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Âëèÿíèå ìîëåêóëÿðíîãî êðàóäèíãà íà ñòðóêòóðíûå õàðàêòåðèñòèêè ïðîòèìîçèíà àëüôà

Áåëêè ñ âíóòðåííå íåóïîðÿäî÷åííûìè äîìåíàìè áëàãîäàðÿ ïîëèâàëåíòíîñòè è âûñîêîé ñòåïåíè
ñòðóêòóðíîé ïëàñòè÷íîñòè ñïîñîáíû êîíúþãèðîâàòü ñ îáðàçîâàíèåì ôàçîâîãî ðàçäåëåíèÿ æèä-
êîñòü—æèäêîñòü. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî îäíèì èç êëþ÷åâûõ ôàêòîðîâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ ôà-
çîâîãî ðàçäåëåíèÿ, ÿâëÿåòñÿ ìîëåêóëÿðíûé êðàóäèíã. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èçó÷èëè âëèÿíèå ìàêðî-
ìîëåêóëÿðíîãî êðàóäèíãà íà ñòðóêòóðó âíóòðåííå íåóïîðÿäî÷åííîãî áåëêà ïðîòèìîçèíà àëüôà. Ïî-
êàçàëè, ÷òî â ðàñòâîðå ñ íèçêèìè çíà÷åíèÿìè ðÍ ïðèñóòñòâèå êðàóäèíã-àãåíòîâ ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ
ñîäåðæàíèÿ â áåëêå a-ñïèðàëüíîé ñòðóêòóðû, ïðè÷åì àìïëèòóäà ýôôåêòà îïðåäåëÿåòñÿ êîíöåíòðà-
öèåé è õèìè÷åñêîé ñòðóêòóðîé êðàóäèíã-àãåíòà, íî íå çàâèñèò îò åãî ìîëåêóëÿðíîé ìàññû. Ïðèñóòñòâèå
ïîëèýòèëåíãëèêîëÿ â ðàñòâîðå ñïîñîáñòâóåò àãðåãàöèè áåëêà â îáëàñòè èçîýëåêòðè÷åñêîé òî÷êè. Ïîëó-
÷åííûå àãðåãàòû íåñïåöèôè÷åñêè ñâÿçûâàþò ôëóîðåñöåíòíûé çîíä ThT, íî ïðè ýòîì ÿâëÿþòñÿ àìîðô-
íûìè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: âíóòðåííå íåóïîðÿäî÷åííûå áåëêè, íåìåìáðàííûå îðãàíåëëû, êðàóäèíã, ïðî-
òèìîçèí àëüôà, òèîôëàâèí Ò

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÊÄ — êðóãîâîé äèõðîèçì, ÏÒÀ — ïðîòèìîçèí àëüôà, ÏÝÃ — ïîëè-
ýòèëåíãëèêîëü, ÄÄÒ — 4,4R-äèõëîðäèôåíèë-òðèõëîðýòàí, ÈÏÒÃ — èçîïðîïèë-b-D-1-òèîãàëàêòîïèðà-
íîçèä, ThT — òèîôëàâèí Ò.

