ðàçâåðíóòîãî èíòåðìåäèàòà.

Äîïîëíèòåëüíîå ïîäòâåðæäåíèå ýòîãî ïðåäïîëîæå-
íèÿ áûëî ïîëó÷åíî ïóòåì ðåãèñòðàöèè êèíåòè÷åñêèõ çà-
âèñèìîñòåé äðóãèõ õàðàêòåðèñòèê ñèñòåìû, â ÷àñòíîñòè
õàðàêòåðèñòèê, êîòîðûå â ïðîòèâîïîëîæíîñòü èíòåíñèâ-
íîñòè ôëóîðåñöåíöèè îòðàæàþò èçìåíåíèå ñòðóêòóðû
ìàêðîìîëåêóëû êà÷åñòâåííî. Ïðè ýòîì áûëè èñïîëüçî-
âàíû õàðàêòåðèñòèêè, âåëè÷èíà êîòîðûõ äëÿ ïîëíîñòüþ
ðàçâåðíóòîãî àêòèíà íèæå ïî ñðàâíåíèþ ñ âåëè÷èíîé
äëÿ íàòèâíîãî è èíàêòèâèðîâàííîãî ñîñòîÿíèé áåëêà, à
èìåííî ïàðàìåòð A è àíèçîòðîïèÿ ôëóîðåñöåíöèè. Êèíå-
òè÷åñêèå êðèâûå, èçìåðåííûå ïðè êîíå÷íîé êîíöåíòðà-
öèè 1.0—2.0 Ì GdnHCl äëÿ ïàðàìåòðà A è àíèçîòðîïèè
ôëóîðåñöåíöèè, òàêæå èìåþò ìèíèìóì (ðèñ. 15, 16). Èç-
âåñòíî, ÷òî âåëè÷èíà àíèçîòðîïèè ôëóîðåñöåíöèè óìåíü-

øàåòñÿ ñ óâåëè÷åíèåì ïîäâèæíîñòè õðîìîôîðà. Íàïðè-
ìåð, àññîöèàöèÿ áåëêîâ îáû÷íî ñîïðîâîæäàåòñÿ óâåëè-
÷åíèåì àíèçîòðîïèè ôëóîðåñöåíöèè, â òî âðåìÿ êàê äèñ-
ñîöèàöèÿ îëèãîìåðîâ è ðàçâîðà÷èâàíèå áåëêà — óìåíü-
øåíèåì àíèçîòðîïèè ôëóîðåñöåíöèè.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ ýòèì îáðàçîâàíèå èíàêòèâèðîâàí-
íîãî àêòèíà (êîòîðûé, êàê óæå ãîâîðèëîñü ðàíåå, ñîñòîèò
èç 15 ìàêðîìîëåêóë àêòèíà — Kuznetsova et al., 1999a;
Turoverov et al., 1999b) ñîïðîâîæäàåòñÿ ñóùåñòâåííûì
óâåëè÷åíèåì àíèçîòðîïèè ôëóîðåñöåíöèè (ðèñ. 16).
Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ðàçâîðà÷èâàíèå áåëêà õàðàêòåðè-
çóåòñÿ âûðàæåííûì ñïàäîì âåëè÷èíû àíèçîòðîïèè ôëó-

Ôèçèêî-õèìè÷åñêèå ñâîéñòâà àêòèíà â ðàçëè÷íûõ ñòðóêòóðíûõ ñîñòîÿíèÿõ 967

Ðèñ. 14. Èçìåíåíèå èíòåíñèâíîñòè ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè àêòèíà ïðè åãî äåíàòóðàöèè (ëðåã. = 320 íì).

à — êèíåòèêà äåíàòóðàöèè àêòèíà ïîä äåéñòâèåì GdnHCl. Öèôðû ó êðèâûõ — êîíöåíòðàöèÿ GdnHCl, Ì; á — çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñ-
öåíöèè îò êîíöåíòðàöèè GdnHCl, çàðåãèñòðèðîâàííàÿ ïîñëå 24 ÷ èíêóáàöèè áåëêà â GdnHCl. ëâîçá. = 297 íì; áåëûå è ÷åðíûå ñèìâîëû ñîîòâåòñòâóþò

ýêñïåðèìåíòàì ïî äåíàòóðàöèè è ðåíàòóðàöèè ñîîòâåòñòâåííî.

Ðèñ. 15. Èçìåíåíèå ïàðàìåòðà A ïðè äåíàòóðàöèè àêòèíà ïîä
äåéñòâèåì GdnHCl.

Öèôðû ó êðèâûõ — êîíöåíòðàöèè GdnHCl, Ì; ëâîçá. = 297 íì.



îðåñöåíöèè (ðèñ. 16). Â òî æå âðåìÿ óìåíüøåíèå âå-
ëè÷èíû ïàðàìåòðà A îçíà÷àåò äëèííîâîëíîâûé ñäâèã
ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè, êîòîðûé ÷àñòî ñâÿçûâàþò ñ ðàç-
ðóøåíèåì ãëîáóëÿðíîé, ïëîòíî óïàêîâàííîé ñòðóêòó-
ðû è îáðàçîâàíèåì áîëåå «ðûõëîé», ðàçâåðíóòîé ñòðóê-
òóðû. Ïîýòîìó íàëè÷èå ìèíèìóìà íà êèíåòè÷åñêèõ
êðèâûõ àíèçîòðîïèè ôëóîðåñöåíöèè è ïàðàìåòðà A îçíà-
÷àåò, ÷òî ïîÿâëåíèþ èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà ïðåä-
øåñòâóåò ñòàäèÿ îáðàçîâàíèÿ ñóùåñòâåííî ðàçâåðíóòîãî
àêòèíà. Âàæíî çàìåòèòü, ÷òî ñî âðåìåíåì âåëè÷èíà ïà-
ðàìåòðà A è àíèçîòðîïèè ôëóîðåñöåíöèè äîñòèãàåò
çíà÷åíèÿ, õàðàêòåðíîãî äëÿ èíàêòèâèðîâàííîãî àê-
òèíà.

Êèíåòè÷åñêèå êîíñòàíòû ïðîöåññà äåíàòóðàöèè
àêòèíà ãóàíèäèíãèäðîõëîðèäîì. Íà îñíîâàíèè âñåõ ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ áûëà ïðåäëîæåíà ñëåäóþùàÿ
ñõåìà îáðàçîâàíèÿ èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà:

N U I,→k
k

k

1 2

3
* ) (8)

ãäå ki — êîíñòàíòû ñêîðîñòåé ñîîòâåòñòâóþùèõ ïðîöåñ-
ñîâ è U* — ñóùåñòâåííî ðàçâåðíóòûé êèíåòè÷åñêèé èí-
òåðìåäèàò, ôëóîðåñöåíòíûå ñâîéñòâà êîòîðîãî ñõîäíû

ñî ñâîéñòâàìè ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîãî áåëêà, íî (êàê
ïîêàçàëè èçìåðåíèÿ â äàëüíåé ÓÔ-îáëàñòè ñïåêòðà) âòî-
ðè÷íàÿ ñòðóêòóðà êîòîðîãî ãîðàçäî áîëåå óïîðÿäî÷åíà.
Ñõåìà (8) âåðíà â òîì ñëó÷àå, åñëè êîíå÷íàÿ êîíöåíòðà-
öèÿ GdnHCl â ðàñòâîðå íå ïðåâûøàåò 1.8 Ì, â ïðîòèâíîì
ñëó÷àå íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü òàêæå ïåðåõîä àêòèíà â
ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîå ñîñòîÿíèå (ñì. íèæå). Â ïðåäïî-
ëîæåíèè âûïîëíåíèÿ ñõåìû (8) âðåìåíí �ûå çàâèñèìîñòè
äîëåé áåëêà â íàòèâíîì áN(t), èíàêòèâèðîâàííîì áI(t) è
ñóùåñòâåííî ðàçâåðíóòîì áU*(t) ñîñòîÿíèÿõ îïðåäåëÿþò-
ñÿ ñëåäóþùèìè ñîîòíîøåíèÿìè:
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Ðèñ. 16. Èçìåíåíèå àíèçîòðîïèè ôëóîðåñöåíöèè ïðè äåíàòóðàöèè àêòèíà.

