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Êîíôîðìàöèîííûå îñîáåííîñòè ÿäåðíîãî áåëêà HMGB1

Ìåòîäàìè êðóãîâîãî äèõðîèçìà (ÊÄ) è ÓÔ-ñïåêòðîñêîïèè èçó÷àëè èçìåíåíèÿ âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû
â ìîëåêóëàõ ÄÍÊ è íåãèñòîíîâîãî õðîìîñîìíîãî áåëêà HMGB1 â õîäå êîìïëåêñîîáðàçîâàíèÿ. Ïîêàçà-
ëè, ÷òî áåëîê HMGB1 ñïîñîáåí èçìåíÿòü ñâîþ âòîðè÷íóþ ñòðóêòóðó ïðè ñâÿçûâàíèè ñ ÄÍÊ. Ïîëó÷èëè
îöåíêó äîëè ñâÿçàííîãî áåëêà èñõîäÿ èç ïðåäïîëîæåíèÿ î íàëè÷èè äâóõ ñïåêòðàëüíî ðàçëè÷èìûõ ôîðì
HMGB1 â ðàñòâîðå. Äîëÿ ñâÿçàííîãî áåëêà óìåíüøàåòñÿ ñ ðîñòîì ñîîòíîøåíèÿ áåëîê/ÄÍÊ â ïðîáå r îò
0.48 ïðè r = 0.13 äî 0.06 ïðè r = 2.43. Óñòàíîâèëè, ÷òî HMGB1 ñïîñîáåí ñóùåñòâåííî èçìåíÿòü ñòðóêòó-
ðó ÄÍÊ äàæå ïðè íåçíà÷èòåëüíîì êîëè÷åñòâå íåïîñðåäñòâåííî ñâÿçàííîãî ñ ÄÍÊ áåëêà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: õðîìàòèí, êðóãîâîé äèõðîèçì, íåãèñòîíîâûé õðîìîñîìíûé áåëîê HMGB1.

Îñíîâíûì àðõèòåêòóðíûì áåëêîì õðîìàòèíà íà íàä-
íóêëåîñîìíîì óðîâíå åãî ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè ñ÷è-
òàåòñÿ ëèíêåðíûé ãèñòîí Í1. Îäíàêî è ìíîãèå äðóãèå
áåëêè, ñâÿçàííûå ñ íóêëåîñîìîé íåñïåöèôè÷åñêèì îáðà-
çîì, ïðèíèìàþò àêòèâíîå ó÷àñòèå â ïðîöåññàõ èçìå-
íåíèÿ ñòðóêòóðû õðîìàòèíà. Ñðåäè íèõ ñàìûå ðàñïðî-
ñòðàíåííûå — áåëêè áîëüøîãî ñåìåéñòâà íåãèñòîíîâûõ
õðîìîñîìíûõ áåëêîâ ñ âûñîêîé ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïî-
äâèæíîñòüþ (High Mobility Group). Òàêàÿ ïîäâèæíîñòü
ñâÿçàíà ñ áîëüøèì êîëè÷åñòâîì çàðÿæåííûõ àìèíîêèñ-
ëîòíûõ îñòàòêîâ â ñîñòàâå ìîëåêóë. Ê ýòîìó ñåìåéñòâó
ïðèíàäëåæèò áåëîê HMGB1, ñàìûé ðàñïðîñòðàíåííûé â
ÿäðå íåãèñòîíîâûé áåëîê (1 ìîëåêóëà HMGB1 ïðèõîäèò-
ñÿ íà 10 íóêëåîñîì). Îòëè÷èòåëüíîé ÷åðòîé HMGB-áåë-
êîâ ÿâëÿåòñÿ íàëè÷èå â èõ ñîñòàâå ñòðóêòóðíî êîíñåðâà-
òèâíûõ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèõ äîìåíîâ (òàê íàçûâàåìûõ
HMGB-äîìåíîâ) (Bustin, Reeves, 1996; Travers, Thomas,
2004; Stros, 2010).

Ìíîãèå ðåãóëÿòîðíûå áåëêè âçàèìîäåéñòâóþò ñ ÄÍÊ
ïîñðåäñòâîì äîìåíîâ, ãîìîëîãè÷íûõ HMGB-äîìåíó, è
äðóãèõ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèõ ìîòèâîâ ó òàêèõ áåëêîâ íå
íàéäåíî. Áåëêè HMGB áûëè îáíàðóæåíû â õðîìàòèíå
âñåõ èññëåäîâàííûõ ýóêàðèîò, îäíàêî â íàñòîÿùåå âðåìÿ
íåò ÷åòêîãî ïðåäñòàâëåíèÿ îá èõ ðîëè â ôóíêöèîíèðîâà-
íèè êëåòêè. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî HMGB1 âûïîëíÿåò ïðåæäå
âñåãî àðõèòåêòóðíûå ôóíêöèè ïðè ñáîðêå ðàçëè÷íûõ
ÄÍÊ-áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, îòâå÷àþùèõ çà àêòèâàöèþ
òðàíñêðèïöèè ãåíîâ (Sutrias-Grau et al., 1999; Travers,
Thomas, 2004; Stros, 2010). Íà ýòî òàêæå óêàçûâàþò íå-
îáû÷íûå ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèå ñâîéñòâà HMGB-äîìåíîâ. Áå-
ëîê HMGB1, ñâÿçûâàÿñü ñ ÄÍÊ ïî åå ìàëîé áîðîçäêå, èç-
ãèáàåò ÄÍÊ íà óãîë äî 140° (Bustin, Reeves, 1996). Êðîìå
òîãî, ýòîò áåëîê ïðåäïî÷òèòåëüíî ñâÿçûâàåòñÿ ñ ó÷àñòêà-
ìè ÄÍÊ, îáëàäàþùèìè ðàçëè÷íûìè ñòðóêòóðíûìè àíî-