Â òå÷åíèå äîëãîãî âðåìåíè ñ÷èòàëîñü, ÷òî ñïåöèôè-
÷åñêàÿ ôóíêöèîíàëüíîñòü ëþáîãî áåëêà ïðåäîïðåäåëÿåò-
ñÿ åãî óíèêàëüíîé òðåõìåðíîé ñòðóêòóðîé. Â íàñòîÿùåå
âðåìÿ óæå èçâåñòíî, ÷òî 25—35 % áåëêîâ ïðîòåîìà ýóêà-
ðèîò íå èìåþò ñòàáèëüíîé òðåòè÷íîé è (èëè) âòîðè÷íîé
ñòðóêòóðû â íàòèâíîì ñîñòîÿíèè, à áîëåå 50 % áåëêîâ ñî-
äåðæàò â ñâîåé ñòðóêòóðå ïðîòÿæåííûå íåóïîðÿäî÷åííûå
ó÷àñòêè (Oldfield et al., 2005). Ïðè ýòîì, íåñìîòðÿ íà îò-
ñóòñòâèå æåñòêîé òðåõìåðíîé ñòðóêòóðû, òàêèå áåëêè â
êëåòêå âûïîëíÿþò ðÿä âàæíûõ áèîëîãè÷åñêèõ ôóíêöèé.
Íàïðèìåð, áëàãîäàðÿ ñâîåé ïîëèâàëåíòíîñòè è âûñîêîé
ñòåïåíè ñòðóêòóðíîé ïëàñòè÷íîñòè áåëêè, ñîäåðæàùèå â
ñâîåì ñîñòàâå íåóïîðÿäî÷åííûå ó÷àñòêè, ÿâëÿþòñÿ
îñíîâíûì êîìïîíåíòîì íåìåìáðàííûõ îðãàíåëë (Uvers-
ky et al., 2015). Íåìåìáðàííûå îðãàíåëëû ïðåäñòàâëÿþò
ñîáîé ìóëüòèêîìïîíåíòíûå âÿçêèå æèäêèå âêëþ÷åíèÿ,
êîòîðûå îáðàçóþòñÿ â êëåòêå â ðåçóëüòàòå ñïîíòàííîãî
ôàçîâîãî ðàçäåëåíèÿ æèäêîñòü—æèäêîñòü (ÿäåðíûå òå-
ëüöà, òåëüöà Êàõàëÿ, ñòðåññ-ãðàíóëû è ò. ä.). Ñ÷èòàåòñÿ,
÷òî îäíèì èç êëþ÷åâûõ ôàêòîðîâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ îñó-

ùåñòâëåíèÿ ôàçîâîãî ðàçäåëåíèÿ, ÿâëÿåòñÿ ìîëåêóëÿð-
íûé êðàóäèíã.

Îäíèì èç íàèáîëåå õàðàêòåðíûõ ïðåäñòàâèòåëåé
êëàññà âíóòðåííå íåóïîðÿäî÷åííûõ áåëêîâ ÿâëÿåòñÿ ïðî-
òèìîçèí àëüôà (ÏÒÀ), ÿäåðíûé íèçêîìîëåêóëÿðíûé
(12 êÄà) áåëîê, èìåþùèé ñèëüíûé îòðèöàòåëüíûé çàðÿä
â ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ (ðI = 3.5). Â êàðèîïëàçìå
ýòîò áåëîê ðàñïðåäåëåí íåðàâíîìåðíî è êîëîêàëèçîâàí ñ
íåìåìáðàííûìè îðãàíåëëàìè — ÿäåðíûìè òåëüöàìè
ïðîìèåëîöèòíîé ëåéêåìèè è òåëüöàìè äåëåíèÿ. Ìû
ïðåäïîëàãàåì, ÷òî áëàãîäàðÿ ñâîåé íåóïîðÿäî÷åííîé
ñòðóêòóðå ÏÒÀ îáëàäàåò ñïîñîáíîñòüþ îáðàçîâûâàòü
æèäêèå âêëþ÷åíèÿ, à êîíôîðìàöèîííûå ïåðåõîäû, ïðî-
èñõîäÿùèå â îòâåò íà èçìåíåíèå îêðóæàþùèõ óñëîâèé,
ÿâëÿþòñÿ îñíîâîïîëàãàþùèìè ñîáûòèÿìè â ýòîì ïðî-
öåññå.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû — èçó÷åíèå âëèÿíèÿ ìàêðî-
ìîëåêóëÿðíîãî êðàóäèíãà íà ñòðóêòóðó âíóòðåííå íåóïî-
ðÿäî÷åííîãî áåëêà ÏÒÀ ïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ ðÍ
(1.5—10).
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Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Óñëîâèÿ ìîëåêóëÿðíîãî êðàóäèíãà in vitro ìîäåëèðî-
âàëè ñ ïîìîùüþ êîíöåíòðèðîâàííûõ ðàñòâîðîâ (80, 200 è
300 ìã/ìë) ñèíòåòè÷åñêèõ êðàóäèíã-àãåíòîâ — ïîëèýòè-
ëåíãëèêîëÿ (ÏÝÃ) ñ ìîë. ìàññàìè 600, 4000 è 12 000 Äà
(ÏÝÃ 600, ÏÝÃ 4000 è ÏÝÃ 12000 ñîîòâåòñòâåííî) è äåê-
ñòðàíà ñ ìîë. ìàññàìè 6 è 70 êÄà (Äåêñòðàí 6 è Äåêñòðàí
70 ñîîòâåòñòâåííî).