à — êèíåòèêà äåíàòóðàöèè àêòèíà ïîä äåéñòâèåì GdnHCl; öèôðû ó ñèìâîëîâ — êîíöåíòðàöèè GdnHCl, Ì. Âñòàâêà — êèíåòèêà èçìåíåíèÿ ãîðèçîí-
òàëüíîé (IV

H) è âåðòèêàëüíîé (IV

V ) ñîñòàâëÿþùèõ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè, á — çàâèñèìîñòü âåëè÷èíû àíèçîòðîïèè ôëóîðåñöåíöèè îò êîíöåíò-
ðàöèè GdnHCl, çàðåãèñòðèðîâàííàÿ ïîñëå 24 ÷ èíêóáàöèè áåëêà â GdnHCl. ëâîçá. = 297 íì, ëðåã. = 365 íì; áåëûå è ÷åðíûå ñèìâîëû ñîîòâåòñòâóþò ýêñ-

ïåðèìåíòàì ïî äåíàòóðàöèè è ðåíàòóðàöèè ñîîòâåòñòâåííî.
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Âðåìåíí �àÿ çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè
ñèñòåìû, ñîäåðæàùåé àêòèí â íàòèâíîì, èíàêòèâèðîâàí-
íîì è ñóùåñòâåííî ðàçâåðíóòîì ñîñòîÿíèÿõ, îïðåäåëÿåò-
ñÿ ñîîòíîøåíèåì

I(t) = áN(t)IN + áI(t)II + áU*(t)IU*, (10)

ãäå IN, II è IU* — èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè àêòèíà â
íàòèâíîì, èíàêòèðîâàííîì è ñóùåñòâåííî ðàçâåðíóòîì ñî-
ñòîÿíèÿõ ñîîòâåòñòâåííî; áN(t) + áI(t) + áU*(t) = 1. Èñêëþ-
÷àÿ èç âûðàæåíèÿ (10) áN(t) è ïîëàãàÿ, ÷òî IU* = IU, èìååì

Ir(t) = 1 + áI(t)(II/IN – 1) + áU*(t)(IU/IN – 1), (11)

ãäå Ir(t) = I(t)/I(0) — îòíîñèòåëüíàÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóî-
ðåñöåíöèè, I(0) = IN. Âåëè÷èíû êîíñòàíò ñêîðîñòåé áûëè
îïðåäåëåíû ïóòåì ìèíèìèçàöèè ñëåäóþùåé ôóíêöèè:

( )[ ]Φ = −∑ I t I t kj i
t

r,0 r( ) ( , )α
2

, (12)

ãäå Ir, 0(t) è Ir(áj(t, ki)) — ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ è ðàñ÷åòíàÿ
âåëè÷èíû îòíîñèòåëüíîé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-
öèè. Äëÿ àíàëèçà êèíåòè÷åñêèõ êðèâûõ èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè, îïðåäåëåíèÿ êîíñòàíò ñêîðîñòåé ki è
âðåìåíí �îé çàâèñèìîñòè äîëè áåëêà â íàòèâíîì, èíàêòè-
âèðîâàííîì è ñóùåñòâåííî ðàçâåðíóòîì ñîñòîÿíèÿõ èñ-
ïîëüçîâàëè ìåòîä Ìàðêóàðäòà (Marquardt, 1963), êîòîðûé
ñî÷åòàåò â ñåáå ñâîéñòâà ãðàäèåíòíîãî ìåòîäà íàèñêî-
ðåéøåãî ñïóñêà (â åãî îñíîâå ëåæèò ëèíåéíàÿ àïïðîêñè-
ìàöèÿ öåëåâîé ôóíêöèè) è ìåòîäà Íüþòîíà (îòâå÷àåò
êâàäðàòè÷íîé àïïðîêñèìàöèè öåëåâîé ôóíêöèè).

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ êèíåòè÷åñêàÿ êðèâàÿ, êîòîðàÿ
îòðàæàåò èçìåíåíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ñî
âðåìåíåì, è ðàñ÷åòíàÿ êðèâàÿ, íàèëó÷øèì îáðàçîì ñîâ-
ïàäàþùàÿ ñ ýêñïåðèìåíòàëüíîé è ïîëó÷åííàÿ â ðàìêàõ
ìîäåëè (9), ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 17, à; îáå êðèâûå ïîëó-
÷åíû äëÿ êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè GdnHCl â ðàñòâîðå, ðàâ-
íîé 1.2 Ì. Íàèëó÷øåå ñîâïàäåíèå ýêñïåðèìåíòàëüíîé è
ðàñ÷åòíîé êðèâûõ áûëî äîñòèãíóòî, êîãäà k1 = 2.1�10–2,
k2 = 7.2�10–3 è k3 = 7.6�10–4 c–1. Ðàñ÷åò êîíñòàíò ñêîðî-
ñòåé ïîçâîëèë îïðåäåëèòü èçìåíåíèÿ âî âðåìåíè äîëåé
íàòèâíîãî (áN(t)), èíàêòèâèðîâàííîãî (áI(t)) è ñóùåñò-
âåííî ðàçâåðíóòîãî (áU*(t)) ñîñòîÿíèé àêòèíà. Îòêëîíå-
íèå ðàñ÷åòíîé êðèâîé îò ýêñïåðèìåíòàëüíîé èìååò ñòà-
òèñòè÷åñêèé õàðàêòåð, õîòÿ èìååòñÿ íåáîëüøàÿ íåëèíåé-
íîñòü ïðè ìàëûõ âðåìåíàõ (ðèñ. 17, á). Áëèçîñòü âåëè-
÷èíû ÷2 (÷2 = Ö/(n – p)), ãäå n — ÷èñëî ýêñïåðèìåíòàëü-
íûõ òî÷åê è p — ÷èñëî èññëåäóåìûõ ïàðàìåòðîâ, ê åäè-
íèöå (÷2 = 1.12) è ñòàòèñòè÷åñêèé õàðàêòåð îòêëîíåíèÿ
ðàñ÷åòíîé êðèâîé îò ýêñïåðèìåíòàëüíîé äîêàçûâàþò
îáîñíîâàííîñòü âûáðàííîé êèíåòè÷åñêîé ìîäåëè.

Áûëà îïðåäåëåíà çàâèñèìîñòü êîíñòàíò ñêîðîñòåé k1,
k2 è k3 îò êîíöåíòðàöèè GdnHCl (ðèñ. 17, â). Êîíñòàíòà
ñêîðîñòè k3, êàê è îæèäàëîñü, ïðàêòè÷åñêè ðàâíà íóëþ.
Ïðè íåáîëüøèõ êîíöåíòðàöèÿõ GdnHCl âåëè÷èíà k2 çíà-
÷èòåëüíî áîëüøå, ÷åì âåëè÷èíà k1. Çíà÷èò, ëèìèòè-
ðóþùåé ñòàäèåé ïðè ýòèõ óñëîâèÿõ ÿâëÿåòñÿ ñòàäèÿ ðàç-

âîðà÷èâàíèÿ áåëêà, â òî âðåìÿ êàê ñóùåñòâåííî ðàçâåðíó-
òàÿ ìîëåêóëà áûñòðî ïåðåõîäèò â ñîñòîÿíèå èíàêòèâèðî-
âàííîãî àêòèíà. Ñ óâåëè÷åíèåì êîíöåíòðàöèè GdnHCl
êîíñòàíòà ñêîðîñòè k1 óâåëè÷èâàåòñÿ, à êîíñòàíòà ñêîðî-
ñòè k2 óìåíüøàåòñÿ. Ýòî ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî ïðè êîíöåí-
òðàöèÿõ GdnHCl îò 1.0 äî 2.0 Ì ïðîèñõîäèò íàêîïëåíèå
ñóùåñòâåííî ðàçâåðíóòîãî èíòåðìåäèàòà íà ðàííèõ ñòà-
äèÿõ â ïðîöåññå äåíàòóðàöèè è êàê ñëåäñòâèå — ïîÿâëå-
íèå õàðàêòåðíîãî ìèíèìóìà íà êèíåòè÷åñêèõ êðèâûõ.

