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Аналiз первинної i вторинної структури РН домену

бiлка Bcr

The primary structure of Bcr PH domain is analyzed by using biological databank. To obtain

the experimental secondary structure content of the recombinant PH protein, CD spectra were

measured at 200–240 nm. The data observed correlate to ones for PH domains with determined

structure.

Фiладельфiйська хромосома (Ph′) була першою визначеною хромосомною аномалiєю, пов’я-
заною з пухлинним захворюванням, а саме хронiчною мiєлоїдною лейкемiєю (ХМЛ) [1]. Пiз-
нiше вона була охарактеризована як продукт реципрокної транслокацiї t(9; 22)(q34; q11) [2],
внаслiдок якої утворюються два гiбридних гени — ген bcr/abl на 22q−(Ph′) хромосомi та ген
abl/bcr на 9q+ хромосомi. Як показали численнi експерименти саме продукт гена bcr/abl
обумовлює розвиток пухлинного фенотипу [3–5]. Фiладельфiйська хромосома виявляється
при ХМЛ в бiльш нiж 95% випадкiв, а також при гострому лiмфобластному лейкозi i в де-
яких випадках лiмфом та мiєлом [4].

Розриви в генi bcr вiдбуваються переважно в трьох дiлянках: M-bcr, m-bcr i µ-bcr
(рис. 1) [4, 5]. Утворення гiбридного гена bcr/abl при цьому зумовлює картину перебiгу мi-
єлоїдного та лiмфоїдного типiв лейкозу. Залежно вiд точки розриву гена bcr експресуються
три форми бiлка Bcr/Abl: p190, p210 i p230 вiдповiдно. Вiдомо, що рiзнi за довжиною форми
бiлка Bcr/Abl p190 i p210 вiдповiдають рiзним формам захворювання. Так, бiлок р210 ви-
являється при хронiчнiй стадiї захворювання, а р190 — при гострiй лiмфобластнiй лейкемiї.
Механiзми переходу хвороби вiд хронiчної стадiї до гострої залишаються невiдомими.

Аналiзуючи доменний склад бiлка Bcr, ми зосередились на вивченнi функцiй двох доме-
нiв, що знаходяться мiж дiлянками M-bcr i m-bcr. Це DH домен, що вважається GEF-фак-
тором для Rho-родини ГТФаз, i РН домен, який є лiпiдзв’язуючим доменом. Нами було
клоновано РН-дiлянку гена bcr, отримано рекомбiнантний бiлок i проаналiзовано структу-
ру даного РН домену.

Матерiали i методи дослiдження. Для отримання ДНК-конструкцiй РН дiлянку
гена bcr видiляли iз зразкiв кровi хворих на ХМЛ методом зворотної ПЛР за допомогою
специфiчних праймерiв. Фрагмент розмiром 648 п. о. (2563–3211 п. о.) клонували у вектор
pUC19 по сайтах рестрикцiї PstI-HindIII. Пiсля цього РН дiлянка була субклонована у ве-
ктор pET32a (рестрикцiя по BamHI-HindIII) для подальшої експресiї бiлка РН. Первинна
структура РН дiлянки гена перевiрена за допомогою автоматичного сиквенсу.

РН бiлок отримано в клiтинах BL21 на мiнiмальному живильному середовищi згiдно
з [6, 7]. Видiлення бiлка здiйснювалось за допомогою Ni-NTA агарози в нативних умовах
(30 мM NaH2PO4, 100 мM NaCl, 250 мM iмiдазол, pH 8,0). Додатково бiлок було очищено
дiалiзом (30 мM NaH2PO4, 100 мM NaCl, 1 мM β-меркаптоетанол, pH 8,0). Концентрацiя
бiлка становила 0,5 мг/мл.