Âåëè÷èíó ðÍ ðàñòâîðîâ êîíòðîëèðîâàëè ñ ïîìîùüþ
ðÍ-ìåòðà HI 9024 (HANNA Instruments, ÑØÀ), îñíàùåí-
íîãî ýëåêòðîäîì FC 200 äëÿ èçìåðåíèÿ ðÍ âÿçêèõ ðàñò-
âîðîâ.

Äëÿ èçó÷åíèÿ èçìåíåíèÿ âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû ÏÒÀ
èñïîëüçîâàëè ìåòîä ñïåêòðîñêîïèè êðóãîâîãî äèõðîèçìà
(ÊÄ) â äàëüíåé ÓÔ-îáëàñòè. Ñïåêòðû ÊÄ ðåãèñòðèðîâàëè
ñ ïîìîùüþ ñïåêòðîïîëÿðèìåòðà J-810 (Jasco, ßïîíèÿ).
Ïðè ïîñòðîåíèè ñïåêòðà ó÷èòûâàëè ñïåêòð ÊÄ ðàñòâîðè-
òåëÿ. Çíà÷åíèå ýëëèïòè÷íîñòè è êîíâåðòèðîâàëè â ýëëèï-
òè÷íîñòü íà îäèí àìèíîêèñëîòíûé îñòàòîê ([è]).

Ôëóîðåñöåíöèþ òèîôëàâèíà Ò (ThT) ðåãèñòðèðîâàëè
ñ ïîìîùüþ ñïåêòðîôëóîðèìåòðà CaryEclipse (Varian, Àâ-
ñòðàëèÿ) ñî ñòàöèîíàðíûì âîçáóæäåíèåì. Èçìåðå-
íèå êðèâûõ çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè îñóùåñòâëÿëè ñ
ïîìîùüþ ñïåêòðîìåòðà FluoTime 300 (Pico Quant, Ãåðìà-
íèÿ). Ôëóîðåñöåíöèþ âîçáóæäàëè ñ ïîìîùüþ Laser Dio-
de Head LDH-C-440 (Pico Quant, Ãåðìàíèÿ) (äëèíû âîëí
âîçáóæäåíèÿ è ðåãèñòðàöèè ñîîòâåòñòâåííî 440 è
490 íì). Ñòðóêòóðó áåëêîâûõ àãðåãàòîâ èññëåäîâàëè ìå-
òîäîì ôëóîðåñöåíòíîé êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè ñ ïî-
ìîùüþ ìèêðîñêîïà FV3000 (Olympus, ßïîíèÿ).