Êèíåòèêà ðàçâîðà÷èâàíèÿ àêòèíà ôîðìàìèäîì. Èç-
ìåðåíû êèíåòè÷åñêèå çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè ôëóî-
ðåñöåíöèè ïðè âîçäåéñòâèè íà àêòèí ôîðìàìèäà ðàçëè÷-
íîé êîíöåíòðàöèè (ðèñ. 18). Óñòàíîâëåíî, ÷òî èõ õàðàêòåð
àíàëîãè÷åí õàðàêòåðó çàâèñèìîñòåé, íàáëþäàåìûõ ïðè
äåíàòóðàöèè àêòèíà GdnHCl, è ëèøü ñêîðîñòü äåíàòóðà-
öèè çíà÷èòåëüíî íèæå. Ýòè ðåçóëüòàòû ïîäòâåðäèëè òî,
÷òî ôîðìàìèä ÿâëÿåòñÿ êëàññè÷åñêèì äåíàòóðèðóþùèì
àãåíòîì, õîòÿ è ìåíåå ñèëüíûì, ÷åì ìî÷åâèíà è GdnHCl.
Õàðàêòåð êèíåòè÷åñêèõ çàâèñèìîñòåé èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè (ðèñ. 18) ïîäòâåðäèë ïðåäëîæåííóþ íà

Ôèçèêî-õèìè÷åñêèå ñâîéñòâà àêòèíà â ðàçëè÷íûõ ñòðóêòóðíûõ ñîñòîÿíèÿõ 969

Ðèñ. 17. Àíàëèç êèíåòè÷åñêèõ êðèâûõ èíòåíñèâíîñòè ñîáñòâåí-
íîé ôëóîðåñöåíöèè àêòèíà. ëâîçá. = 297 íì, ëðåã. = 320 íì.

à: 1, 2 — ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ (òî÷êè) è ðàñ÷åòíàÿ (ëèíèÿ) êðèâûå. Êðèâûå
áN, áI è áU* — äîëè áåëêà â íàòèâíîì, èíàêòèâèðîâàííîì è ñóùåñòâåííî
ðàçâåðíóòîì ñîñòîÿíèÿõ ñîîòâåòñòâåííî; êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ
GdnHCl â ðàñòâîðå 1.2 Ì. á — îòêëîíåíèå ýêñïåðèìåíòàëüíîé êðèâîé îò
ðàñ÷åòíîé; â — çàâèñèìîñòü êîíñòàíò ñêîðîñòåé äåíàòóðàöèè àêòèíà ki

îò êîíöåíòðàöèè GdnHCl.



îñíîâàíèè äàííûõ ïî äåíàòóðàöèè àêòèíà GdnHCl ñõåìó
ïðîöåññîâ ñâîðà÷èâàíèÿ—ðàçâîðà÷èâàíèÿ àêòèíà.

Êèíåòèêà îáðàçîâàíèÿ èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà.
Âåëè÷èíà ëþáîé õàðàêòåðèñòèêè ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåí-
öèè (èíòåíñèâíîñòè, ïàðàìåòðà A, àíèçîòðîïèè ôëóîðåñ-
öåíöèè) îïðåäåëÿåòñÿ îòíîñèòåëüíûì âêëàäîì âñåõ òðåõ
êîìïîíåíò ñèñòåìû íàòèâíûé àêòèí—ñóùåñòâåííî ðàçâåð-
íóòûé êèíåòè÷åñêèé èíòåðìåäèàò—èíàêòèâèðîâàííûé àê-
òèí (ñì. ñîîòíîøåíèå 10). Êàê î÷åâèäíî èç ìàòåðèàëà,
ïðåäñòàâëåííîãî âûøå, ýòî îáñòîÿòåëüñòâî îêàçàëîñü
î÷åíü ïîëåçíûì äëÿ îáíàðóæåíèÿ íîâîãî ñóùåñòâåííî ðàç-
âåðíóòîãî êèíåòè÷åñêîãî èíòåðìåäèàòà, ïîñêîëüêó âåëè÷è-
íà âñåõ ýòèõ õàðàêòåðèñòèê äëÿ êèíåòè÷åñêîãî èíòåð-
ìåäèàòà ìåíüøå ïî ñðàâíåíèþ êàê ñ íàòèâíûì, òàê è ñ
èíàêòèâèðîâàííûì àêòèíîì. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ êèíåòèêè
îáðàçîâàíèÿ èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà, âîçìîæíî, áîëåå
óäîáíî èñïîëüçîâàòü òàêèå õàðàêòåðèñòèêè, âåëè÷èíà êî-
òîðûõ íå çàâèñèò îò ïðèñóòñòâèÿ â ñèñòåìå îäíîé èëè äâóõ
äðóãèõ êîìïîíåíò. Òàêèìè õàðàêòåðèñòèêàìè ìîãóò áûòü
èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ÀÍÑ, èíòåãðàëüíàÿ èíòåí-

ñèâíîñòü è ñðåäíåå âðåìÿ çàòóõàíèÿ ôîñôîðåñöåíöèè
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.

Ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è ÿ À Í Ñ. Ôëóîðåñöåíòíûé çîíä
ÀÍÑ, êàê èçâåñòíî, íå ôëóîðåñöèðóåò â âîäíîì ðàñòâîðå
â ñâîáîäíîì ñîñòîÿíèè. Êàê ïðàâèëî, îí íå ñâÿçûâàåòñÿ
ñ íàòèâíûìè áåëêàìè, ïîýòîìó èõ ïðèñóòñòâèå â ðàñòâî-
ðå ÀÍÑ íå ïðèâîäèò ê âîçíèêíîâåíèþ ôëóîðåñöåí-
öèè çîíäà. Èñêëþ÷åíèå ñîñòàâëÿþò ëèøü íåêîòîðûå áåë-
êè (íàïðèìåð, ñûâîðîòî÷íûå àëüáóìèíû), èìåþùèå ãèä-
ðîôîáíûå ïîëîñòè èëè ãèäðîôîáíûå êëàñòåðû íà ïîâåðõ-
íîñòè ìàêðîìîëåêóëû. ÀÍÑ íå ñâÿçûâàåòñÿ òàêæå ñ ïîë-
íîñòüþ ðàçâåðíóòûìè áåëêàìè. Âîçíèêíîâåíèå èíòåí-
ñèâíîé ôëóîðåñöåíöèè ÀÍÑ ÿâëÿåòñÿ êëàññè÷åñêèì è
øèðîêî èñïîëüçóåìûì òåñòîì íà ïðèñóòñòâèå (èëè âîç-
íèêíîâåíèå) â ðàñòâîðå áåëêà â äåíàòóðèðîâàííîì ÷àñ-
òè÷íî ñâåðíóòîì ñîñòîÿíèè òèïà ðàñïëàâëåííîé ãëîáó-
ëû. Ôëóîðåñöåíöèÿ ÀÍÑ â ýòîì ñëó÷àå îáóñëîâëåíà ñâÿ-
çûâàíèåì êðàñèòåëÿ ñ ãèäðîôîáíûìè êëàñòåðàìè íà
ïîâåðõíîñòè ìàêðîìîëåêóëû. ÀÍÑ ìîæåò òàêæå ýôôåê-
òèâíî ñâÿçûâàòüñÿ ñ àìîðôíûìè àãðåãàòàìè áåëêîâ.

970 Î. È. Ïîâàðîâà, È. Ì. Êóçíåöîâà, Ê. Ê. Òóðîâåðîâ

Ðèñ. 18. Êèíåòèêà äåíàòóðàöèè àêòèíà ôîðìàìèäîì.