Спектри кругового дихроїзму рекомбiнантного бiлка PH вимiрювали на дихрографi
Aviv Circular Dichroism Spectrometer, Model 202 (Aviv, LakeWood N. J., США) в 30 мМ
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Рис. 1. Доменна структура бiлкiв Bcr, Abl та рiзних форм бiлка Bсr-Abl:
СЯЛ — сигнали ядерної локалiзацiї; ДЗД — ДНК-зв’язуючий домен; АЗД — актинзв’язуючий домен;
SH3/SH2 — Src-гомологiчнi домени; GAP — ГТФаз-активуючий домен; С2 — кальцiйзв’язуючий домен;
DH — Dbl-гомологiчний домен; РН — pleckstrin-гомологiчний домен; 1a/1b — альтернативнi екзони

натрiй-фосфатному буферi, pH 8,0; 100 мМ NaCl; 1 мМ β-меркаптоетанол при 25 ◦С в УФ
дiапазонi вiд 200 до 240 нм. Товщина кювети становила 0,1 см. Для проведення аналiзу отри-
маних даних використано програму K2d [8, 9], яка дає можливiсть визначати вмiст трьох
основних типiв вторинної структури — α-спiралей, β-тяжiв i нерегулярної конформацiї.

Результати дослiдження i їх обговорення. Родина РН доменiв є однiєю з найпо-
ширенiших iз представлених у бiлках людини. Пiсля отримання перших даних за проектом
“Геном людини” було виявлено 252 бiлка в протеомi людини, що мають один чи декiлька
РН доменiв. Бiльшiсть з цих бiлкiв потребує мембранної локалiзацiї для реалiзацiї своїх
функцiй, i визначальну роль у цьому вiдiграє зв’язування РН доменiв з фосфаiнозитидами
мембран, причому специфiчнiсть зв’язування 10% з них є дуже високою (Kд ∼ 10 нM).
У багатьох бiлках РН домен знаходиться в тандемi з DH доменом, i разом вони склада-
ють мiнiмальну структурну функцiональну одиницю. РН домен також може брати участь
у бiлок-бiлкових взаємодiях [9, 10], у деяких бiлках РН може впливати на функцiї DH
домену [11].

Незважаючи на низьку гомологiю серед РН доменiв (10–30%), його структура є консер-
вативною. Вже отриманi ЯМР або рентгенiвськi структури близько 30 РН доменiв. Вiдомо,
що РН домен являє собою β-сендвiч, що складений iз семи β-тяжiв, на С-кiнцi якого зна-
ходиться α-спiраль. Крiм того, наявнi три варiабельнi петлi, якi, як вважають, вiдповiда-
ють за зв’язування з фосфаiнозитидами. Ми проаналiзували первинну послiдовнiсть РН
домену бiлка Bcr за допомогою програми ClustalW [http://www.ebi.ac.uk/cgi-bin/clustalw]
(рис. 2). Для порiвняння використано послiдовностi РН доменiв тих бiлкiв, третинна стру-
ктура яких вже отримана. У даному випадку гомологiя не перевищує 10%, але можна
видiлити три консервативнi дiлянки бiлка, якi мiстять амiнокислоти, що потрiбнi для фор-
мування β-сендвiча.

Вiдомо, що приблизно 20% РН доменiв мiж першим i другим β-стрендами мають мо-
тив, що визначає зв’язування з продуктами PI3-кiнази (а саме РI(1,3,4,5)Р4, РI(3,4,5)Р3,
РI(3,4)Р2). Цей мотив представлено послiдовнiстю амiнокислот:

Φx1Kix2[G/A/S/P]x3
∗[K/R]ii

∗x4[R/K]iiix5Rivx6[F/L],

де Ф — гiдрофобна амiнокислота, x — будь-яка амiнокислота, ∗ — будь-яка кiлькiсть
амiнокислот; усi iндекси нумерують положення амiнокислоти в даному мотивi, викорис-
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Рис. 2. Гомологiя РН домену бiлка Bcr вiдносно рiзних бiлкiв людини з визначеною структурою РН до-
мену. Пiдкреслено амiнокислоти в РН доменi Bcr, що належать до мотиву, який вiдповiдає за зв’язування
з фосфаiнозитолами