ìàëèÿìè, íàïðèìåð ñ ïåðåêðåñòíûìè ñòðóêòóðàìè òèïà
õèàçìû Õîëëèäåÿ (Saito et al., 1999), èëè ñ ó÷àñòêàìè, ïî-
âðåæäåííûìè íåêîòîðûìè ïðîòèâîîïóõîëåâûìè ïðåïà-
ðàòàìè (öèñïëàòèíîì, êàðáîïëàòèíîì è ò. ä.) (Jamieson,
Lippard, 1999; Jamieson et al., 1999; Wang, Lippard, 2005).
ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèìè ìîòèâàìè â ñîñòàâå áåëêà ÿâëÿþòñÿ
äâà ãîìîëîãè÷íûõ HMGB-äîìåíà.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî â êà÷åñòâå ðåãóëÿòîðà âçàè-
ìîäåéñòâèÿ áåëêà ñ ÄÍÊ âûñòóïàåò åãî îòðèöàòåëüíî çà-
ðÿæåííûé Ñ-êîíöåâîé ó÷àñòîê, ñîñòîÿùèé èç 30 àìè-
íîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ àñïàðàãèíîâîé è ãëþòàìèíîâîé
êèñëîò (Stros et al., 1994; ×èõèðæèíà è äð., 2002; Polya-
nichko et al., 2002). Íàðÿäó ñ òðàíñêðèïöèåé HMGÂ-äî-
ìåííûå áåëêè òàêæå âîâëå÷åíû â ðåïëèêàöèþ, ðåêîìáèíà-
öèþ è ðåïàðàöèþ ÄÍÊ, ïðè÷åì, ïî ðàçíûì äàííûì, îíè
ìîãóò âûñòóïàòü â ýòèõ ïðîöåññàõ è êàê ïîëîæèòåëüíûå, è
êàê îòðèöàòåëüíûå ôàêòîðû ðåãóëÿöèè (Bustin, Reeves,
1996). Â ïîñëåäíèå íåñêîëüêî ëåò áûëà îòêðûòà ñîâåðøåí-
íî íîâàÿ ðîëü áåëêà HMGB1 êàê âíåêëåòî÷íîãî ñåêðåòèðó-
åìîãî áåëêà, ïðèíèìàþùåãî àêòèâíîå ó÷àñòèå â ïåðåäà÷å
ñèãíàëîâ ê äåëåíèþ ðàçëè÷íûõ êëåòîê, èõ ìèãðàöèè, èíè-
öèàöèè âîñïàëèòåëüíûõ ïðîöåññîâ è èììóííîãî îòâåòà
(Bianchi, Manfredi, 2004; Palumbo et al., 2004).

Èçáèðàòåëüíîñòü ñâÿçûâàíèÿ HMGB1 ñ ÄÍÊ ïðîÿâëÿ-
åòñÿ íå ñòîëüêî â ñïåöèôè÷íîñòè ê îïðåäåëåííîé ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè, ñêîëüêî â ïðåäïî÷òåíèè îïðåäåëåííîãî
òèïà ñòðóêòóðû ÄÍÊ. Ïðè ýòîì âûáîð ìèøåíè ñâÿçûâà-
íèÿ âñåöåëî îïðåäåëÿåòñÿ ñòðóêòóðîé HMGB-äîìåíîâ
áåëêà. Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî HMGB-äîìåííûå áåëêè
ñïîñîáíû èçìåíÿòü ñâîþ ñòðóêòóðó, à âìåñòå ñ íåé è ñïå-
öèôè÷íîñòü â ñâÿçûâàíèè ñ òåìè èëè èíûìè ìèøåíÿìè.
Ýòèì îò÷àñòè ìîãëî áû îáúÿñíÿòüñÿ áîëüøîå ìíîãîîáðà-
çèå ôóíêöèé, âûïîëíÿåìûõ HMGB-äîìåííûìè áåëêàìè â
êëåòêå.
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Â ñâÿçè ñ âûøåñêàçàííûì çàäà÷à íàñòîÿùåé ðàáîòû
ñîñòîÿëà â èçó÷åíèè ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé â ìîëåêóëàõ
ÄÍÊ è áåëêà â õîäå êîìïëåêñîîáðàçîâàíèÿ ìåòîäàìè êðó-
ãîâîãî äèõðîèçìà (ÊÄ) è ÓÔ-ñïåêòðîñêîïèè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Áåëîê HMGB1 (ìîë. ìàññà 26.5 êÄà) ýêñòðàãèðîâàëè
èç òèìóñà òåëåíêà 0.5%-íîé õëîðíîé êèñëîòîé ñ ïîñëåäó-
þùèì îñàæäåíèåì èç ðàñòâîðà 5 îáúåìàìè îõëàæäåííîãî
àöåòîíà ïðè –20 °Ñ (×èõèðæèíà è äð., 2002). Èäåíòèôèêà-
öèþ è ÷èñòîòó áåëêîâîãî ïðåïàðàòà ïðîâåðÿëè ýëåêòðî-
ôîðåòè÷åñêè â äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ â ïðèñóòñòâèè
äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ (Laemmli, 1970). Êîíöåíòðàöèÿ
HMGB1 áûëà ðàññ÷èòàíà ïî êîýôôèöèåíòó ýêñòèíêöèè
e230 = 33 000 Ì–1�ñì–1 (Kohlstaedt, Cole, 1994).