Â û ä å ë å í è å è î ÷ è ñ ò ê à Ï Ò À. Ðåêîìáèíàíòíûé
ÏÒÀ ïîëó÷àëè ñ ïîìîùüþ áàêòåðèé Escherichia coli BL21
(DE3). Îêàçàëîñü, ÷òî âûõîä ÏÒÀ â êëåòî÷íîì ëèçàòå
êðàéíå íèçêèé. Ýòî ìîãëî áûòü îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî
ÏÒÀ, âî-ïåðâûõ, òîêñè÷åí äëÿ áàêòåðèé, à âî-âòîðûõ,
èç-çà ñâîåé íåóïîðÿäî÷åííîé ñòðóêòóðû äåãðàäèðóåò ïîä
äåéñòâèåì áàêòåðèàëüíûõ ïðîòåàç. Ïîýòîìó áûëà ðàçðà-
áîòàíà ïëàçìèäà, êîäèðóþùàÿ ÏÒÀ, ñøèòûé ñ ëèäåðíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ PelB, àäðåñóþùåé ñîäåðæàùèé åå
áåëêîâûé ïðîäóêò â ïåðèïëàçìó áàêòåðèàëüíîé êëåòêè,
÷òî ñíèæàëî êîíöåíòðàöèþ òîêñè÷íîãî áåëêà â öèòîïëàç-
ìå è çàùèùàëî åãî îò äåéñòâèÿ ïðîòåàç.

Òðàíñôîðìèðîâàííûå ýòîé ïëàçìèäîé êëåòêè âûñåâà-
ëè íà ÷àøêó Ïåòðè ñ íèçêîñîëåâîé ñðåäîé LB (10 ã/ë
òðèïòîíà, 5 ã/ë äðîææåâîãî ýêñòðàêòà, 5 ã/ë NaCl, 15 ã/ë
àãàðà, pH 7.5), ñîäåðæàùåé 100 ìêã/ìë àìïèöèëëèíà, è
èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 37 °C. Çàòåì åäèíè÷-
íóþ êîëîíèþ ïåðåíîñèëè â 8 ìë ñâåæåé íèçêîñîëåâîé
ñðåäû LB, ñîäåðæàùåé 100 ìêã/ìë àìïèöèëëèíà, è êóëü-
òèâèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 37 °C ñ ïåðåìåøèâàíèåì.
×åðåç 12 ÷ ïîëó÷åííóþ êóëüòóðó èíîêóëèðîâàëè â 200 ìë
ñðåäû TB (12 ã/ë òðèïòîíà, 24 ã/ë äðîææåâîãî ýêñòðàêòà,
4 % ãëèöåðèíà, 2.2 ã/ë K2HPO4 è 9.4 ã/ë K2HPO4), ñîäåð-
æàùåé 100 ìêã/ìë àìïèöèëëèíà. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè
ïðè 37 °C ïðè ïîñòîÿííîì ïåðåìåøèâàíèè (250 ìèí–1) äî
äîñòèæåíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè (OD600) 0.8—1. Ýêñï-
ðåññèþ èíäóöèðîâàëè äîáàâëåíèåì 0.02 ìM ÈÏÒÃ. Êëåò-
êè êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 37 °C è èíòåíñèâ-
íîì ïåðåìåøèâàíèè (250 ìèí–1). Íà ýòîì ýòàïå áåëîê ýêñ-
ïðåññèðîâàëñÿ è íàïðàâëÿëñÿ â ïåðèïëàçìó, ãäå ïîä
äåéñòâèåì ñèãíàëüíîé ïåïòèäàçû ëèäåðíàÿ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü óäàëÿåòñÿ. Âî âðåìÿ ýêñïðåññèè ÏÒÀ ïîñòåïåííî
«ïåðåòåêàåò» èç ïåðèïëàçìû â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó,
ïî-âèäèìîìó, èç-çà èçìåíåíèÿ ïðîíèöàåìîñòè âíåøíåé

