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Проведено исследование влияния аминокислотных замен E90K, N98S и A149V на структуру и теп-
ловую денатурацию молекулы белка лёгкой цепи нейрофиламентов (NFL). Методом кругового 
дихроизма показано, что данные замены не приводят к изменению в спиральной структуре NFL, 
однако оказывают заметное влияние на стабильность молекулы. Методом дифференциальной ска-
нирующей калориметрии были идентифицированы калориметрические домены в структуре NFL 
и показано, что внесение замены E90K приводит к исчезновению низкотемпературного теплово-
го перехода (домен  1). Внесение всех аминокислотных замен приводит к изменениям энтальпии 
плавления доменов NFL, а также к существенным изменениям температуры плавления некоторых 
калориметрических доменов. Таким образом, несмотря на то что все указанные аминокислотные 
замены, вызванные мутациями в гене  NEFL, связаны с развитием нейропатии Шарко–Мари–
Тута, а две из них даже располагаются очень близко друг к другу в суперспиральном участке 1A, 
они оказывают различное влияние на структуру и стабильность молекулы NFL.
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скопия кругового дихроизма, дифференциальная сканирующая калориметрия.
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Принятые сокращения: ДСК – дифференциальная сканирующая калориметрия; КД – круговой дихроизм; нейро-
патия ШМТ – нейропатия Шарко–Мари–Тута; ПФ – промежуточные филаменты; ΔHcal – калориметрическая энталь-
пия; NFL, NFM и NFH – белки лёгкой, средней и тяжёлой цепей нейрофиламентов; NFL WT – белок NFL дикого типа; 
Tm – температура максимума теплового перехода; ULF – нити единичной длины, единичные протофиламенты.
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ВВЕДЕНИЕ

Промежуточные филаменты (ПФ) явля-
ются важным компонентом цитоскелета, на-
равне с микротрубочками и микрофиламен-
тами. Для  человека описано около 70  генов, 
кодирующих белки  ПФ  [1, 2]. Все белки се-
мейства ПФ имеют сходные черты строения, 
в частности  – наличие центрального α-спи-
рального домена (так называемый rod-домен). 
Для  структуры  ПФ характерны общие черты 
строения: наличие трёх α-спиральных участков 
(1А, 1В и 2), участвующих в образовании супер-
спиральных (coiled-coil) доменов, разделён-
ных α-спиральными линкерными участками, 
которые не вовлечены в образование coiled-

coil  [3,  4]. За  образование суперспиральных 
участков отвечает rod-домен  ПФ, первичная 
структура которого организована в гептадные 
повторы, в которых аминокислотные остат-
ки обозначаются латинскими буквами  a–g. 
При  этом в положениях  a и  d часто находятся 
гидрофобные остатки, участвующие в  образо-
вании гидрофобного кора, что позволяет rod-
доменам образовывать структуру coiled-coil. 
Димеры ПФ взаимодействуют антипараллельно 
и образуют тетрамер [3, 4]. Процесс полимери-
зации ПФ от димеров до зрелых филаментов 
проходит в три этапа  [5–7]. На первом этапе 
происходит быстрое образование тетраме-
ров ПФ, затем за счёт латеральных взаимодей-
ствий происходит их сборка в ULF-частицы 
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(Unit Length Filaments, нити единичной длины) 
или единичные протофиламенты, диаметр ко-
торых превышает 10 нм, и, наконец, на послед-
нем этапе происходит удлинение филаментов, 
их компактизация и уменьшение диаметра до 
стандартных 10 нм [7]. Принципы организации 
белков семейства  ПФ в целом универсальны, 
однако для отдельных его представителей ха-
рактерны уникальные свойства. Так, например, 
ламины не способны к латеральной полимери-
зации. Ввиду сложной организации белковых 
комплексов  ПФ точечные аминокислотные 
замены даже в одном домене могут приводить 
к серьёзным изменениям, вплоть до потери 
мутантным белком способности полимеризо-
ваться или к избирательному блокированию 
полимеризации на стадии ULF (замена Y117L – 
у  виментина  [8]). Наиболее изученными пред-
ставителями семейства  ПФ являются вимен-
тин, десмин и кератины, для которых получены 
кристаллические структуры отдельных супер-
спиральных участков, в том числе участков, 
ответственных за взаимодействие димеров и 
тетрамеров между собой [3, 4, 9]. На основании 
гомологии между  ПФ можно предположить, 
что для нейрофиламентов будет характерен по-
хожий принцип организации.