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè âûñîêîìîëåêóëÿðíóþ ÄÍÊ
òèìóñà òåëåíêà (Sigma, ÑØÀ). Èñêóññòâåííûå êîìïëåêñû
ãîòîâèëè ìåòîäîì ìåäëåííîãî ïðÿìîãî ñìåøèâàíèÿ ðàâ-
íûõ îáúåìîâ ðàñòâîðîâ ÄÍÊ è áåëêà HMGB1, à òàêæå ïó-
òåì òèòðîâàíèÿ ðàñòâîðà ÄÍÊ ìàëûìè îáúåìàìè ðàñòâî-
ðà áåëêà â ïðèñóòñòâèè 15 ìÌ NaCl. Êîíöåíòðàöèÿ ÄÍÊ â
êîìïëåêñàõ ñîñòàâëÿëà 60 ìã/ë. ÄÍÊ-áåëêîâûå êîìïëåê-
ñû ãîòîâèëè èñõîäÿ èç âåñîâîãî ñîîòíîøåíèÿ áåëîê/ÄÍÊ
(r) â ðàñòâîðå â äèàïàçîíå îò 0 äî 2.5.

Èçìåðåíèÿ ñïåêòðîâ ÊÄ ïðîâîäèëè â êðóãëûõ êâàðöå-
âûõ êþâåòàõ ñ äëèíîé îïòè÷åñêîãî ïóòè 0.5 ñì íà äèõðî-
ãðàôå Mark V (Jobin Yvon, Ôðàíöèÿ) â èíòåðâàëå
200—320 íì. Ñïåêòðû ÊÄ ðåãèñòðèðîâàëè â âèäå ðàçíî-
ñòè ïîãëîùåíèÿ ëåâî- (AL) è ïðàâîïîëÿðèçîâàííîãî (AR)
ëó÷åé: DÀ = AL—AR. Â òåõ ñëó÷àÿõ, êîãäà íàì óäàâàëîñü
ðàçäåëèòü ñïåêòðàëüíûå âêëàäû êîìïîíåíòîâ êîìïëåêñà,
âåëè÷èíó DÀ ïðåîáðàçîâûâàëè â ìîëÿðíóþ ýëëèïòè÷-
íîñòü [q] ñîãëàñíî ñîîòíîøåíèþ
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íîñòè ïðè 222 íì [q222] (Morrow et al., 2000):
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Èñïîëüçîâàëè ñïåêòðàëüíî ÷èñòûå ïðåïàðàòû íåîðãà-
íè÷åñêèõ ñîëåé.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Èññëåäîâàëè âçàèìîäåéñòâèå íåãèñòîíîâîãî õðîìî-
ñîìíîãî áåëêà HMGB1 ñ âûñîêîìîëåêóëÿðíîé ÄÍÊ. Îñî-
áîå âíèìàíèå óäåëÿëè èçó÷åíèþ èçìåíåíèé âòîðè÷íîé
ñòðóêòóðû ìîëåêóë áåëêà è ÄÍÊ ïðè èõ âçàèìîäåéñòâèè.
Ñ ýòîé öåëüþ ïîëó÷èëè ñïåêòðû ÊÄ â óëüòðàôèîëåòîâîé
(ÓÔ) îáëàñòè â çàâèñèìîñòè îò âåñîâîãî ñîîòíîøåíèÿ áå-
ëîê/ÄÍÊ (r) â êîìïëåêñå. Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíû õàðàê-
òåðíûå ñïåêòðû ÊÄ áåëêà (êðèâàÿ 1), ÄÍÊ (êðèâàÿ 2) è èõ
êîìïëåêñîâ (êðèâûå 3—17) â ðàñòâîðàõ 15 ìÌ NaCl.
Ñïåêòð ÊÄ áåëêà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé äâå ïåðåêðûâàþùè-
åñÿ îòðèöàòåëüíûå ïîëîñû ñ ìàêñèìóìàìè â îáëàñòè 205

è 222 íì, âûçâàííûå ýëåêòðîííûìè ïåðåõîäàìè p� p* è
n� p* â ïåïòèäíîé ñâÿçè. Îáðàçóþùèéñÿ ïðè ïåðåêðû-
âàíèè ïîëîñ ïðîôèëü ñïåêòðà ÊÄ õàðàêòåðåí äëÿ ïîëè-
ïåïòèäîâ, íàõîäÿùèõñÿ â ÷àñòè÷íî a-ñïèðàëüíîé êîíôîð-
ìàöèè (Greenfield, Fasman, 1969; Miles, Wallase, 2006).
Ñîãëàñíî ñîîòíîøåíèþ (2), ñòåïåíü a-ñïèðàëüíîñòè áåë-
êà HMGB1 â äàííûõ óñëîâèÿõ ìîæåò áûòü îöåíåíà êàê
24 ± 5 %, ãäå ïîãðåøíîñòü îïðåäåëÿåòñÿ îöåíêîé äèñïåð-
ñèè âåëè÷èíû ÊÄ ïðè äëèíå âîëíû 222 íì (ÊÄ222). Ïîëîñà
ðåãèñòðèðóåìîãî ÊÄ áåëêà HMGB1 ëåæèò â îáëàñòè äëèí
âîëí l < 250 íì è ÷àñòè÷íî ïåðåêðûâàåòñÿ ñî ñïåêòðîì
ÄÍÊ. Ñïåêòð ÊÄ ÄÍÊ (ðèñ. 1, êðèâàÿ 2) ïðåäñòàâëåí êîì-
áèíàöèåé èç äâóõ èíòåíñèâíûõ è äâóõ ìàëîèíòåíñèâíûõ
ïîëîñ ðàçíîãî çíàêà. Èõ ñïåêòðàëüíûå ìàêñèìóìû ðàñïî-
ëîæåíû â îêðåñòíîñòè 275(+)/245(–) è 220(+)/210(–) íì
ñîîòâåòñòâåííî. Îáðàçóþùèéñÿ ñïåêòðàëüíûé ïðîôèëü
õàðàêòåðåí äëÿ Â-ôîðìû ÄÍÊ (Ivanov et al., 1973; Çåíãåð,
1987).