ìåìáðàíû êëåòêè ïðè èíòåíñèâíîì ïåðåìåøèâàíèè áàê-
òåðèàëüíîé êóëüòóðû, à òàêæå ñèëüíîãî îòðèöàòåëüíîãî
çàðÿäà áåëêà. Íàóòðî áàêòåðèàëüíûå êëåòêè óäàëÿëè öåí-
òðèôóãèðîâàíèåì (2599 g, 30 ìèí). Çàòåì ê ñóïåðíàòàíòó
äîáàâëÿëè 1 ìÌ ÄÄÒ è èíêóáèðîâàëè åãî íà âîäÿíîé áàíå
(100 °C, 20 ìèí). Çàòåì îáðàçåö íåìåäëåííî ïåðåíîñèëè íà
ëåäÿíóþ áàíþ (–10 °C, 1 ÷). Îñàäîê óäàëÿëè öåíòðèôóãè-
ðîâàíèåì (19 890 g, 1 ÷). Äàëåå î÷èñòêó áåëêà ïðîâîäèëè
ñîãëàñíî îïèñàííîìó ìåòîäó (Yi et al., 2008). ×èñòîòó
ïðåïàðàòà êîíòðîëèðîâàëè ìåòîäîì ýëåêòðîôîðåçà â
ÏÀÀÃ. Âûõîä áåëêà ñîñòàâèë 13.6 ìã ñ 200 ìë êóëüòóðû.

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û: ÏÝÃ, äåêñòðàí,
Na2HPO4, KH2PO4, ãëèöåðèí, HCl, NaCl, NaOH, àìïèöèë-
ëèí, àãàð, ÈÏÒÃ (Sigma, ÑØÀ), KÑl, K2HPO4, ëèìîííàÿ
êèñëîòà (Ðåàõèì, Ðîññèÿ), ãëèöèí, òðèïòîí (AppliChem,
ÑØÀ), äðîææåâîé ýêñòðàêò, Tris-HCl (ICN Biomedicals,
ÑØÀ), ÄÄÒ (Fluka, ÑØÀ) è ThT (AnaSpec, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Èçìåíåíèÿ ðÍ-èíäóöèðîâàííûõ êîíôîðìàöèîííûõ
ïåðåõîäîâ ÏÒÀ â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè êðàó-
äèíã-àãåíòîâ ðåãèñòðèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà
ÊÄ. Êàê è îæèäàëîñü, ñíèæåíèå ðÍ ðàñòâîðà â îòñóòñò-
âèå êðàóäèíã-àãåíòîâ ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ äîëè àëü-
ôà-ñïèðàëåé â ñòðóêòóðå áåëêà (ðèñ. 1, êðèâàÿ 1). Ìû
óñòàíîâèëè, ÷òî â êèñëûõ ðàñòâîðàõ ïðèñóòñòâèå êðàó-
äèíã àãåíòîâ â ðàñòâîðå ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ ñîäåðæà-
íèÿ â áåëêå a-ñïèðàëüíîé ñòðóêòóðû (ðèñ. 1, êðèâûå 2—4;
âñòàâêà: êðèâûå 2, 3). Íàáëþäàåìûé ýôôåêò îïðåäå-
ëÿåòñÿ êîíöåíòðàöèåé êðàóäèíã-àãåíòà, íî íå çàâèñèò îò
åãî ìîëåêóëÿðíîé ìàññû. Ýòî ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíî
âçàèìíûì ïðîíèêíîâåíèåì ïîëèìåðíûõ êëóáêîâ äðóã â
äðóãà â èçó÷åííîì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé ïîëèìåðà è,
ñëåäîâàòåëüíî, óìåíüøåíèåì âåëè÷èíû èñêëþ÷åííîãî
îáúåìà çà ñ÷åò èçìåíåíèÿ ôîðìû ìîëåêóëû. Îäíàêî êðàó-
äèíã-àãåíòû, ñ ðàçëè÷íîé õèìè÷åñêîé ñòðóêòóðîé (äåêñò-
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Ðèñ. 1. Êîíôîðìàöèîííûå ïåðåõîäû ÏÒÀ â ðàçáàâëåííûõ áó-
ôåðíûõ ðàñòâîðàõ (ÐÐ) è â óñëîâèÿõ ìîëåêóëÿðíîãî êðàóäèí-

ãà.