В зрелых нейронах экспрессируются пять 
белков  ПФ – триада белков нейрофиламен-
тов: белок лёгкой  (NFL), средней  (NFM) и 
тяжёлой  (NFH) цепей, а также периферин и 
α-интернексин. Основное отличие трёх белков 
нейрофиламентов друг от друга определяется 
их С-концевыми доменами, которые разли-
чаются как по длине, так и по наличию важ-
ных участков фосфорилирования. Для бел-
ков NFM и NFH характерно наличие длинных 
С-концевых доменов, которые содержат KSP-
повторы (Lys-Ser-Pro), являющиеся участками 
фосфорилирования (например, Erk1,2 кина-
зами)  [10,11]. В  ранних работах по изучению 
структуры нейрофиламентов в нейронах было 
показано, что в клетках соотношение белков 
составляет 7/3/2 в расчёте на мономер NFL/
NFM/NFH соответственно  [10]. При этом 
структурно белки представлены гомодимера-
ми NFL/NFL, а также гетеродимерами NFL/
NFM и NFL/NFH  [12, 13]. По  сравнению с 
другими  ПФ нейрофиламенты отличает их 
гетероолигомерная (гетеродимерная) струк-
тура, а также значительная протяжённость по 
всей длине аксона, которая требует развитой 
системы их транспорта. Однако in  vitro толь-
ко изолированный  NFL может образовывать 
фибриллы, а изолированные  NFM и  NFH не 
способны полимеризоваться. In vivo в клетках 
линии SW13 Vim–, не экспрессирующих эндо-

генный виментин, было показано образование 
филаментоподобных структур, сформирован-
ных белком NFL [14]. В то же время для пол-
ноценной экспрессии NFL в нейронах необ-
ходимы белки NFM и NFH [15].

В настоящей работе мы сконцентрирова-
лись на изучении физико-химических свойств 
основного представителя нейрофиламентов  – 
белка NFL. В гене NEFL, кодирующем этот бе-
лок, было обнаружено большое количество му-
таций, приводящих к развитию наследственной 
нейропатии Шарко–Мари–Тута (ШМТ)  [16]. 
Данное заболевание представляет группу па-
тологий, которые делятся на два типа: демие-
линизирующую и аксональную формы  [16, 
17]. Для нейропатии первого типа  (ШМТ  1) 
характерно снижение проводимости нервного 
волокна, а второго типа (ШМТ 2) – дегенера-
тивные процессы в аксоне без снижения про-
водимости импульса  [18]. Известные мутации 
в гене  NEFL можно разделить на несколько 
групп: 1)  по месту их локализации в струк-
туре белка  NFL или 2)  по типу заболевания 
Шарко–Мари–Тута, которое они вызывают: 
демиелинизирующую  (1F) или аксональную 
(2Е) формы  [17, 19, 20]. Для ряда мутантных 
белков  NFL (P8Q, E90K, N98S,  A149V) в кле-
точных линиях была продемонстрирована 
агрегация, которую в большинстве случаев 
удавалось устранить, коэкспрессируя в клет-
ках  NFL и  NFM  [21–24]. При этом для трёх 
мутантных белков (N98S, Q332P,  E397K) для 
предотвращения агрегации была необходима 
экспрессия сразу трёх белков промежуточных 
филаментов (NFL, NFM и  периферина)  [22]. 
Для белка NFL c заменой  N98S было показа-
но нарушение сборки филаментов и образо-
вание агрегатов белка как в культурах клеток, 
так и в нейронах мышей  [23]. Помимо этого, 
на мышиной модели гетерозиготной особи 
N98S/WT наблюдался выраженный тремор и 
накопление агрегатов в мозжечке и спинном 
мозге. В  то же время в некоторых работах не 
наблюдали патологической агрегации мутант-
ных белков внутри клеток, но детектировали 
заметное уменьшение миелиновой оболочки 
аксонов  [25]. Противоречия в накопленных 
данных поднимают ряд вопросов. Так, неоче-
видно, является ли образование агрегатов след-
ствием нарушения сворачивания белка или это 
вызвано нарушениями в его взаимодействии с 
белками-партнерами?