Ïðåäñòàâëåíû âðåìåíí �ûå çàâèñèìîñòè ïàðàìåòðà A = I320 / I365, õàðàêòåðèçóþùåãî ïîëîæåíèå ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè è èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-
öèè, èçìåðåííûå ïðè äëèíàõ âîëí 320 (ïàíåëü à) è 365 (ïàíåëü á) íì. Öèôðû ó ñèìâîëîâ — êîíöåíòðàöèè ôîðìàìèäà, %; êîíöåíòðàöèÿ áåëêà

0.5 ìã/ìë; ëâîçá. = 297 íì.



Èçâåñòíî, ÷òî ÀÍÑ íå ñâÿçûâàåòñÿ ñ íàòèâíûì è
ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòûì àêòèíîì, íî ýôôåêòèâíî ñâÿçû-
âàåòñÿ ñ èíàêòèâèðîâàííûì àêòèíîì è èíòåíñèâíî ôëóî-
ðåñöèðóåò ïðè åãî ïðèñóòñòâèè â ðàñòâîðå. Åñòü âñå
îñíîâàíèÿ ïîëàãàòü, ÷òî êðàñèòåëü íå áóäåò ñâÿçûâàòüñÿ
ñ âíîâü îáíàðóæåííûì ñóùåñòâåííî ðàçâåðíóòûì êèíå-
òè÷åñêèì èíòåðìåäèàòîì, ïðåäøåñòâóþùèì îáðàçîâà-
íèþ èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà. À åñëè ýòî òàê, òî êèíå-
òè÷åñêèå çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè
ÀÍÑ ïðè ðàçâîðà÷èâàíèè àêòèíà GdnHCl áóäóò îòðà-
æàòü èñêëþ÷èòåëüíî èçìåíåíèå ñîäåðæàíèÿ èíàêòèâè-
ðîâàííîãî àêòèíà â ñèñòåìå.

Íà ðèñ. 19 ïðåäñòàâëåíû êèíåòè÷åñêèå çàâèñèìîñòè
èçìåíåíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ÀÍÑ ïðè ðàç-
âîðà÷èâàíèè àêòèíà GdnHCl. Âèäíî, ÷òî íà÷àëüíàÿ ñêî-
ðîñòü îáðàçîâàíèÿ ïðîäóêòà, ñâÿçûâàþùåãî ÀÍÑ, âîçðà-
ñòåò ïî ìåðå óâåëè÷åíèÿ êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè
GdnHCl îò 0 äî 1.2 Ì. Îäíàêî ïðè êîíöåíòðàöèÿõ
GdnHCl 1.0, 1.1 è 1.2 Ì ñêîðîñòü îáðàçîâàíèÿ ýòîãî ïðî-
äóêòà çàòåì ñóùåñòâåííî çàìåäëÿåòñÿ, òàê ÷òî ÷åðåç
10 ìèí ïîñëå íà÷àëà èíêóáàöèè àêòèíà â ðàñòâîðàõ
GdnHCl ìàêñèìàëüíàÿ êîíöåíòðàöèÿ ýòîãî ïðîäóêòà
èìååò ìåñòî ïðè êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 0.9 Ì GdnHCl.
Ïðè êîíöåíòðàöèè 1.8 Ì GdnHCl ñêîðîñòü íàðàñòàíèÿ
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ÀÍÑ çíà÷èòåëüíî ìåíü-
øå, ÷åì ïðè êîíöåíòðàöèè 0.9 Ì GdnHCl. Ïðè îáñóæäå-
íèè çàâèñèìîñòåé, ïðåäñòàâëåííûõ íà ðèñ. 19, ìû ñîçíà-
òåëüíî èñïîëüçîâàëè òåðìèí «ïðîäóêò, ñâÿçûâàþùèé
ÀÍÑ», à íå èíàêòèâèðîâàííûé àêòèí, ïîñêîëüêó àññîöè-
àòû àêòèíà, ñâÿçûâàþùèå ÀÍÑ, âðÿä ëè ãîìîãåííû. Ðàç-
ìåðû ýòèõ àññîöèàòîâ ìîãóò çàâèñåòü êàê îò âðåìåíè èí-
êóáàöèè àêòèíà â ðàñòâîðå GdnHCl, òàê è îò êîíöåíòðà-
öèè äåíàòóðèðóþùåãî àãåíòà. Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî ïî
äîñòèæåíèè ðàâíîâåñèÿ ðàçìåð àññîöèàòîâ òàêæå áóäåò
çàâèñåòü îò êîíöåíòðàöèè GdnHCl.

Ô î ñ ô î ð å ñ ö å í ö è ÿ ï ð è ê î ì í à ò í î é ò å ì ï å ð à -
ò ó ð å (ÔÊÒ) èìååò ìåñòî â òåõ ñëó÷àÿõ, êîãäà õðîìîôî-
ðû áåëêà íàõîäÿòñÿ â æåñòêîì ìèêðîîêðóæåíèè. Ðàíåå
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî íàòèâíûé àêòèí ôîñôîðåñöèðóåò ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå (Strambini, Lehrer, 1991; Mazhul’
et al., 2003). Õàðàêòåð ñïåêòðîâ ÊÄ â áëèæíåé ÓÔ-îáëàñ-
òè ñïåêòðà äëÿ èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà ñâèäåòåëüñò-

âóåò î òîì, ÷òî òðèïòîôàíîâûå îñòàòêè íàõîäÿòñÿ â
æåñòêîì ìèêðîîêðóæåíèè. Íà îñíîâàíèè ýòîãî áûëî
ïðåäïîëîæåíî, ÷òî èíàêòèâèðîâàííûé àêòèí òàêæå äîë-
æåí èìåòü ÔÊÒ. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êèíåòèêà çàòóõàíèÿ
ôîñôîðåñöåíöèè èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà óäîâëåòâî-
ðèòåëüíî àïïðîêñèìèðóåòñÿ ñóììîé äâóõ ýêñïîíåíò.
Îêàçàëîñü, ÷òî ñðåäíåå âðåìÿ çàòóõàíèÿ ô è âðåìåíà ô1 è
ô2 ÔÊÒ èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà ñóùåñòâåííî áîëüøå,
÷åì ó íàòèâíîãî. Î÷åâèäíî, ÷òî ñóùåñòâåííî ðàçâåðíó-
òûé êèíåòè÷åñêèé èíòåðìåäèàò, òàê æå êàê è ïîëíîñòüþ
ðàçâåðíóòûé àêòèí, íå äîëæåí ôîñôîðåñöèðîâàòü ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîýòîìó åãî ïðèñóòñòâèå â ñèñ-
òåìå äîëæíî ïðèâîäèòü ê óìåíüøåíèþ èíòåãðàëüíîé èí-
òåíñèâíîñòè ôîñôîðåñöåíöèè è íå ñêàçûâàòüñÿ íà ñðåä-
íåì âðåìåíè çàòóõàíèÿ ôîñôîðåñöåíöèè. Ñðåäíåå âðåìÿ
çàòóõàíèÿ ôîñôîðåñöåíöèè áóäåò îïðåäåëÿòüñÿ òîëüêî
ñîîòíîøåíèåì âêëàäîâ íàòèâíîãî è èíàêòèâèðîâàííîãî
àêòèíà â ñèñòåìå (Mazhul’ et al., 2003; Ìàæóëü è äð.,
2005). Ýòè îñîáåííîñòè õàðàêòåðèñòèê ÔÊÒ ïîçâîëèëè
íà îñíîâàíèè ýêñïåðèìåíòîâ ïî èçó÷åíèþ êèíåòèêè ðàç-
âîðà÷èâàíèÿ àêòèíà ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ÔÊÒ ïðèéòè ê çà-
êëþ÷åíèþ î òîì, ÷òî èíàêòèâèðîâàííûé àêòèí îáðàçóåò-
ñÿ èç ñóùåñòâåííî ðàçâåðíóòîãî êèíåòè÷åñêîãî èíòåðìå-
äèàòà U* ïóòåì ïîñòåïåííîãî íàðàùèâàíèÿ ìàññû
àññîöèàòà (Mazhul’ et al., 2003; Ìàæóëü è äð., 2005).