Ïðåäñòàâëåíà çàâèñèìîñòü ýëëèïòè÷íîñòè íà 1 àìèíîêèñëîòíûé îñòà-
òîê èçìåðåííàÿ ïðè äëèíå âîëíû 222 íì (q222), îò ðÍ ðàñòâîðà. Óñëîâèÿ
ìîëåêóëÿðíîãî êðàóäèíãà ìîäåëèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ðàñòâîðîâ ÏÝÃ
600, ÏÝÃ 4000 è ÏÝÃ 12 000 (ñèìâîëû îáîçíà÷åíû íà ãðàôèêå) ðàçëè÷-
íîé êîíöåíòðàöèè: 0 (êðèâàÿ 1; âñòàâêà: êðèâàÿ 1), 80 (êðèâàÿ 2), 200
(êðèâàÿ 3; âñòàâêà: êðèâàÿ 3) è 300 (êðèâàÿ 4) ìã/ìë, äåêñòðàíà 70 è äåê-

ñòðàíà 6 â êîíöåíòðàöèè 200 ìã/ìë (âñòàâêà: êðèâàÿ 2).



ðàí è ÏÝÃ) îêàçûâàþò ðàçíîå ïî âåëè÷èíå âëèÿíèå íà
âòîðè÷íóþ ñòðóêòóðó ÏÒÀ (ðèñ. 1, âñòàâêà, êðèâûå 2, 3)
ïðè îäèíàêîâîì ñîäåðæàíèè ïîëèìåðà â ðàñòâîðå.

Èíòåðåñíî, ÷òî â îòëè÷èå îò äåêñòðàíà íàëè÷èå â
ðàñòâîðå ÏÝÃ ñïîñîáñòâóåò ïðåöèïèòàöèè áåëêà â îáëàñ-
òè èçîýëåêòðè÷åñêîé òî÷êè (pI = 3.5) (ðèñ. 2, â, ã). Ýôôåê-
òèâíîñòü ïðåöèïèòàöèè çàâèñèò îò êîíöåíòðàöèè ÏÝÃ,
÷òî ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ àãðåãàöèåé íåçàðÿæåííîãî áåë-
êà âñëåäñòâèå îãðàíè÷åíèÿ äîñòóïíîãî îáúåìà. Ýòîò ôàêò
â ñîâîêóïíîñòè ñî ñëàáûì äåéñòâèåì äåêñòðàíà íà ÏÒÀ
ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü ëèáî î áîëåå ñèëüíîì õàðàêòå-
ðå âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó äåêñòðàíîì è ÏÒÀ ïî ñðàâíå-
íèþ ñ ñèëîé âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó ÏÝÃ è áåëêîì, ëèáî
ðàçëè÷íîé ñòåïåíüþ ãèãðîñêîïè÷íîñòè ýòèõ äâóõ ïîëè-
ìåðîâ.

Ìû èçó÷èëè ñâîéñòâà ïîëó÷åííûõ àãðåãàòîâ ñ ïî-
ìîùüþ ThT, êîòîðûé îáðàçóåò èíòåíñèâíî ôëóîðåñöèðó-

þùèé êîìïëåêñ ñ àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè (LeVine,
1999). Ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå ìåòîäîì êîíôîêàëüíîé
ìèêðîñêîïèè (ðèñ. 2, â—ä), à òàêæå âîçðàñòàíèå âåëè÷è-
íû âðåìåíè æèçíè ôëóîðåñöåíöèè ThT â ïðèñóòñòâèè àã-
ðåãàòîâ ÏÒÀ äî âåëè÷èíû, õàðàêòåðíîé äëÿ ýòîãî êðàñè-
òåëÿ â ñâÿçàííîì ñ àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè ñîñòîÿíèè
(ðèñ. 2, á; ñì. òàáëèöó) ñâèäåòåëüñòâóåò î âçàèìîäåéñòâèè
ThT c êîàöåðâàòàìè. Îäíàêî èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåí-
öèè ThT â ðàñòâîðàõ, ñîäåðæàùèõ àãðåãàòû ÏÒÀ, âîçðàñ-
òàåò íåçíà÷èòåëüíî (â 2.5 ðàçà) (ðèñ. 2, à). Ñêîðåå âñåãî,
ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî î÷åíü ìàëåíüêàÿ äîëÿ êðàñèòåëÿ
îêàçûâàåòñÿ â ñâÿçàííîì ñ àãðåãàòàìè ñîñòîÿíèè (OD420 =
= 0.025). Ýòîò ôàêò, à òàêæå ñóùåñòâåííîå îòëè÷èå ôîð-
ìû àãðåãàòîâ ÏÒÀ (ðèñ. 2, â, ã) îò êëàññè÷åñêèõ àìèëîèä-
íûõ ôèáðèëë (ðèñ. 2, ä) ñâèäåòåëüñòâóþò îá àìîðôíîì
õàðàêòåðå ýòèõ íàäìîëåêóëÿðíûõ îáðàçîâàíèé è î íåñïå-
öèôè÷åñêîì õàðàêòåðå ñâÿçûâàíèÿ ThT c àãðåãàòàìè.