В качестве объектов исследования в на-
стоящей работе были выбраны белки, содер-
жащие аминокислотные замены в α-спира-
ли 1A (E90K и N98S) и в α-спирали 1B (A149V) 
(рис.  1). Для данных мутантных форм  NFL 
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ранее было показано нарушение сборки по-
лимеров in  vivo  [21, 22, 24], выражающееся в 
образовании очень коротких полимеров или 
агрегатов белка в клетках. Для изучения при-
чин патогенных свойств данных аминокис-
лотных замен в  NFL необходимо определить, 
какое влияние они оказывают на структуру 
белка. Положение аминокислотных остатков 
в гептадах определяет структуру и свойства 
суперспиральных белков, в том числе стабиль-
ность структуры coiled-coil, что, в свою оче-
редь, может оказывать влияние и на свойства 
олигомеров  NFL. Учитывая, что исследуемые 
замены расположены в гептадных повторах 
в положениях d  (E90K), e  (N98S) и  g  (A149V), 
т.е. в  тех положениях, в которых находящиеся 
там остатки могут оказывать влияние на ста-
бильность двойной спирали, можно предполо-
жить, что замены E90K, N98S и A149V (рис. 1) 
могут приводить к изменениям структуры 
coiled-coil  NFL. В  пользу такого предположе-
ния говорят полученные ранее данные о том, 
что замены аминокислотных остатков не толь-
ко в положениях a и d гептадных повторов, но 
и в положениях  e и  g могут оказывать серьёз-
ное влияние на стабильность (термостабиль-
ность) двойной спирали молекулы тропомио-
зина  [26–31]. Проверка этого предположения 
и явилась главной задачей данной работы. 
Для  этого мы исследовали влияние этих за-
мен на характер тепловой денатурации бел-
ка  NFL методами кругового дихроизма  (КД) 
и дифференциальной сканирующей калори-
метрии (ДСК).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение белков. Все препараты бел-
ков NFL, использованные в данной работе, 
были рекомбинантными белками, продук-
тами гена  NEFL человека (UniProt  P07196). 

NFL  дикого типа (NFL  WT) и мутантные 
формы были клонированы в вектор EV («Кло-
нинг фасилити», Россия). Для внесения точеч-
ных аминокислотных замен был использован 
Q5-site directed mutagenesis  kit («NEB», США) 
и подобранные наборы праймеров. Для вне-
сения замены  N98S использовали праймеры 
F1 и  R1; для внесения замены  E90K исполь-
зовали праймеры F2 и  R2; для внесения за-
мены A149V использовали праймеры F3 и R3. 
Последовательности праймеров («Евроген», 
Россия) представлены в табл. 1.

Все полученные конструкции были исполь-
зованы для бактериальной экспрессии белков в 
клетках Escherichia coli штамма C41. Выделение 
и очистку всех рекомбинантных белков  NFL 
проводили из фракции телец включения. 
После разрушения клеток ультразвуком тельца 
включения осаждали центрифугированием при 
18 000 g. Осадок телец включения, содержащий 
белок NFL WT или его мутантные формы, рас-
творяли в  20  мМ Tris-HCl (pH  8,0), содержа-
щем 8 M мочевину, 2 мМ EGTA, 15 мМ β-ME, 

Таблица 1. Последовательности праймеров, 
использованных в работе

Название 
праймера

Последовательность праймеров 5′→3′

F1 GACCTCAGTGACCGCTTCGCCAGCT

R1 CTGGAGCTGCGCCTTCTCCTGCGT

F2 ACGCAGAAGAAGGCGCAGCTCCAGGA

R2 GCGGATGGACTTGAGGTCGTTGCTGA

F3 CTGGTGGCGGAAGATGCCACC

R3 GCGCAGGTCGCGGATCTCCTG

Примечание. Кодоны, в которые были внесены мутации, 
подчёркнуты.

Рис. 1. Схема строения молекулы NFL. Стрелками отмечены положения аминокислотных замен E90K, N98S и A149V 
в спиральных участках 1A и 1B
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Рис. 2. Анализ чистоты полученных препаратов NFL WT 
и мутантных форм методом SDS-электрофореза в ПААГ

0,1 мМ PMSF (буфер А), и подвергали ультра-
центрифугированию при 105 000  g. Супер-
на тант наносили на колонку HiTrap  Q («GE 
Healthcare», США), уравновешенную буфе-
ром  А. Элюцию проводили линейным гради-
ентом  NaCl в диапазоне 0–0,7  M  NaCl. Кон-
центрацию белков определяли спектрометри-
ческим методом, используя коэффициент экс-
тинкции A1% при 280  нм, равный 5,9  см–1. 
Полученные препараты хранили при –80  °С. 
Чистота полученных препаратов составила не 
менее 95% (рис. 2).

Ренатурацию белков проводили перед 
экспериментами путём диализа против 5  мМ 
Hepes/NaOH (pH  8,0), содержащего 0,5  мМ 
EGTA и 2 мМ DTТ в течение ночи при 4 °С.

Аналитическое ультрацентрифугирование 
(AUC). Эксперименты по скоростной седимен-
тации  (SV) проводили в аналитической уль-
трацентрифуге, модель  E («Beckman», США), 
оснащённой абсорбционной оптикой, фото-
электрическим сканером, монохроматором и 
компьютером в режиме онлайн. Аналитиче-
ское ультрацентрифугирование проводили при 
концентрации белка 1  мг/мл в  5  мМ  Tris-HCl 
(pH  8,0), содержащем 0,5  мМ EGTA и  2  мМ 
DTT. В опытах использовали титановый ротор 
An-G Ti и двухсекторные ячейки. Седимента-
ционные профили регистрировали путём из-
мерения оптического поглощения при 280 нм. 
Все ячейки сканировались одновременно c 
интервалом в  2,5  мин. Дифференциальные 
распределения по коэффициентам седимента-
ции [ls-g*(s) vs s] были определены при 25 °C с 
помощью программы SEDFIT [32].