Íîâàÿ êèíåòè÷åñêàÿ ñõåìà ïðîöåññîâ
ñâîðà÷èâàíèÿ—ðàçâîðà÷èâàíèÿ àêòèíà

Äëÿ òîãî ÷òîáû ïîíÿòü ðîëü ïðîìåæóòî÷íîãî ñîñòîÿ-
íèÿ U* â îáùåé ñõåìå ïðîöåññîâ ñâîðà÷èâàíèÿ—ðàçâî-
ðà÷èâàíèÿ àêòèíà, íåîáõîäèìî áûëî îõàðàêòåðèçîâàòü
ñâîéñòâà àêòèíà â ýòîì ñîñòîÿíèè è îòâåòèòü íà âîïðîñ î
òîì, íå èäåíòè÷íî ëè ýòî ñîñòîÿíèå ïîëíîñòüþ ðàçâåðíó-
òîìó ñîñòîÿíèþ U.

Âàæíóþ èíôîðìàöèþ î ñâîéñòâàõ âíîâü îáíàðóæåí-
íîãî ñóùåñòâåííî ðàçâåðíóòîãî êèíåòè÷åñêîãî èíòåðìå-
äèàòà äàëè èçìåðåíèÿ êèíåòèêè èçìåíåíèé ÊÄ â äàëüíåé
ÓÔ-îáëàñòè ñïåêòðà ïîä äåéñòâèåì GdnHCl. Âåëè÷èíû
ýëëèïòè÷íîñòè â äàëüíåé ÓÔ-îáëàñòè ñïåêòðà, èçìå-
ðåííûå íåïîñðåäñòâåííî ïîñëå äîáàâëåíèÿ ðàñòâîðà
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Ðèñ. 19. Äåíàòóðàöèÿ àêòèíà ïîä äåéñòâèåì GdnHCl, çàðåãèñòðèðîâàííàÿ ïóòåì èçìåðåíèÿ èíòåíñèâíîñòè ãèäðîôîáíîãî çîíäà
ÀÍÑ.

à — êèíåòè÷åñêèå êðèâûå äåíàòóðàöèè àêòèíà ïîä äåéñòâèåì GdnHCl ðàçëè÷íîé êîíöåíòðàöèè. Öèôðû ó êðèâûõ — êîíöåíòðàöèè GdnHCl, Ì; á —
êâàçèñòàöèîíàðíûå çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ÀÍÑ îò êîíöåíòðàöèè GdnHCl, èçìåðåííûå ÷åðåç 10 ìèí (1) è ÷åðåç 24 ÷ (2) èíêóáà-

öèè â ðàñòâîðàõ GdnHCl; êîíöåíòðàöèÿ áåëêà 0.15 ìã/ìë.



GdnHCl, èìåþò ïðîìåæóòî÷íûå çíà÷åíèÿ ìåæäó âåëè÷è-
íàìè ýëëèïòè÷íîñòè â ñïåêòðàõ ÊÄ äëÿ ïîëíîñòüþ ðàç-
âåðíóòîãî è èíàêòèâèðîâàííîãî áåëêîâ, â òî âðåìÿ êàê
äëèòåëüíàÿ èíêóáàöèÿ áåëêà â ïðèñóòñòâèè äåíàòóðàíòà
(â òå÷åíèå 24 ÷) ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ ñïåêòðà ÊÄ, õà-
ðàêòåðíîãî äëÿ èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà, ÷òî òàêæå
ïîäòâåðæäàåò ïðåäïîëîæåíèå î íàëè÷èè ñóùåñòâåííî
ðàçâåðíóòîãî ïðîìåæóòî÷íîãî ñîñòîÿíèÿ áåëêà, ïðåäøå-
ñòâóþùåãî îáðàçîâàíèþ èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà. Òà-
êèì îáðàçîì, âíîâü îáíàðóæåííûé ñóùåñòâåííî ðàçâåð-
íóòûé êèíåòè÷åñêèé èíòåðìåäèàò U* â îòëè÷èå îò àêòè-
íà â ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîì ñîñòîÿíèè U ñîõðàíÿåò
ýëåìåíòû âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû.

Ñ öåëüþ áîëåå ïîëíîé õàðàêòåðèñòèêè ñâîéñòâ ñî-
ñòîÿíèÿ U* áûë èñïîëüçîâàí òàê íàçûâàåìûé ìåòîä ôà-
çîâûõ äèàãðàìì. Ïðåæäå ÷åì îáñóæäàòü ïîëó÷åííûå ðå-
çóëüòàòû, íåîáõîäèìî äàòü ïðåäñòàâëåíèå î ñóòè ýòîãî
ìåòîäà.

Ïîñòðîåíèå ïàðàìåòðè÷åñêèõ çàâèñèìîñòåé ìåæäó
äâóìÿ íåçàâèñèìûìè ýêñòåíñèâíûìè õàðàêòåðèñòèêàìè
ñèñòåìû — íîâûé ïîäõîä äëÿ èçó÷åíèÿ ïðîöåññîâ ñâîðà-
÷èâàíèÿ—ðàçâîðà÷èâàíèÿ áåëêîâ. Ýòîò ìåòîä îñíîâàí íà
òîì, ÷òî ëþáàÿ ýêñòåíñèâíàÿ õàðàêòåðèñòèêà ñèñòåìû,
ñîñòîÿùåé èç äâóõ êîìïîíåíò, îïðåäåëÿåòñÿ ïðîñòûì ñî-
îòíîøåíèåì
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ãäå I1 è I2 — çíà÷åíèÿ õàðàêòåðèñòèêè I(è), îòâå÷àþùèå
100%-íîìó ñîäåðæàíèþ â ñèñòåìå ïåðâîé è âòîðîé êîì-
ïîíåíò ñîîòâåòñòâåííî, à á1(è) è á2(è) — îòíîñèòåëüíûå
äîëè ýòèõ êîìïîíåíò â ñèñòåìå, è — ëþáîé ïàðàìåòð, â
çàâèñèìîñòè îò âåëè÷èíû êîòîðîãî èçìåíÿåòñÿ äîëÿ êîì-
ïîíåíò â ñèñòåìå. Â êà÷åñòâå òàêîãî ïàðàìåòðà ìîãóò
áûòü, íàïðèìåð, êîíöåíòðàöèÿ äåíàòóðàíòà, òåìïåðàòóðà
è ò. ï. Äëÿ ëþáûõ äâóõ íåçàâèñèìûõ ýêñòåíñèâíûõ õà-
ðàêòåðèñòèê (îïèñûâàþùèõ ñèñòåìó êîëè÷åñòâåííî) âû-
ïîëíÿåòñÿ ñîîòíîøåíèå (13), è äîëÿ êîìïîíåíò â ñèñòå-
ìå, òàê æå êàê è êîíñòàíòà ðàâíîâåñèÿ K, ìîæåò áûòü
îïðåäåëåíà ñ ïîìîùüþ ïðîñòûõ ñîîòíîøåíèé
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Â êà÷åñòâå äâóõ íåçàâèñèìûõ ýêñòåíñèâíûõ õàðàêòå-
ðèñòèê ñèñòåìû ìîãóò áûòü âçÿòû èíòåíñèâíîñòè ôëóî-
ðåñöåíöèè, çàðåãèñòðèðîâàííûå ïðè äâóõ äëèíàõ âîëí
(320 è 365 íì). Â ýòîì ñëó÷àå èìååì ñèñòåìó
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Èñêëþ÷àÿ á1(è) è á2(è) èç óðàâíåíèé (15), ìû ïîëó-
÷èì çàâèñèìîñòü ìåæäó I320(è) è I365(è)