858 Þ. À. Àíòèôååâà è äð.

Ðèñ. 2. Ñâîéñòâà ThT ïðè åãî âçàèìîäåéñòâèè ñ àãðåãàòàìè, îáðàçîâàííûìè ÏÒÀ ïîä äåéñòâèåì ÏÝÃ â îáëàñòè èçîýëåêòðè÷åñêîé
òî÷êè.

à — ñðàâíåíèå ñïåêòðîâ ôëóîðåñöåíöèè ThT â ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ: êðèâàÿ 1 — 300 ìã/ìë ÏÝÃ 4000, ðÍ 3, êðèâàÿ 2 — 300 ìã/ìë ÏÝÃ 4000, ðÍ 1.7;
êðèâàÿ 3 — ÏÒÀ+300 ìã/ìë ÏÝÃ 4000, ðÍ 1.7; êðèâàÿ 4 — ïðè åãî âçàèìîäåéñòâèè ñ àãðåãàòàìè, îáðàçîâàííûìè ÏÒÀ â ïðèñóòñòâèè 300 ìã/ìë ÏÝÃ
4000, ðÍ 3 (lâîçá = 412 íì). á — çàòóõàíèå ôëóîðåñöåíöèè ÒhT, âçàèìîäåéñòâóþùåãî ñ àãðåãàòàìè ÏÒÀ (lâîçá = 440 íì, lðåã = 490 íì). Ïðîôèëü âîç-
áóæäàþùåãî èìïóëüñà — êðèâàÿ 1, ýêñïåðèìåíòàëüíî çàðåãèñòðèðîâàííàÿ êðèâàÿ çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè — êðèâàÿ 2, àïïðîêñèìàöèÿ ýêñïåðè-
ìåíòàëüíûõ äàííûõ òðåõýêñïîíåíöèàëüíîé êðèâîé çàòóõàíèÿ — êðèâàÿ 3 (ïàðàìåòðû àïïðîêñèìàöèè ïðåäñòàâëåíû íà ãðàôèêå), îòêëîíåíèå ìåæäó
ýêñïåðèìåíòàëüíûìè è ðàññ÷èòàííûìè êðèâûìè çàòóõàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè — êðèâàÿ 4; N(t) — çàâèñèìîñòü ÷èñëà ðåãèñòðèðóåìûõ ôîòîíîâ îò âðå-
ìåíè (t), íîðìàëèçîâàííàÿ íà 1 â ìàêñèìóìå. â, ã — âèçóàëèçàöèÿ àãðåãàòîâ ÏÒÀ, âçàèìîäåéñòâóþùèõ ñ ThT, îáðàçóþùèõñÿ â ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ,
êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ. ä — âèçóàëèçàöèÿ àìèëîèäíûõ ôèáðèëë íà îñíîâå èíñóëèíà, îêðàøåííûõ ñ ïîìîùüþ ThT (Sulatskaya et al., 2018; ïóáëè-

êóåòñÿ ñ ðàçðåøåíèÿ àâòîðîâ), êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ.