Метод спектроскопии кругового дихроизма. 
Спектры КД белков  NFL регистрировали в 
диапазоне 190–280  нм при  5  °C на спектро-
метре Chirascan  CD («Applied Photophysics», 
Англия) при длине оптического пути 0,02  см. 
Время регистрации сигнала для каждой длины 
волны составляло 5  сек. Для каждого препа-
рата было получено не менее 5  записей спек-
тров  КД. Все эксперименты проводили при 
концентрации белков 1  мг/мл в  5  мМ  Hepes 
(pH  8,0), содержащем 0,5  мМ  EGTA и 
2  мМ  DTT. Температурные зависимости теп-
ловой денатурации белков регистрировали при 
постоянном нагреве со скоростью 1  °С/мин в 
диапазоне 5–85 °С при длине волны 222 нм.

Метод дифференциальной сканирующей ка-
лориметрии. Эксперименты методом ДСК про-
водили с использованием дифференциального 
сканирующего микрокалориметра MicroCal 
VP-Capillary («Malvern Instruments», США) с 
капиллярными измерительными ячейками. 
Нагрев образцов проводили с постоянной ско-
ростью 1  °С/мин от  10 до  85  °С. Все экспери-
менты проводили при концентрации белков 
2  мг/мл в  5  мМ  Hepes (pH  8,0), содержащем 
0,5 мМ EGTA и 2 мМ DTT. Для всех препара-
тов было произведено не менее трёх прогревов. 
Для изучения обратимости денатурации препа-
раты подвергали двум последовательным про-
гревам. Процедуру деконволюции, т.е.  разло-
жения кривых теплопоглощения на отдельные 
тепловые переходы (калориметрические доме-
ны), проводили в программе Origin  7.0 путём 
подгонки данных к модели для анализа мульти-
доменных белков (non-two-state model)  [33]. 
Этот математический подход, основанный 
на классической работе Freire и Biltonen  [33], 
был заложен в используемый нами программ-
ный пакет «Origin 7.0» как «модуль ДСК». Этот 
модуль позволяет проводить не только декон-
волюцию кривых  ДСК, полученных для обра-
тимо денатурирующих белков, но и целый ряд 
иных важных процедур обработки этих кри-
вых. Так, к примеру, он позволяет построить 
(и  впоследствии вычесть из кривой тепло-
поглощения) так называемую «химическую 
базовую линию» (chemical baseline), соеди-
няющую состояния нативного и полностью 
денатурированного белка. Он также позволяет 
точно определить температуру максимума теп-
лового перехода  (Tm) для каждого теплового 
перехода и его калориметрическую энталь-
пию  (ΔHcal), представляющую интеграл избы-
точной теплоёмкости по температуре в пре-
делах температурного диапазона денатурации 
одного калориметрического домена или целой 
молекулы.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Белок NFL относится к семейству бел-
ков  ПФ и имеет характерные для белков этого 
семейства суперспиральные участки. Однако 
отличительной особенностью именно бел-
ков  ПФ является их способность к полимери-
зации и образованию различных олигомерных 
структур. Ранее для бычьего белка  NFL было 
показано формирование низкомолекулярных 
олигомеров  – тетрамеров  – в буферном рас-
творе с низкой ионной силой [34]. Коэффици-
ент седиментации олигомеров белка NFL  WT 
человека, полученный в аналогичных усло-
виях методом скоростной седиментации, со-
ставил 7,3  S  (рис.  3). Ранее с использованием 
равновесного ультрацентрифугирования было 
проведено определение молекулярной массы 
олигомеров других  ПФ  – виментина и дес-
мина, полученных в похожих условиях  [35], 
и показано, что при низкой ионной силе 
(5  мМ  Tris-HCl) образуются олигомеры, моле-
кулярная масса которых соответствует тетра-
мерам этих белков, однако коэффициенты се-
диментации тетрамеров виментина и десмина 
существенно зависят от  рН, что указывало на 
разную степень жёсткости, размер или фор-
му образуемых олигомеров. При  рН  8 коэф-
фициент седиментации тетрамеров вимен-
тина составил 4,7  S, а при рН  7,5  – 5,5  S  [35]. 
В  последующей работе тех же авторов было 
показано, что при изменении условий (в част-
ности, при повышении концентрации белка 
до 0,5 мг/мл и проведении эксперимента в при-
сутствии  EDTA) коэффициент седиментации 
виментина повышался до  7,2  S  [36], т.е.  почти 