Îäíîâðåìåííîå ïðèñóòñòâèå â ðàñòâîðå ÄÍÊ è áåëêà
HMGB1 ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ èíòåíñèâíîñòè áåëêîâîé
ïîëîñû â èíòåðâàëå 200—240 íì è óìåíüøåíèþ èíòåí-
ñèâíîñòè èíòåíñèâíîé ïîëîæèòåëüíîé ïîëîñû ÊÄ ÄÍÊ ñ
ìàêñèìóìîì ïðè 275 íì. Ïðè ýòîì ñïåêòð ÊÄ ÄÍÊ â îá-
ëàñòè îò 260 äî 300 íì íå ïåðåêðûâàåòñÿ ñ ïîëîñîé ÊÄ
áåëêà, è, ñëåäîâàòåëüíî, ñïåêòðàëüíûå èçìåíåíèÿ â ýòîé
îáëàñòè ìîãóò áûòü îòîæäåñòâëåíû ñ èçìåíåíèÿìè êîí-
ôîðìàöèè ÄÍÊ ïðè ñâÿçûâàíèè ñ HMGB1. Ïîñêîëüêó
ñïåêòð ÊÄ â ýòîé îáëàñòè îáóñëîâëåí ñïåêòðàëüíûì âêëà-
äîì òîëüêî îäíîãî òèïà õðîìîôîðîâ — àçîòèñòûõ îñíî-
âàíèé ÄÍÊ, òî â èíòåðâàëå 260—300 íì ìîæíî âû÷èñ-
ëèòü ìîëÿðíóþ ýëëèïòè÷íîñòü [q] â ïåðåñ÷åòå íà ïàðû
îñíîâàíèé (ï. î.) ÄÍÊ. Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíà çàâèñè-
ìîñòü èçìåíåíèÿ ìîëÿðíîé ýëëèïòè÷íîñòè ÄÍÊ ïðè äëè-
íå âîëíû 275 íì (D[q275]) îò ñîîòíîøåíèÿ r. Äàííàÿ çàâè-
ñèìîñòü áûëà ïîëó÷åíà ïóòåì âû÷èòàíèÿ ÊÄ ñâîáîäíîé
ÄÍÊ èç ÊÄ ÄÍÊ â êîìïëåêñå äëÿ âñåõ èññëåäîâàííûõ
çíà÷åíèé r:

D[q275] = [q275]r – [q275]ÄÍÊ. (3)