Ñðåäíåå âðåìÿ æèçíè ôëóîðåñöåíöèè ThT (t) ïðè ñâÿçûâàíèè ThT
ñ àìèëîèäíûìè ôèáðèëëàìè è àãðåãàòàìè ÏÒÀ

Óñëîâèÿ t, íñ Ëèòåðàòóðíûé èñòî÷íèê

ThT + ÏÝÃ 4000 (300 ìã/ìë) + ÏÒÀ, pH 3 1.76 Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà

ThT + èíñóëèíîâûå àìèëîèäíûå ôèáðèëëû 1.77 Sulatskaya et al., 2018

ThT + ÏÝÃ 400 (400 ìã/ìë) 0.006 Rodina et al., 2017

ThT â âîäíîì ðàñòâîðå 0.001 Òî æå



Òàêèì îáðàçîì, îãðàíè÷åíèå êîíôîðìàöèîííîé ýíò-
ðîïèè âíóòðåííå íåóïîðÿäî÷åííîãî áåëêà ÏÒÀ, âûçâàí-
íîå ïðèñóòñòâèåì êðàóäèíã-àãåíòîâ, íå ñòèìóëèðóåò îá-
ðàçîâàíèÿ ôàçîâîãî ðàçäåëåíèÿ æèäêîñòü—æèäêîñòü è
àìèëîèäíûõ ôèáðèëë, íî â íåêîòîðûõ óñëîâèÿõ ñïîñîá-
ñòâóåò ôîðìèðîâàíèþ àìîðôíûõ àãðåãàòîâ. Ïî âñåé âè-
äèìîñòè, âçàèìîäåéñòâèå áåëêîâûõ öåïåé äðóã ñ äðóãîì
ñóùåñòâåííî ïðåâîñõîäèò âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó ïîëè-
ïåïòèäíîé öåïüþ è ðàñòâîðèòåëåì â ýòèõ óñëîâèÿõ, ÷òî
ïðèâîäèò ê ïðåöèïèòàöèè áåëêà. Ìû ïîëàãàåì, ÷òî ïîëó-
÷åíèå æèäêèõ âêëþ÷åíèé ÏÒÀ â óñëîâèÿõ ìîëåêóëÿð-
íîãî êðàóäèíãà áóäåò âîçìîæíî ïðè èçìåíåíèè ñîîò-
íîøåíèÿ èíòåíñèâíîñòåé ìåæäó äâóìÿ òèïàìè âçàèìî-
äåéñòâèé (áåëîê—áåëîê è áåëîê—ðàñòâîðèòåëü) çà ñ÷åò
ìîäóëÿöèè òàêèõ ïàðàìåòðîâ, êàê òåìïåðàòóðà, èîííàÿ
ñèëà, âÿçêîñòü è ïîëÿðíîñòü ðàñòâîðèòåëÿ, çàðÿä öåëåâîãî
áåëêà è ò. ä.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêòû 16-04-01614 è 18-34-00975).
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EFFECT OF MOLECULAR CROWDING ON PROTHYMOSIN ALFA STRUCTURE
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Due to polyvalence and a high level of conformational entropy, proteins containing intrinsically disordered
domains are able to conjugate forming liquid—liquid phase separation. It is believed that molecular crowding is
a crucial factor for phase separation occurrence. The effect of macromolecular crowding on the structure of a
model intrinsically disordered protein prothymosin alpha was studied. It was found that the presence of crow-
ding agents leads to an increase in the amount of a-helices in the protein in the acidic environment. The ampli-
tude of the effect is strongly dependent on the concentration and chemical structure of the crowding agents, but
is indifferent to its molecular weight and hydrodynamic radius. The presence of polyethylene glycols in the so-
lution promotes protein aggregation in the region of pI. These aggregates are able to bind the fluorescent probe
ThT, but have an amorphous structure.

K e y w o r d s: intrinsically disordered proteins, membrane-less organelles, crowding, prothymosin alpha,
thioflavin T
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