Рис. 3. Анализ олигомерного состояния белка дикого 
типа NFL WT (1 мг/мл) методом аналитического ультра-
центрифугирования. Показано распределение по коэф-
фициентам седиментации ls-g*(s). Скорость вращения 
ротора – 48 000 об./мин

Рис. 4. Спектры кругового дихроизма NFL WT и мутант-
ных белков NFL с заменами E90K, N98S и A149V, зареги-
стрированные при 5 °С

не отличался от значения 7,3 S, определённого в 
нашей работе для NFL, концентрация которого 
составляла 1 мг/мл (рис. 3).

Учитывая преобладание главного пика 7,3 S 
на распределении ls-g*(s) NFL  WT  (рис.  3), 
можно заключить, что в используемых усло-
виях этот белок находился преимущественно 
в форме олигомеров, соответствующих тетра-
мерам белка  NFL. В  минорных количествах 
присутствовали также другие олигомерные фор-
мы с коэффициентами седиментации 5,2; 5,8 
или  13,2  S (каждая форма  <  2%). В  настоящее 
время мы можем лишь предположить, что тетра-
мерное состояние сохраняется и для мутантных 
форм  NFL (для убедительного доказательства 
этого предположения требуются дополнитель-
ные эксперименты, которые в дальнейшем пла-
нируется провести). Тем не менее мы можем до-
статочно уверенно утверждать, что ни NFL WT, 
ни его мутантные формы в используемых усло-
виях не образовывали высокомолекулярных 
олигомеров (ULF и  филаментов), что подтвер-
ждалось полным отсутствием осадков после 
высокоскоростного (при 105 000 g) препаратив-
ного центрифугирования препаратов (данные 
не приведены). Важно отметить, что тетрамер-
ная форма  ПФ может существовать не только 
in  vitro, но и in  vivo  [37], что позволяет рассма-
тривать её как минимальную структуру для из-
учения свойств NFL.

Регистрация спектров КД NFL  WT и всех 
мутантных белков показала наличие характер-
ных для α-спиральных белков отрицательных 
максимумов молярной эллиптичности при  208 
и 222 нм (рис. 4), при этом, по данным расчёта 
в программе DichroWeb (http://dichroweb.cryst.
bbk.ac.uk/html/home.shtml), структура NFL при-
мерно на 52–56% представлена α-спиральными 
участками.
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Рис. 5. Тепловая денатурация белка NFL  WT и его мутантных форм E90K, N98S и  A149V, измеренная методом  КД. 
а  – Температурные зависимости изменения молярной эллиптичности NFL  WT и мутантных белков, зарегистриро-
ванные при 222  нм. б  – Температурные зависимости изменения доли α-спирали в молекуле  NFL. За  100% принята 
спиральность молекулы NFL при 5 оС, соответствующая ~ 50% спиральности белка. в – Первые производные темпера-
турных зависимостей эллиптичности, представленных на панели (а)

В первую очередь мы исследовали тепло-
вую денатурацию целой молекулы NFL  WT и 
её мутантных форм, регистрируя изменение 
молярной эллиптичности при 222  нм в диа-
пазоне температур 5–85  °С  (рис.  5,  а). Ока-
залось, что плавление молекулы NFL  WT 
происходит постепенно и имеет несколько 
выраженных тепловых переходов (рис. 5, а–в). 
С  использованием первой производной зави-
симости, представленной на рис. 5, а, было по-
казано наличие теплового перехода при ~ 38 °С, 
а также более высокотемпературного «плеча» 
(рис.  5, в). Тепловая денатурация мутантного 
белка с заменой  N98S очень похожа на тако-
вую для белка дикого типа и также имеет выра-
женный переход при ~ 39 °С. Методом КД для 
мутантного белка с заменой E90K были обна-
ружены тепловые переходы при ~ 42 °С и ~ 55–
57 °С. Для белка NFL с заменой  A149V были 
обнаружены тепловые переходы при  ~ 35 °С 
и  ~ 42 °С  (рис.  5, в). При этом для всех бел-
ков  NFL характерна обратимость тепловой 

денатурации: после нагрева и последующего 
охлаждения спектры  КД этих белков демон-
стрировали всё те же отрицательные максиму-
мы при 208 и 222 нм, характерные для α-спи-
ральных белков.