Çàâèñèìîñòü äåìîíñòðèðóåò ïîñòåïåííîå óìåíüøå-
íèå ìîëÿðíîé ýëëèïòè÷íîñòè ÄÍÊ ñ ðîñòîì ñîäåðæàíèÿ
áåëêà â ïðîáå. Íà÷èíàÿ ñ r ~ 1.3 êðèâàÿ âûõîäèò íà íàñû-
ùåíèå è âåëè÷èíà [q275] íå èçìåíÿåòñÿ âïëîòü äî r ~ 2.2.
Äàëüíåéøåå óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ áåëêà ïðèâîäèò
ê ðåçêîìó ïàäåíèþ èíòåíñèâíîñòè ÊÄ ÄÍÊ â ïðîáå,
÷òî ñâÿçàíî, ïî âñåé âèäèìîñòè, ñ íà÷àëîì ïðîöåññà àãðå-
ãàöèè êîìïëåêñîâ (×èõèðæèíà è äð., 1998, 2002).
Êàê áûëî ïîêàçàíî ðàíåå, ñâÿçûâàíèå áåëêà HMGB1 ñ
ÄÍÊ ïðèâîäèò ê ñóùåñòâåííîé äåôîðìàöèè äâîéíîé ñïè-
ðàëè ÄÍÊ (×èõèðæèíà, Âîðîáüåâ, 2002; ×èõèðæèíà è äð.,
2002; Polyanichko et al., 2002). Â òî æå âðåìÿ èñïîëüçî-
âàííûé íàìè â ðàáîòå ìåòîä ÊÄ îáëàäàåò âûñîêîé ÷óâñò-
âèòåëüíîñòüþ ê èçìåíåíèÿì ëîêàëüíîé ñòðóêòóðû ìàêðî-
ìîëåêóë (Âåëþç è äð., 1967; Ramm et al., 1972; Ðàìì è äð.,
1995). Îáà ýòèõ îáñòîÿòåëüñòâà â ñîâîêóïíîñòè ïîçâî-
ëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî íàáëþäàåìîå íàìè óìåíüøåíèå
[q275] îáóñëîâëåíî âçàèìîäåéñòâèåì ÄÍÊ ñ áåëêîì
HMGB1. Â òàêîì ñëó÷àå ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì,
÷òî ñâÿçûâàíèå HMGB1 ïðèâîäèò ê ðåãèñòðèðóåìûì
èçìåíåíèÿì â ñòðóêòóðå äâîéíîé ñïèðàëè ÄÍÊ ïðè r
< 1.3. Â ïåðåñ÷åòå íà ìîëÿðíîå îòíîøåíèå ïîëó÷àåì, ÷òî
ñòðóêòóðà ÄÍÊ â êîìïëåêñå ïåðåñòàåò èçìåíÿòüñÿ, êîãäà
êîëè÷åñòâî áåëêà â ñèñòåìå äîñòèãàåò 1 ìîëåêóëû íà
~30 ï. î.
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Èçìåíåíèÿ â ñïåêòðå ÊÄ áåëêà íå ïîääàþòñÿ ñòîëü
ïðîñòîìó àíàëèçó. Ýòî ñâÿçàíî ñ äâóìÿ îñíîâíûìè îáñòî-
ÿòåëüñòâàìè. Âî-ïåðâûõ, êàê îòìå÷àëîñü âûøå, â êîðîòêî-
âîëíîâîé îáëàñòè ñïåêòðà íàáëþäàåòñÿ ïåðåêðûâàíèå èí-
òåíñèâíîé a-ñïèðàëüíîé ïîëîñû áåëêà è ïàðû ìàëîèí-
òåíñèâíûõ ïîëîñ ÊÄ ÄÍÊ, à ïîòîìó ñïåêòðàëüíûå
èçìåíåíèÿ â ýòîé îáëàñòè óæå íåëüçÿ îòîæäåñòâèòü ñ èç-
ìåíåíèÿìè â ñòðóêòóðå òîëüêî áåëêà èëè òîëüêî ÄÍÊ.
Îäíàêî ïðèíèìàÿ âî âíèìàíèå, ÷òî èçìåíåíèÿ â ñïåêòðå
ÊÄ ÄÍÊ â äëèííîâîëíîâîé îáëàñòè íå ïðåâûøàþò 20 %,
ìîæíî óòâåðæäàòü, ÷òî àíàëîãè÷íûå èçìåíåíèÿ ìàëîèí-
òåíñèâíûõ ïîëîñ ÄÍÊ îêàæóòñÿ ñðàâíèìûìè ñ âåëè÷è-
íîé ïîãðåøíîñòè ðåãèñòðàöèè ÊÄ â êîðîòêîâîëíîâîé îá-
ëàñòè ñïåêòðà. Ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî çíà÷èòåëüíûå
èçìåíåíèÿ ÊÄ ÄÍÊ â ýòîé îáëàñòè îòñóòñòâóþò, ïîäòâåðæ-
äàåòñÿ ôîðìîé ñïåêòðîâ ÊÄ êîìïëåêñîâ, êîòîðàÿ âïëîòü
äî r ~ 1.4 îñòàåòñÿ ïîäîáíîé ñïåêòðó ÊÄ ÷èñòîãî áåëêà
(ðèñ. 1). Äàëüíåéøåå èçìåíåíèå ôîðìû ñïåêòðîâ ñâÿçàíî
ñ áûñòðûì ðîñòîì ñïåêòðàëüíîãî øóìà â êîðîòêîâîëíî-
âîé îáëàñòè, êîòîðûé îáóñëîâëåí óâåëè÷åíèåì îïòè÷å-
ñêîé ïëîòíîñòè ðàñòâîðîâ ñ ðîñòîì êîíöåíòðàöèè áåëêà â
ïðîáå. Ïî ýòîé ïðè÷èíå êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç ñïåêòðîâ
ÊÄ â îáëàñòè äëèí âîëí l < 210 íì ñòàíîâèòñÿ çàòðóäíè-
òåëüíûì. Òåì íå ìåíåå, ïîëüçóÿñü ñîîòíîøåíèåì (2),
ìîæíî ñ èçâåñòíîé ñòåïåíüþ îñòîðîæíîñòè îöåíèòü èçìå-
íåíèÿ âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû áåëêà ïðè ñâÿçûâàíèè ñ ÄÍÊ.
Äëÿ ýòîãî íåîáõîäèìî âû÷åñòü èç ñïåêòðîâ êîìïëåêñîâ
ñïåêòðàëüíûé âêëàä ÄÍÊ, ïîëüçóÿñü äîïóùåíèåì ìàëî-

ñòè åãî èçìåíåíèÿ, ïîñëå ÷åãî îöåíèòü ìîëÿðíóþ ýëëèï-
òè÷íîñòü [q222] è ñòåïåíü a-ñïèðàëüíîñòè áåëêà â êàæäîé
òî÷êå (ðèñ. 3). Çàâèñèìîñòü a-ñïèðàëüíîñòè îò r äåìîíñò-
ðèðóåò äîñòàòî÷íî áûñòðîå ïàäåíèå äî óðîâíÿ ~30 % ïðè
óâåëè÷åíèè r îò 0 äî 0.5, ïîñëå ÷åãî àñèìïòîòè÷åñêè ïðè-
áëèæàåòñÿ ê âåëè÷èíå îêîëî 25 %, ñîîòâåòñòâóþùåé ñòå-
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Ðèñ. 1. Ñïåêòðû êðóãîâîãî äèõðîèçìà êîìïëåêñà ÄÍÊ-HMGB1 â ðàñòâîðå 15 ìÌ NaCl.

1 — áåëîê HMGB1, 30 ìêã/ìë; 2 — ÄÍÊ, 60 ìêã/ìë; 3—17 êîìïëåêñû ÄÍÊ—HMGB1 ïðè ðàçëè÷íîì âåñîâîì ñîîòíîøåíèè áåëîê/ÄÍÊ (r): äëÿ êðèâîé 3
r = 0.13, äëÿ êðèâîé 17 r = 1.82.