I320(è) = a + bI365(è), (16)
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øåíèå (16) îçíà÷àåò, ÷òî åñëè ïðè èçìåíåíèè ïàðàìåòðà
è ïåðåõîä ìåæäó ñîñòîÿíèÿìè 1 è 2 ïðîèñõîäèò ïî ïðèí-
öèïó «âñå èëè íè÷åãî», ò. å. áåç îáðàçîâàíèÿ ïðîìåæó-
òî÷íûõ ñîñòîÿíèé, òî ðåãèñòðèðóåìàÿ ýêñïåðèìåíòàëüíî
ïàðàìåòðè÷åñêàÿ çàâèñèìîñòü ìåæäó ëþáûìè äâóìÿ ýê-
ñòåíñèâíûìè õàðàêòåðèñòèêàìè äîëæíà áûòü ëèíåéíîé.
Åñëè ýêñïåðèìåíòàëüíî çàðåãèñòðèðîâàííàÿ ïàðàìåòðè-
÷åñêàÿ çàâèñèìîñòü äâóõ ýêñòåíñèâíûõ õàðàêòåðèñòèê
ñèñòåìû íå ÿâëÿåòñÿ ëèíåéíîé, òî ýòî îäíîçíà÷íî ñâèäå-
òåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ðåãèñòðèðóåìûé ïðîöåññ ïðåâðà-
ùåíèÿ èññëåäóåìîãî îáúåêòà èç íà÷àëüíîãî â êîíå÷íîå
ñîñòîÿíèå íå ÿâëÿåòñÿ îäíîñòàäèéíûì è ïðîèñõîäèò ñ
îáðàçîâàíèåì îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ ïðîìåæóòî÷íûõ
ñîñòîÿíèé.

Âïåðâûå ïîäõîä äëÿ èçó÷åíèÿ êîíôîðìàöèîííûõ ïðå-
âðàùåíèé áåëêîâ, îñíîâàííûé íà ïîñòðîåíèè ïàðàìåòðè-
÷åñêèõ çàâèñèìîñòåé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè, çà-
ðåãèñòðèðîâàííûõ ïðè äâóõ äëèíàõ âîëí, áûë ïðåäëîæåí
Áóðøòåéíîì (1976), íî â ïîñëåäóþùèå ãîäû èñïîëüçîâàë-
ñÿ êðàéíå ðåäêî (ñì., íàïðèìåð: Permyakov et al., 1980).
Ìû èñïîëüçîâàëè ýòîò ìåòîä äëÿ äîêàçàòåëüñòâà ñóùåñò-
âîâàíèÿ íåñêîëüêèõ ïðîìåæóòî÷íûõ ñîñòîÿíèé, êîòîðûå
âîçíèêàþò â ïðîöåññå äåíàòóðàöèè òàêèõ áåëêîâ, êàê êàð-
áîàíãèäðàçà (Bushmarina et al., 2001) è êðåàòèíêèíàçà
(Kuznetsova et al., 2002b), ïîä âîçäåéñòâèåì GdnHCl. Â ðà-
áîòå ïî èçó÷åíèþ ïðîöåññîâ ñâîðà÷èâàíèÿ—ðàçâîðà÷èâà-
íèÿ àêòèíà ýòîò ìåòîä âïåðâûå áûë èñïîëüçîâàí äëÿ àíà-
ëèçà äàííûõ, ïîëó÷åííûõ â õîäå âûïîëíåíèÿ êèíåòè÷å-
ñêèõ ýêñïåðèìåíòîâ (Kuznetsova et al., 2002a).

Ñâîéñòâà êèíåòè÷åñêîãî ïðåäøåñòâåííèêà èíàêòè-
âèðîâàííîãî àêòèíà. Ïàðàìåòðè÷åñêèå çàâèñèìîñòè
ìåæäó I320 è I365 ïîñòðîåíû íà îñíîâå êèíåòè÷åñêèõ äàí-

972 Î. È. Ïîâàðîâà, È. Ì. Êóçíåöîâà, Ê. Ê. Òóðîâåðîâ

Ðèñ. 20. Ïàðàìåòðè÷åñêèå çàâèñèìîñòè ìåæäó èíòåíñèâíîñòÿ-
ìè ôëóîðåñöåíöèè I320 è I365, õàðàêòåðèçóþùèå êèíåòèêó ðàçâî-

ðà÷èâàíèÿ íàòèâíîãî àêòèíà ïîä äåéñòâèåì GdnHCl.

Ïàðàìåòðîì âûñòóïàåò âðåìÿ, ïðîøåäøåå ïîñëå äîáàâëåíèÿ ê íàòèâíîìó
àêòèíó ðàñòâîðîâ GdnHCl ðàçëè÷íîé êîíöåíòðàöèè; öèôðû ó ñèìâî-
ëîâ — êîíöåíòðàöèè GdnHCl, Ì. Á�îëüøàÿ ÷àñòü ýêñïåðèìåíòàëüíûõ òî÷åê
ñîîòâåòñòâóåò ïåðâûì 10 ìèí ïîñëå ïåðåâîäà áåëêà â ðàñòâîðû GdnHCl ñî-
îòâåòñòâóþùåé êîíöåíòðàöèè. Êîíå÷íûå òî÷êè (ñèìâîëû áîëüøåãî ðàç-
ìåðà) çàðåãèñòðèðîâàíû ïîñëå 24 ÷ èíêóáàöèè. Çà åäèíèöó ïðèíÿòà èí-

òåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè íàòèâíîãî àêòèíà. ëðåã. = 320 íì.



íûõ, çàðåãèñòðèðîâàííûõ â ïðîöåññå ðàçâîðà÷èâàíèÿ àê-
òèíà ïîä äåéñòâèåì GdnHCl (ðèñ. 20). Â êà÷åñòâå íåçàâè-
ñèìûõ ýêñòåíñèâíûõ õàðàêòåðèñòèê ñèñòåìû èñïîëüçî-
âàíû èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè, èçìåðåííûå ïðè
äëèíàõ âîëí 320 è 365 íì. Ïàðàìåòðîì âûñòóïàëî âðåìÿ,
ïðîøåäøåå ïîñëå äîáàâëåíèÿ ê íàòèâíîìó àêòèíó ðàñ-
òâîðîâ GdnHCl ðàçëè÷íîé êîíöåíòðàöèè.

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ äåíàòóðàöèè àêòèíà ïîä
äåéñòâèåì GdnHCl ïîçâîëèëè ïðåäïîëîæèòü, ÷òî êîí-
ñòàíòà ñêîðîñòè ïðîöåññà N � U* (k1) óâåëè÷èâàåòñÿ ñ
óâåëè÷åíèåì êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè GdnHCl, â òî
âðåìÿ êàê êîíñòàíòà ñêîðîñòè îáðàçîâàíèÿ èíàêòèâèðî-
âàííîãî àêòèíà U* L I (k2) óìåíüøàåòñÿ. Çàâèñèìîñòü
ìåæäó êîíñòàíòàìè k1 è k2 òàêîâà, ÷òî ïðîöåññû îáðàçî-
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Ðèñ. 21. Áûñòðàÿ êèíåòèêà ðàçâîðà÷èâàíèÿ àêòèíà ïîä äåéñòâèåì GdnHCl.

Öèôðû ó êðèâûõ — êîíöåíòðàöèè GdnHCl, Ì.

Ðèñ. 22. Èçìåíåíèå èíòåíñèâíîñòè ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè àêòèíà ïðè êîíôîðìàöèîííîì ïåðåõîäå èíàêòèâèðîâàííûé àêòèí
(I) — ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîå ñîñòîÿíèå (U).

à — ïåðåõîä I 3 U ïðè èçìåíåíèè êîíöåíòðàöèè GdnHCl îò 1.8 äî 4.0 Ì; á — ïåðåõîä U � I ïðè èçìåíåíèè êîíöåíòðàöèè GdnHCl îò 4.0 äî 1.8 Ì; â —
äåíàòóðàöèÿ íàòèâíîãî àêòèíà ïîä äåéñòâèåì 4.0 Ì GdnHCl ( çàâèñèìîñòü ïðåäñòàâëåíà äëÿ ñðàâíåíèÿ).