Для того чтобы провести точную иден-
тификацию тепловых переходов в молеку-
ле  NFL, мы использовали метод  ДСК, кото-
рый позволяет регистрировать температур-
ные зависимости избыточного теплопоглоще-
ния молекулы белка при его тепловой дена-
турации. Плавление  NFL было полностью 
обратимо, что позволило нам провести ком-
пьютерную деконволюцию кривых избыточ-
ного теплопоглощения NFL WT и его мутант-
ных форм, т.е.  разложение этих кривых на 
отдельные тепловые переходы (калориметри-
ческие домены), отражающие денатурацию 
различных участков белка, которые плавятся 
кооперативно и независимо друг от друга. 
Полученные данные представлены на  рис.  6 
и в табл. 2.

5
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Таблица 2. Калориметрические параметры, полученные методом  ДСК для индивидуальных тепловых переходов 
(калориметрических доменов) белка NFL дикого типа и его мутантных форм*

NFL Нумерация доменов Tm
# (°C)

ΔHcal
§ 

(кДж моль–1)
ΔHcal 

(% от общей ΔHcal)
Общая ΔHcal 
(кДж моль–1)

NFL WT

Домен 1 33,2 35 3

1190
Домен 2 41,7 495 42

Домен 3 53,6 430 36

Домен 4 63,2 230 19

NFL E90K

Домен 2 41,6 150 20

745Домен 3 52,2 410 55

Домен 4 62,6 185 25

NFL N98S

Домен 1 34,2 60 6

1080
Домен 2 41,0 295 27

Домен 3 50,4 530 49

Домен 4 62,5 195 18

NFL A149V

Домен 1 31,1 80 10

770
Домен 2 40,7 170 22

Домен 3 47,5 345 45

Домен 4 63,2 175 23

Приложение. * Параметры получены на основании данных, представленных на рис. 6.
# Погрешность приведённых значений температуры калориметрических доменов (Tm) не превышала ± 0,2 °C.
§ Погрешность приведённых значений калориметрической энтальпии (ΔHcal) не превышала 10%.

По результатам деконволюции для NFL WT 
были определены 4 калориметрических домена 
с температурами полупереходов при 33,2 °С, 
41,7 °С, 53,6 °С и  63,2 °С. Формы графиков 
первой производной изменения молярной 
эллиптичности при  222  нм  (рис.  5, в) и темпе-
ратурных зависимостей избыточного теплопо-
глощения белка NFL WT и его мутантов (рис. 6) 
в  целом очень похожи и демонстрируют нали-
чие одинаковых тепловых переходов. Метод КД 
позволяет регистрировать денатурацию α-спи-
ралей  NFL, в то время как метод  ДСК  – раз-
рушение структуры coiled-coil. Схожесть тем-
пературных зависимостей, полученных этими 
двумя методами, указывает на то, что разруше-
ние структуры coiled-coil происходит одновре-
менно с плавлением α-спиралей.

Для всех мутантных белков, кроме NFL 
E90K, также были определены 4  калориметри-
ческих домена. Для мутантного белка NFL E90K 
было показано отсутствие калориметрического 
домена 1 (рис. 6, табл 2). Важно отметить, что, 
несмотря на то что все исследованные в работе 

аминокислотные замены расположены в спи-
ральных участках 1A и 1B (рис. 1), перераспре-
деление калориметрических доменов произо-
шло только в случае одной аминокислотной 
замены  – E90K. Поскольку эта замена распо-
ложена в спиральном участке 1A (рис. 1), можно 
предположить, что калориметрический домен 1 
отражает денатурацию этого участка молеку-
лы NFL. При внесении двух других замен (N98S 
и  A149V) происходили изменения энтальпии 
отдельных калориметрических доменов, но их 
количество не менялось. Наименьшие изме-
нения температуры полуперехода мы наблю-
дали для доменов 2 и 4. Для белков NFL WT и 
его мутантов значение  Tm домена  2 находится 
в диапазоне 40,7–41,7  °С, а домена  4  – в диа-
пазоне 62,5–63,2  °С. В  то же время внесение 
мутаций привносит заметные изменения в 
калориметрический домен  3. Так, значение  Tm 
этого домена в случае белка дикого типа состав-
ляет 53,6  °С, тогда как для мутантного белка с 
заменой  A149V оно гораздо ниже и составля-
ет 47,5 °С.
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Рис. 6. Температурные зависимости избыточного тепло-
поглощения белка NFL  WT и его точечных мутантов, 
полученные методом ДСК. Сплошными линиями обозна-
чены оригинальные записи кривых избыточного тепло-
поглощения, а пунктирными линиями  – калориметри-
ческие домены, выявленные путём деконволюции этих 
кривых. Нумерация доменов соответствует их нумерации 
в табл. 2

Таким образом, основные изменения в 
тепловой денатурации  NFL при внесении 
аминокислотных замен затрагивают калори-
метрические домены  1 и  3. Для объяснения 
возможных причин тех структурных измене-

ний, которые могут происходить при внесении 
аминокислотных замен в  NFL, обратимся к 
структуре ПФ.