Ðèñ. 2. Èçìåíåíèå ìîëÿðíîé ýëëèïòè÷íîñòè ïðè 275 íì ([q275])
â çàâèñèìîñòè îò âåñîâîãî ñîîòíîøåíèÿ áåëîê/ÄÍÊ (r) ïî ñðàâ-

íåíèþ ñ ÄÍÊ.

Êðèâàÿ ïîëó÷åíà ñîãëàñíî ôîðìóëå (3).



ïåíè a-ñïèðàëüíîñòè ñâîáîäíîãî áåëêà â äàííûõ óñëî-
âèÿõ.

Ïîëó÷åííàÿ òàêèì îáðàçîì ñòåïåíü a-ñïèðàëüíîñòè
(íàçîâåì åå «íàáëþäàåìîé») â ñóùíîñòè ïðåäñòàâëÿåò ñî-
áîé ñðåäíþþ äîëþ ïåïòèäíûõ ñâÿçåé, ïðèíèìàþùèõ ó÷à-
ñòèå â ôîðìèðîâàíèè a-ñïèðàëüíûõ ó÷àñòêîâ áåëêîâ. Ïðè
ýòîì óñðåäíåíèå ïðîâîäèòñÿ ïî âñåìó àíñàìáëþ áåëêî-
âûõ ìîëåêóë, èìåþùèõñÿ â ðàñòâîðå. Òîãäà àíàëèòè÷åñêè
íàáëþäàåìàÿ ñòåïåíü a-ñïèðàëüíîñòè ìîæåò áûòü âûðà-
æåíà ñëåäóþùèì ïðîñòûì ñîîòíîøåíèåì:

α α= ⋅
N

N
T

100, (4)

ãäå Na — ÷èñëî ïåïòèäíûõ ñâÿçåé â ñîñòàâå a-ñïèðàëåé,
à NT — ïîëíîå ÷èñëî ïåïòèäíûõ ñâÿçåé, èìåþùèõñÿ â
ðàñòâîðå.

Îäíàêî, êàê âèäíî íà ðèñ. 3, íàáëþäàåìàÿ ñòåïåíü
a-ñïèðàëüíîñòè áåëêà â ðàñòâîðå èçìåíÿåòñÿ ïî ìåðå ñâÿ-
çûâàíèÿ HMGB1 ñ ÄÍÊ. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî, ñâÿçûâàÿñü ñ
ÄÍÊ, ìîëåêóëà HMGB1 èçìåíÿåò ñâîþ âòîðè÷íóþ ñòðóê-
òóðó, ÷òî è ñîïðîâîæäàåòñÿ èçìåíåíèåì åå a-ñïèðàëüíî-
ñòè. Ïîñêîëüêó ñâÿçûâàíèå íîñèò ðàâíîâåñíûé õàðàêòåð,
ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â ïðîñòåéøåì ñëó÷àå â ðàñòâî-
ðå îäíîâðåìåííî ñîñóùåñòâóþò ñâîáîäíûå è ñâÿçàííûå ñ
ÄÍÊ áåëêîâûå ìîëåêóëû. Ïîìèìî ïðî÷åãî, ýòè äâå ãðóï-
ïû ìîëåêóë îòëè÷àþòñÿ äðóã îò äðóãà ñâîåé âòîðè÷íîé
ñòðóêòóðîé, à êàê ñëåäñòâèå — è a-ñïèðàëüíîñòüþ. Ïóñòü
â ðàñòâîðå íàõîäèòñÿ N0 ïåïòèäíûõ ñâÿçåé, ïðèíàäëåæà-
ùèõ ñâîáîäíûì áåëêîâûì ìîëåêóëàì, ñðåäè êîòîðûõ
Nα

0 — ÷èñëî ïåïòèäíûõ ñâÿçåé, âõîäÿùèõ â ñîñòàâ a-ñïè-
ðàëüíûõ ó÷àñòêîâ. Îáîçíà÷èì àíàëîãè÷íûå âåëè÷èíû äëÿ
ñâÿçàííûõ ñ ÄÍÊ ìîëåêóë N* è Nα* ñîîòâåòñòâåííî. Òîã-
äà íàáëþäàåìàÿ ñòåïåíü a-ñïèðàëüíîñòè ðàñòâîðà ìîæåò
áûòü âûðàæåíà ñëåäóþùèì îáðàçîì:

α α α α α α= =
+
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=
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(5)

ãäå a0 = N N0 0

α è a* = N Nα* * — ñòåïåíü a-ñïèðàëüíî-
ñòè áåëêîâûõ ìîëåêóë â ñâîáîäíîì è ñâÿçàííîì ñîñòîÿ-
íèÿõ ñîîòâåòñòâåííî. Ïîäåëèâ ÷èñëèòåëü è çíàìåíàòåëü
äðîáè íà ÷èñëî ïåïòèäíûõ ñâÿçåé, ïðèõîäÿùèõñÿ íà
îäíó ìîëåêóëó áåëêà, è ó÷èòûâàÿ, ÷òî äîëÿ ñâÿçàííûõ
áåëêîâûõ ìîëåêóë n âûðàæàåòñÿ êàê îòíîøåíèå ÷èñëà
ñâÿçàííûõ ìîëåêóë áåëêà n* ê ïîëíîìó ÷èñëó áåëêîâûõ
ìîëåêóë â ðàñòâîðå, êîòîðîå ðàâíî ñóììå êîëè÷åñòâà
ñâÿçàííûõ è ñâîäíûõ ìîëåêóë (n0 + n*), îêîí÷àòåëüíî
ïîëó÷àåì:

α
α α

α ν α ν=
+

+
+

= + ⋅
0 0

0 1
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n n
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n n0 0*

* *

*
( – ) ( * ), (6)

îòêóäà âûðàæàåì äîëþ ñâÿçàííûõ ìîëåêóë áåëêà n:

ν
α α
α α

=
–

* –
.