âàíèÿ ñóùåñòâåííî ðàçâåðíóòîãî êèíåòè÷åñêîãî èíòåð-
ìåäèàòà è èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà ðàçäåëåíû âî âðå-
ìåíè ïðè êîíöåíòðàöèè GdnHCl 1.8 Ì (ñì. âûøå). Áîëåå
òîãî, ñîîòâåòñòâóþùàÿ ïàðàìåòðè÷åñêàÿ çàâèñèìîñòü, ïðåä-
ñòàâëåííàÿ íà ðèñ. 20, ìîæåò áûòü àïïðîêñèìèðîâàíà
äâóìÿ ïðÿìûìè ëèíèÿìè. Î÷åâèäíî, ÷òî òî÷êà ïå-
ðåñå÷åíèÿ ýòèõ äâóõ ëèíèé õàðàêòåðèçóåò ôëóîðåñöåíò-
íûå ñâîéñòâà êèíåòè÷åñêîãî ïðåäøåñòâåííèêà èíàê-
òèâèðîâàííîãî àêòèíà. Çíà÷åíèÿ èíòåíñèâíîñòåé ôëóî-
ðåñöåíöèè àêòèíà â ñîñòîÿíèè U* – (IU*/IN)320 è (IU*/IN)365 —
ðàâíû ñîîòâåòñòâåííî 0.25 è 0.97, â òî âðåìÿ êàê äëÿ
ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîãî àêòèíà ýòè çíà÷åíèÿ ðàâíû 0.16
è 1.08 ñîîòâåòñòâåííî. Èçó÷åíèå êèíåòè÷åñêèõ çàâèñè-
ìîñòåé ïîçâîëÿåò ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî AU* >AU,
I320, U*>I320, U I365, U*<I365, U. Ïîñëåäíåå îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî
îñòàòêè Trp 340 è Trp 365, êîòîðûå âíîñÿò çíà÷èòåëüíûé
âêëàä â ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè íàòèâíîãî àêòèíà (Kuz-
netsova et al., 1999ñ), óäåðæèâàþò íåìíîãî áîëåå êîðîò-
êîâîëíîâûé ñïåêòð â ñîñòîÿíèè U*, ÷åì îíè æå â ïîëíî-
ñòüþ ðàçâåðíóòîì ñîñòîÿíèè. Â òî âðåìÿ êàê Trp 79 è Trp
86, ó êîòîðûõ ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè ñäâèíóò â äëèííî-
âîëíîâóþ ñòîðîíó, íî âêëàä â ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè íà-
òèâíîãî àêòèíà ìàë, â ñîñòîÿíèè U* îñòàþòñÿ çàòóøåí-
íûìè àòîìàìè ñåðû öèñòåèíà è ìåòèîíèíà.

Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ñäåëàòü âûâîä î òîì,
÷òî ôëóîðåñöåíòíûå ñâîéñòâà êèíåòè÷åñêîãî èíòåðìåäè-
àòà îòëè÷àþòñÿ îò ñâîéñòâ, ïðèñóùèõ àêòèíó â ïîëíî-
ñòüþ ðàçâåðíóòîì ñîñòîÿíèè. Êèíåòè÷åñêèé èíòåðìåäè-
àò èìååò áîëåå êîðîòêîâîëíîâûé ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè
ïî ñðàâíåíèþ ñî ñïåêòðîì ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîãî àê-
òèíà. Ïîêàçàíî, ÷òî â ñîñòîÿíèè U* ìàêðîìîëåêóëà áåë-
êà ñîõðàíÿåò ýëåìåíòû âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû. Â òî æå
âðåìÿ ãèäðîôîáíûé ôëóîðåñöåíòíûé çîíä ÀÍÑ íå ñâÿ-
çûâàåòñÿ ñ ýòèì êèíåòè÷åñêèì èíòåðìåäèàòîì.

Ñ óìåíüøåíèåì êîíöåíòðàöèè GdnHCl ïàðàìåòðè÷å-
ñêèå çàâèñèìîñòè ìåæäó I320 è I365 âñå áîëüøå è áîëüøå
îòëè÷àþòñÿ îò ïàðàìåòðè÷åñêèõ çàâèñèìîñòåé, ïîëó÷åí-
íûõ äëÿ ðàñòâîðîâ ñ êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèåé GdnHCl
1.8 Ì. Äëÿ áîëåå íèçêèõ êîíöåíòðàöèé GdnHCl ëèíåé-
íóþ ÷àñòü íà ïàðàìåòðè÷åñêèõ çàâèñèìîñòÿõ ìåæäó I320 è
I365 íåâîçìîæíî ðàçëè÷èòü. Ýòî çíà÷èò, ÷òî â ëþáîé îòðå-
çîê âðåìåíè â ðàñòâîðå ñóùåñòâóåò áîëåå äâóõ êîìïîíåíò.

Òåì íå ìåíåå õàðàêòåð êðèâûõ ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî
îáðàçîâàíèå èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà ïðîèñõîäèò ÷åðåç
ñòàäèþ îáðàçîâàíèÿ ñóùåñòâåííîãî ðàçâåðíóòîãî áåëêà,
õîòÿ âðåìÿ æèçíè ýòîãî ñîñòîÿíèÿ óìåíüøàåòñÿ ñ óìåíü-
øåíèåì êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè GdnHCl ñîñòîÿíèÿ.

Áûñòðàÿ êèíåòèêà. Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ïàðàìåò-
ðè÷åñêèå çàâèñèìîñòè ìåæäó I320 è I365 èñõîäÿò èç ðàçíûõ
òî÷åê, à íå èç òî÷êè, êîòîðàÿ ñîîòâåòñòâóåò íàòèâíîìó
àêòèíó â îòñóòñòâèå GdnHCl (ðèñ. 20). Îäíî èç âîçìîæ-
íûõ îáúÿñíåíèé ýòîãî ýôôåêòà ñîñòîèò â ïðåäïîëîæåíèè
î ñóùåñòâîâàíèè êàêîãî-òî áûñòðîãî êîíôîðìàöèîííîãî
ïðåâðàùåíèÿ, êîòîðîå íåâîçìîæíî âûÿâèòü â ýêñïåðè-
ìåíòàõ ñ ðó÷íûì ñìåøèâàíèåì. Äëÿ ïðîâåðêè ýòîãî
ïðåäïîëîæåíèÿ áûëè âûïîëíåíû ýêñïåðèìåíòû ïî èçó-
÷åíèþ áûñòðîé êèíåòèêè ñòðóêòóðíûõ ïðåâðàùåíèé àê-
òèíà ïîä äåéñòâèåì GdnHCl ðàçëè÷íîé êîíöåíòðàöèè
(ðèñ. 21), âûïîëíåííûå ñ èñïîëüçîâàíèåì îáîðóäîâàíèÿ
ñòîï-ôëîó ôèðìû Bio-Logic â ëàáîðàòîðèè ä-ðà Ôîðæå
(CEA, Ãðåíîáëü). Ýòè ýêñïåðèìåíòû ïîäòâåðäèëè ïðåä-
ïîëîæåíèå î ñóùåñòâîâàíèè èíòåðìåäèàòà N*, ïðåäøå-
ñòâóþùåãî îáðàçîâàíèþ ñóùåñòâåííî ðàçâåðíóòîãî êè-
íåòè÷åñêîãî èíòåðìåäèàòà U*.