Первичная структура α-спиральных участ-
ков белков семейства ПФ демонстрирует клас-
сическое для всех таких белков распределение 
аминокислотных остатков в гептадных повто-
рах  [26]. При этом каждый аминокислотный 
остаток выполняет конкретную роль в стаби-
лизации суперспиральной структуры  [26, 38]. 
Для белка виментина ранее были получены 
кристаллические структуры отдельных фраг-
ментов и показано распределение аминокис-
лотных остатков в спиралях 1A и 1B (рис. 7) [3]. 
Выравнивание первичных структур виментина 
и  NFL показало, что спирали  1A и  1B демон-
стрируют высокую степень гомологии, на 
основании чего мы предположили, что ами-
нокислотным остаткам в гептадах суперспи-
ральных участков  NFL будут соответствовать 
те же положения  (a–g), что и в виментине. 
Если это так, то E90 находится в положении d, 
N98 находится в положении e, а A149 – в поло-
жении  g (рис.  7). Замена  E90K, обнаруженная 
у пациентов с нейропатией Шарко–Мари–
Тута, приводит к исчезновению калориметри-
ческого домена 1 на термограмме NFL (рис. 6, 
табл.  2), что может указывать на изменения в 
структуре суперспирального участка  1A, на-
пример, на его чрезмерную стабилизацию или, 
наоборот, дестабилизацию. Традиционно счи-
тается, что в положениях  а и  d суперспираль-
ных белков должны находиться гидрофобные 
аминокислотные остатки, стабилизирующие 
суперспиральную структуру, однако для мно-
гих белков промежуточных филаментов (ви-
ментина, глиального фибриллярного белка, 
периферина, десмина) в положении, гомо-
логичном E90 в NFL, также находится остаток 
глутамина  [3]. При этом для остальных остат-
ков в спирали  1A соблюдается правило, что в 
положениях  а и  d должны находиться гидро-
фобные аминокислотные остатки (рис.  7,  а). 
Несмотря на то что аминокислотный оста-
ток  E90 не является гидрофобным, по-види-
мому, он также играет важную роль в стабили-
зации суперспиральной структуры домена  1A 
за счёт электростатических взаимодействий, 
так как в положении  d в гидрофобной коре 
ему соответствует R86 (рис. 7, б). Внесение за-
мены  E90K должно приводить к локальному 
расхождению двух α-спиралей за счёт появле-
ния дополнительного положительного заря-
да  K90 и дестабилизации этого участка струк-
туры. Важно отметить, что для представителей 
семейства  ПФ характерна полимеризация, и в 
ряде работ высказывается мнение, что именно 

5*
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Рис. 7. Анализ положения аминокислотных остатков в гептадных повторах белка  NFL. а  – Сравнение первичных 
структур виментина (UniProt  P08670) и белка NFL (UniProt  P07196). Серым цветом обозначены аминокислотные 
замены в  белке NFL, вызывающие развитие нейропатии Шарко–Мари–Тута. Положение аминокислот в гептадах 
обозначено латинскими буквами a–g и определено на основании статьи Chernyatina et al. [3]. б – Анализ положения 
аминокислотных остатков в гептадах NFL WT и NFL E90K в программе Waggawagga [43]. Номерами 1–5 обозначены 
различные гептады

спираль  1A играет важную роль в продольной 
полимеризации  ПФ (т.е.  образовании протя-
жённых филаментов). Для данного спирально-
го участка белков  ПФ была обнаружена самая 
низкая температура плавления, составляю-
щая ~ 30 °С, и высказано предположение, что 
именно низкая термостабильность домена  1A 
важна для полимеризации ПФ [39–41]. Для ви-
ментина ранее была обнаружена единичная 
аминокислотная замена, расположенная в на-
чале линкера 1 (K139C), из-за которой полиме-
ризация виментина становилась зависимой от 
температуры. Так, белок с заменой K139C при 
температурах 21 °С и  37 °С одинаково быстро 
образовывал ULF-частицы, однако при 21 °С – 
не был способен образовывать протяжённые 
фибриллы [35]. В таком случае можно ожидать, 
что аминокислотные замены, которые влияют 
на термостабильность  NFL, также могут ока-
зывать влияние и на его способность поли-
меризоваться. Исследования полимеризации 
NFL  E90K в клетках  SW13  Vim– показали, 

что данный белок образует тонкие короткие 
филаменты, в отличие от белка дикого типа, 
который в этих же условиях образует длинные 
протяжённые филаменты  [21]. Сопоставление 
этих данных литературы  [21] с полученными 
нами результатами (рис.  6, табл.  2) указыва-
ет на то, что изменения термостабильности, 
индуцированные заменой  E90K, происходят, 
по-видимому, как раз в той зоне (спиральный 
участок  1A, рис.  1), которая отвечает за поли-
меризацию NFL и образование филаментов.