0

0
(7)

Íàáëþäàåìîå çíà÷åíèå a-ñïèðàëüíîñòè â êàæäîé òî÷-
êå ìîæíî íàïðÿìóþ îöåíèòü ïî âåëè÷èíå ìîëÿðíîé ýë-
ëèïòè÷íîñòè [q222] êîìïëåêñîâ ñîãëàñíî ñîîòíîøåíèþ
(2); a0 — âåëè÷èíà a-ñïèðàëüíîñòè, ïîëó÷åííàÿ ïî ñïåêò-
ðàì ÊÄ ðàñòâîðîâ ñâîáîäíîãî áåëêà; a* ìîæåò áûòü îöå-
íåíà êàê ~75 % ïóòåì ýêñòðàïîëÿöèè çàâèñèìîñòè a(r) ê
íóëåâûì çíà÷åíèÿì r (ðèñ. 3). Ïîñëåäíåå ñîîòâåòñòâóåò
ñëó÷àþ ïðåäåëüíîãî èçáûòêà ÄÍÊ â ðàñòâîðå, êîãäà âåñü
áåëîê íàõîäèòñÿ â ñâÿçàííîì ñîñòîÿíèè. Ïîëüçóÿñü ïðè-
âåäåííûì âûøå ñîîòíîøåíèåì, ìû îöåíèëè äîëþ ñâÿçàí-
íîãî áåëêà ïðè ðàçëè÷íûõ ñîîòíîøåíèÿõ áåëîê/ÄÍÊ â
ïðîáå. Ðåçóëüòàòû âû÷èñëåíèé ïðèâåäåíû â òàáëèöå, â
êîòîðîé òàêæå äàíà îöåíêà êîëè÷åñòâà ï.î., ïðèõîäÿùèõ-
ñÿ íà îäíó ìîëåêóëó ñ â ÿ ç à í í î ã î áåëêà (m).

Èç äàííûõ òàáëèöû âèäíî, ÷òî, íåñìîòðÿ íà óìåíüøå-
íèå äîëè ñâÿçàííîãî áåëêà ñ ðîñòîì r, êîëè÷åñòâî ï. î.,
ïðèõîäÿùèõñÿ íà îäíó ìîëåêóëó ñâÿçàííîãî áåëêà m,
óìåíüøàåòñÿ, ñëåäîâàòåëüíî, ÷èñëî ñâÿçàííûõ áåëêîâûõ
ìîëåêóë ïðîäîëæàåò âîçðàñòàòü çà ñ÷åò óâåëè÷åíèÿ ñóì-
ìàðíîãî êîëè÷åñòâà áåëêà â ðàñòâîðå. Ê ìîìåíòó íàñûùå-
íèÿ ñâÿçûâàíèÿ îäíà ìîëåêóëà ñâÿçàííîãî áåëêà ïðèõî-
äèòñÿ íà 250—300 ï. î. Â ñèëó îãðàíè÷åíèé, óïîìÿíóòûõ
âûøå, äàííàÿ îöåíêà íîñèò ëèøü ïðèáëèçèòåëüíûé õà-
ðàêòåð. Îäíàêî òîò ôàêò, ÷òî ýòî çíà÷åíèå íà ïîðÿäîê
ïðåâûøàåò âåëè÷èíó, ïîëó÷åííóþ íàìè èç àíàëèçà êîí-
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Ðèñ. 3. Èçìåíåíèå ñòåïåíè a-ñïèðàëüíîñòè áåëêà HMGB1 ïðè
ñâÿçûâàíèè ñ ÄÍÊ â çàâèñèìîñòè îò âåñîâîãî ñîîòíîøåíèÿ áå-

ëîê/ÄÍÊ (r).

Äîëÿ a-ñïèðàëüíîñòè ïîëó÷åíà ñîãëàñíî ôîðìóëå (2). a0 — ñòåïåíü
a-ñïèðàëüíîñòè ñâîáîäíîãî áåëêà (15 ìì NaCl); a* — îöåíêà a-ñïèðàëü-
íîñòè áåëêà, ïîëó÷åííàÿ ïóòåì ýêñòðàïîëÿöèè çàâèñèìîñòè ê r = 0 (15 ìì

NaCl).

Íàáëþäàåìàÿ ñòåïåíü a-ñïèðàëüíîñòè (a),
äîëÿ ñâÿçàííîãî áåëêà HMGB1 â ðàñòâîðå (n)

è ðàçìåð ó÷àñòêà ñâÿçûâàíèÿ áåëêà ñ ÄÍÊ (m),
ñîîòâåòñòâóþùèå ðàçëè÷íûì âåñîâûì ñîîòíîøåíèÿì

áåëîê/ÄÍÊ â ñèñòåìå (r)

r, w/w a, % n, % m, ï. î.