Êèíåòèêà ïåðåõîäà èíàêòèâèðîâàííûé àêòèí—ïîë-
íîñòüþ ðàçâåðíóòûé àêòèí. Èçó÷åíèå ïðîöåññîâ ñâîðà-
÷èâàíèÿ—ðàçâîðà÷èâàíèÿ àêòèíà è îïðåäåëåíèå ðîëè
èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà è åãî êèíåòè÷åñêîãî ïðåäøå-
ñòâåííèêà â ýòèõ ïðîöåññàõ íå áóäóò ïîëíûìè áåç ðàñ-
ñìîòðåíèÿ ïåðåõîäà ìåæäó èíàêòèâèðîâàííûì è ïîëíî-
ñòüþ ðàçâåðíóòûì àêòèíîì. Ðåçóëüòàòû ñòàöèîíàðíûõ
ýêñïåðèìåíòîâ (Kuznetsova et al., 1999a; Turoverov et al.,
1999a, 2002) ïîêàçàëè, ÷òî ýòîò ïðîöåññ îáðàòèì è ïðîòå-
êàåò â îáëàñòè êîíöåíòðàöèé GdnHCl îò 1.8 äî 3.5 Ì ñ
ñåðåäèíîé ïåðåõîäà ïðè 2.5 Ì (ðèñ. 8). Õàðàêòåð âðå-
ìåíí �ûõ çàâèñèìîñòåé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè
ïðè ïåðåâîäå àêòèíà èç ðàñòâîðà GdnHCl ñ êîíöåíòðà-
öèåé 1.8 Ì â ðàñòâîð ñ êîíöåíòðàöèåé 4.0 Ì (ðèñ. 22, à)
è èç 4.0 â 1.8 Ì GdnHCl ïîäòâåðæäàåò çàêëþ÷åíèÿ, ñäå-
ëàííûå íà îñíîâàíèè ñòàöèîíàðíûõ êðèâûõ. Ñëåäóåò îò-
ìåòèòü, ÷òî ïåðåõîä îò ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîãî àêòèíà ê
èíàêòèâèðîâàííîìó (ðèñ. 22, á) ïðîòåêàåò áûñòðåå, ÷åì
îáðàòíûé. Èíàêòèâèðîâàííûé àêòèí íå ðàçâîðà÷èâàåòñÿ
ïîëíîñòüþ äàæå ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå åãî ïåðåâîäà â ðàñòâîð
ñ 4 Ì GdnHCl (ðèñ. 22, à). Èíòåðåñíî, ÷òî íàòèâíûé àê-
òèí ïîëíîñòüþ ðàçâîðà÷èâàåòñÿ ÷åðåç 10 ñ ïîñëå åãî ïå-
ðåâîäà â 4.0 Ì ðàñòâîð GdnHCl (ðèñ. 22, â). Íåìîíîýêñ-
ïîíåíöèàëüíûé õàðàêòåð âðåìåíí �ûõ çàâèñèìîñòåé èí-
òåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè, îòâå÷àþùèõ ïåðåõîäàì
I � U è U � I, è õàðàêòåð ïàðàìåòðè÷åñêèõ çàâèñèìî-
ñòåé ìåæäó I320 è I365 (ðèñ. 23) ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
ýòè ïåðåõîäû íå ÿâëÿþòñÿ îäíîñòàäèéíûìè. Ïî-âèäèìî-
ìó, ïåðåõîä U � I ïðîèñõîäèò ÷åðåç îáðàçîâàíèå êèíå-
òè÷åñêîãî èíòåðìåäèàòà U* (ðèñ. 23, êðèâàÿ 1). Êîãäà
ñìåøåíèå ðàñòâîðà îñóùåñòâëÿåòñÿ âðó÷íóþ, ïðîöåññ
U � U*, ïî-âèäèìîìó, ïðîòåêàåò çà «ìåðòâîå âðåìÿ» ýê-
ñïåðèìåíòà. Âåðîÿòíî, çàâèñèìîñòü ôëóîðåñöåíòíûõ õà-
ðàêòåðèñòèê èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà îò êîíöåíòðàöèè
GdnHCl îáóñëîâëèâàåò ñóùåñòâîâàíèå «áûñòðîé ôàçû»
ïðîöåññà I � U. Ýòèì ìîæíî îáúÿñíèòü íåñîâïàäåíèå
ïàðàìåòðè÷åñêèõ çàâèñèìîñòåé íà ó÷àñòêàõ 1 è 2 äëÿ ïå-
ðåõîäîâ U* � I (îòðåçîê 1 ïàðàìåòðè÷åñêîé çàâèñèìîñòè
íà ðèñ. 23) è I � U* (îòðåçîê 2 ïàðàìåòðè÷åñêîé çàâèñè-
ìîñòè íà ðèñ. 23).

Íà îñíîâàíèè âñåõ ïðåäñòàâëåííûõ âûøå äàííûõ
áûëà ïðåäëîæåíà ñëåäóþùàÿ ñõåìà ðàçâîðà÷èâàíèÿ àê-
òèíà ïîä äåéñòâèåì GdnHCl (Kuznetsova et al., 2002a):

974 Î. È. Ïîâàðîâà, È. Ì. Êóçíåöîâà, Ê. Ê. Òóðîâåðîâ

Ðèñ. 23. Ïàðàìåòðè÷åñêèå çàâèñèìîñòè ìåæäó èíòåíñèâíîñòüþ
ôëóîðåñöåíöèè I320 è I365, õàðàêòåðèçóþùèå êèíåòèêó ðàçâîðà-
÷èâàíèÿ èíàêòèâèðîâàííîãî àêòèíà (1) è ÷àñòè÷íîãî ñâîðà÷è-
âàíèÿ ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîãî àêòèíà (2), âûçâàííûõ èçìåíå-
íèåì êîíöåíòðàöèè GdnHCl îò 1.8 äî 4.0 è îò 4.0 äî 1.8 Ì ñî-

îòâåòñòâåííî.

Ïàðàìåòð — âðåìÿ, ïðîøåäøåå ïîñëå èçìåíåíèÿ êîíöåíòðàöèè GdnHCl .
Çà åäèíèöó ïðèíÿòà èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè íàòèâíîãî àêòèíà.

ëðåã. = 320 íì.
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Ñîãëàñíî ýòîé ñõåìå, âíîâü îáíàðóæåííûå êèíåòè÷å-
ñêèå èíòåðìåäèàòû N* è U* ÿâëÿþòñÿ ïðîìåæóòî÷íûìè
ñîñòîÿíèÿìè íà ïóòè ñâîðà÷èâàíèÿ—ðàçâîðà÷èâàíèÿ àê-
òèíà, â òî âðåìÿ êàê èíàêòèâèðîâàííûé àêòèí, ñòàáèëè-
çàöèÿ ñòðóêòóðû êîòîðîãî ïðîèñõîäèò çà ñ÷åò àññîöèà-
öèè ÷àñòè÷íî ñâåðíóòûõ ìàêðîìîëåêóë áåëêà, ÿâëÿåòñÿ
ðåçóëüòàòîì íåïðàâèëüíîãî ñâîðà÷èâàíèÿ áåëêà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
04-04-49622), ïðîãðàììû ïðåçèäåíòà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿð-
íàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ» è INTAS (ãðàíò 01-2347).
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PHYSICAL-CHEMICAL PROPERTIES OF ACTIN IN DIFFERENT STRUCTURAL STATES.

NEW IDEAS ABOUT ITS FOLDING—UNFOLDING PATHWAYS
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Results of actin folding—unfolding pathways examination and characterization of intermediate and misfol-
ded states are summarized. Properties of microenvironments and peculiarities of location of tryptophan residues
in protein are analysed in detail. This allowed to conclude that the main contribution to the bulk fluorescence of
native protein is made by internal tryptophan residues Trp 340 and Trp 356, localized in hydrophobic regions,
while tryptophan residues Trp 79 and Trp 86 are quenched. It has been shown that inactivated actin, previously
regarded as an intermediate state between native and completely unfolded state of protein is in reality a misfol-
ded aggregated state. The properties of actin in this state were characterized in detail. In particular, it is shown
that inactivated actin is a monodisperse associate consisting of 15 monomer unit. Two earlier unknown interme-
diate states, which precede completely unfolding of protein macromolecule and formation of inactivated actin,
were visualized. A new scheme of folding—unfolding processes was proposed. It is shown that the reason of
anomalous effects, which are recorded for actin in solutions with small concentrations of GdnHCl, is a specific
interaction of actin with a denaturant.

K e y w o r d s: actin, protein, folding, intermediate states, kinetics of denaturation, intrinsic fluorescence of
proteins, inactivated actin.
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