Следует отметить, однако, что в случае ПФ 
важно также учитывать их способность к лате-
ральной полимеризации, которая достигается 
за счёт антипараллельного взаимодействия ди-
меров. Для  ПФ было обнаружено несколько 
видов взаимодействия димеров в тетрамере: 
А11, А12 и А22 [36, 38], которые отличаются взаи-
модействующими спиральными участками (на-
пример, в случае  А11 димеры взаимодействуют 
антипараллельно посредством спирали  1B). 
Несмотря на то что в зрелом филаменте  ПФ 



НЕЙРОДЕГЕНЕРАТИВНЫЕ МУТАЦИИ В NFL 757

БИОХИМИЯ том 88 вып. 5 2023

присутствуют все три вида взаимодействия, 
на начальных стадиях полимеризации, вплоть 
до  ULF, взаимодействие по типу  А11 является 
преобладающим  [35]. Основную роль в обра-
зование тетрамеров  ПФ играет спираль  1B, 
однако спираль  1A и начало спирали  2 также 
важны для образования тетрамеров  ПФ  [3, 
42]. Данный факт может объяснять изменения 
значения  Tm, затрагивающие калориметриче-
ские домены 1 и 3, а также изменения энталь-
пии  (ΔHcal) всех калориметрических доменов 
при внесении точечных аминокислотных за-
мен. Аминокислотные замены  N98S и  A149V 
приводили к изменениям в тепловой денатура-
ции  NFL, однако в обоих этих случаях сохра-
нялись все четыре калориметрических домена, 
что, по-видимому, указывает на то, что данные 
замены оказывают не столь серьёзное влияние 
на стабилизацию суперспиралей  NFL. Веро-
ятно, это связано с тем, что данные амино-
кислотные остатки находятся в положениях  e 
и g гептадных повторов, т.е. располагаются на 
поверхности суперпиралей. Патогенные свой-
ства данных аминокислотных замен  NFL, 
по-видимому, выражаются в нарушении взаи-
модействия между тетрамерами при образо-
вании ULF и филаментов. В  частности, для 
белка  N98S ранее была показана агрегация в 
клетках SW13 Vim [21].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

По результатам проведённых эксперимен-
тов можно заключить, что точечные амино-
кислотные замены в белке NFL, обнаруженные 
у пациентов с периферической нейропатией 
Шарко–Мари–Тута, не влияют на способность 
этого белка формировать суперспиральную 
структуру. Для всех исследованных мутантных 
белков с заменами E90K, N98S и  A149V мето-
дом КД было показано наличие α-спиральной 
структуры. В  то же время данные аминокис-
лотные замены влияют на стабильность и теп-
ловую денатурацию молекулы  NFL, приводя 

либо к уменьшению числа калориметрических 
доменов, выявляемых методом  ДСК, как в 
случае замены  E90K, либо к заметному изме-
нению температуры максимума  (Tm) калори-
метрического домена  3, либо к изменениям 
калориметрической энтальпии (ΔHcal) доменов.

В целом, полученные данные указывают 
на то, что замена  E90K приводит, по-види-
мому, к дестабилизации α-спирального участ-
ка  1A в молекуле  NFL. Что касается замен 
N98S и  A149V, то можно предположить, что 
они оказывают влияние не столько на струк-
туру суперспирали, сколько на другие уровни 
организации молекул NFL.
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EFFECT OF NEURODEGENERATIVE MUTATIONS 
IN NEFL GENE ON THERMAL DENATURATION 
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The effects of amino acid substitutions E90K, N98S and A149V in the light chain of neurofilaments (NFL) 
on the structure and thermal denaturation of the NFL molecule was investigated. By using the circular di-
chroism spectroscopy, it was shown that these substitutions do not lead to a changes in the α-helical struc-
ture of NFL, but they caused a noticeable effects on the stability of the molecule. We also identified calori-
metric domains in the NFL structure by using the differential scanning calorimetry. It was shown that the 
E90K replacement lead to the disappearance of the low-temperature thermal transition (domain 1). The 
mutations lead to changes in the enthalpy of melting of NFL domains, as well as lead to significant changes 
in the melting temperatures (Tm) of some calorimetric domains. Thus, despite the fact that all these amino 
acid substitutions are associated with the development of Charcot–Marie–Tooth neuropathy, and two of 
them are even located very close to each other in the coiled-coil domain 1A, they differently effects on the 
structure and stability of the NFL molecule.

Keywords: intermediate filaments, neurofilaments, coiled-coil proteins, circular dichroism spectroscopy, differential 
scanning calorimetry