0.13 48 48 —

0.26 34 20 780

0.39 31 15 700

0.52 30 12 650

1.24 29 10 390

1.92 28 8 280

2.43 27 6 275



ôîðìàöèîííûõ èçìåíåíèé ÄÍÊ, íàì ïðåäñòàâëÿåòñÿ
âåñüìà ïîêàçàòåëüíûì. Ïîäîáíîå ðàçëè÷èå ìîæåò áûòü
âûçâàíî íå òîëüêî ìàëîé äîëåé ðåàëüíî ñâÿçàííûõ ìîëå-
êóë áåëêà, íî è òåì îáñòîÿòåëüñòâîì, ÷òî â ðàñòâîðå ïî-
ìèìî ÄÍÊ-áåëêîâûõ âçàèìîäåéñòâèé âîçìîæíû âçàè-
ìîäåéñòâèÿ è ìåæäó ìîëåêóëàìè áåëêà. Ïðè ýòîì íàáëþ-
äàåìàÿ a-ñïèðàëüíîñòü (êîíôîðìàöèÿ) ó÷àñòâóþùèõ âî
âçàèìîäåéñòâèè áåëêîâûõ ìîëåêóë íå èçìåíÿåòñÿ ïî
ñðàâíåíèþ ñ òåì, ÷òî ìû âèäèì â îòñóòñòâèå ÄÍÊ, ãäå áå-
ëîê-áåëêîâûå âçàèìîäåéñòâèÿ òàêæå ìîãóò èìåòü ìåñòî.
Îñîáûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò ñèòóàöèÿ, êîãäà õîòÿ áû
îäíà èç ó÷àñòâóþùèõ â áåëîê-áåëêîâîì âçàèìîäåéñòâèè
ìîëåêóë îêàçûâàåòñÿ ñâÿçàíà ñ ÄÍÊ. Íå èçìåíÿÿ ñòðóêòó-
ðó áåëêà, òàêîå âçàèìîäåéñòâèå, òåì íå ìåíåå, âïîëíå ñïî-
ñîáíî ïîâëèÿòü íà ñòðóêòóðó ÄÍÊ â êîìïëåêñå. Ïîñëåä-
íåå ìîæåò áûòü âûçâàíî äîïîëíèòåëüíûì ýëåêòðîñòàòè-
÷åñêèì âçàèìîäåéñòâèåì çàðÿæåííîé áåëêîâîé ìîëåêóëû
ñ ñàõàðîôîñôàòíûì îñòîâîì ÄÍÊ ëèáî çà ñ÷åò îáðàçîâà-
íèÿ ïåðåìû÷åê êàê ìåæäó óäàëåííûìè ÷àñòÿìè îäíîé ìî-
ëåêóëû, òàê è ìåæäó ðàçëè÷íûìè ìîëåêóëàìè ÄÍÊ.

Òàêèì îáðàçîì, â ðàáîòå ïîêàçàíî, ÷òî áåëîê HMGB1
ñïîñîáåí èçìåíÿòü ñâîþ âòîðè÷íóþ ñòðóêòóðó ïðè ñâÿçû-
âàíèè ñ ÄÍÊ. Ïîëó÷åíà îöåíêà äîëè ñâÿçàííîãî áåëêà èñ-
õîäÿ èç ïðåäïîëîæåíèÿ î íàëè÷èè äâóõ ñïåêòðàëüíî ðàç-
ëè÷èìûõ ôîðì HMGB1 â ðàñòâîðå. Óñòàíîâëåíî, ÷òî
HMGB1 ñïîñîáåí ïðèâîäèòü ê ñóùåñòâåííûì èçìåíåíè-
ÿì â ñòðóêòóðå ÄÍÊ äàæå ïðè íåçíà÷èòåëüíîì êîëè÷åñòâå
íåïîñðåäñòâåííî ñâÿçàííîãî ñ ÄÍÊ áåëêà, ÷òî ìîæåò ñëó-
æèòü ïîäòâåðæäåíèåì âûñêàçàííîé íàìè ðàíåå ãèïîòåçû
(Ïîëÿíè÷êî è äð., 2008) î âàæíîé ðîëè áåëîê-áåëêîâûõ
âçàèìîäåéñòâèé ïðè îáðàçîâàíèè ñòðóêòóðíî-ôóíêöèî-
íàëüíûõ êîìïëåêñîâ HMGB1 ñ ÄÍÊ. Ìû òàêæå íàäååìñÿ,
÷òî ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ïîìîãóò ëó÷øå ïîíÿòü ìî-
ëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû ìíîãîîáðàçèÿ ôóíêöèé, âûïîëíÿ-
åìûõ HMGB-äîìåííûìè áåëêàìè â êëåòêå.

Ðàáîòà áûëà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå
Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêòû 10-04-00092 è 09-08-01119) è ïðàâèòåëüñòâà
Ñàíêò-Ïåòåðáóðãà. ×àñòü ðàáîò ïðîâîäèëàñü â ðàìêàõ ðå-
àëèçàöèè ÔÖÏ «Íàó÷íûå è íàó÷íî-ïåäàãîãè÷åñêèå êàä-
ðû èííîâàöèîííîé Ðîññèè» íà 2009—2013 ãã.
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CONFORMATIONAL PECULIARITIES OF NUCLEAR PROTEIN HMGB1

AND SPECIFICITY OF ITS INTERACTION WITH DNA

A. M. Polyanichko,1, 2, * T. J. Rodionova,1 V. I. Vorob’ev ,2 E. V. Chikhirzhina2

1 Department of Molecular Biophysics, Faculty of Physics of St. Petersburg State University
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Changes in the secondary structure of DNA and non-histone chromosomal protein HMGB1 were studied by
circular dichroism and UV spectroscopy. We have demonstrated that the HMGB1 protein is able to change its
secondary structure upon binding to DNA. We estimated the proportion of bound protein on the assumption that
there were two spectrally distinguishable forms of the HMGB1 in solution. The bound protein fraction decreases
with increasing protein to DNA ratios (r) from 0.48 at r = 0.13 to 0.06 at r = 2.43. It has been shown that
HMGB1 is able to induce considerable changes in DNA structure even when the amount of the protein directly
associated with DNA is low.

K e y w o r d s: chromatin, circular dichroism, non-histone chromosomal protein HMGB1.
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