тано номенклатурнi позначення амiнокислот [12]. Також деякi бiлки можуть мати ва-
рiацiї цього мотиву i, таким чином, зв’язуватись з iншими фосфаiнозитидами. Наприк-
лад, у РН доменi бiлка FAPP1 в позицiї [K/R]ii стоїть глютамiн, що визначає йо-
го зв’язування з РI4; бiлок PEPP1, маючи аспартат замiсть [G/A/S/P] амiнокисло-
ти, специфiчний до РI3; РН домен бiлка centaurin-β2, що має аспарагiн у положен-
нi [K/R]ii, зв’язується з РI(3,5)Р2. У РН доменi Bcr також наявна варiацiя вищеза-
значеного мотиву — L709LKDSF714 = Φx1Kix2[G/A/S/P]x3, R723KLRHVF729 — вiдпо-
вiдає ∗[K/R]ii

∗x4[R/K]iiix5Rivx6[F/L], але x4 пропущено, а замiсть x6 стоять двi амi-
нокислоти. Таким чином, аналiзуючи амiнокислотний склад РН домену бiлка Bcr,
ми можемо визначити амiнокислоти, важливi для зв’язування з фосфаiнозитида-
ми (див. рис. 2). Крiм того, в експериментах на визначення специфiчностi, саме
цi амiнокислоти можуть бути замiненi для перевiрки їх впливу на зв’язування РН
домену.

На сьогоднi розроблено ряд методiв для аналiзу конформацiї бiлкiв за даними КД спект-
рiв i отримано числовi значення вмiсту рiзних типiв вторинної структури бiлкiв [13, 14]. Для
аналiзу вторинної структури РН домену Bcr експресовано та очищено рекомбiнантний бi-
лок масою 47,5 кДа. Для експериментального визначення вмiсту основних типiв вторинної
структури нами проаналiзовано КД спектри дослiджуваного бiлка в дiапазонi 200–240 нм
(табл. 1). Отриманий спектр характеризується чiтким мiнiмумом в областi 209 нм (рис. 3).
Теоретично така форма спектра характеризує бiлки класу β, якi переважно представленi
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Рис. 3. Спектри КД бiлка РН та буфера. Концентрацiя бiлка 19 мкМ

β-тяжами. Розрахований за даними програми K2d вмiст β-тяжiв у структурi рекомбiнант-
ного PH домену становить 47,0%, вмiст α-спiралей — 5,0%, а вмiст нерегулярних конфор-
мацiй — 48,0%. Для аналiзу отриманих результатiв ми порiвнювали вмiст α-спiралей i β-тя-
жiв у бiлках з визначеною структурою. За допомогою бiологiчних баз даних UniProt та
PDB були вiдiбранi бiлки, що мiстять РН домени, а також отриманi данi про їх вторинну
структуру. За даними рентгеноструктурного або ЯМР аналiзу РН домену середнiй вмiст
α-спiралей дорiвнює 10%, а β-тяжiв — приблизно 37% [13, 14]. Таким чином, данi для РН

Таблиця. 1. Результати розрахунку вмiсту основних елементiв вторинної структури в рекомбiнантному
бiлку PH домену, отриманi з КД спектра з використанням програми K2d

Довжина
хвилi, нм

∆ε Довжина
хвилi, нм

∆ε

Експериментальнi Скорегованi Експериментальнi Скорегованi

200 0,315 0,085 221 −4,079 −1,096

201 −0,545 −0,146 222 −4,016 −1,08

202 −1,531 −0,411 223 −3,973 −1,068

203 −2,206 −0,593 224 −3,735 −1

204 −2,515 −0,676 225 −3,675 −0,988

205 −3,463 −0,931 226 −3,499 −0,94

206 −3,922 −1,054 227 −3,348 −0,9

207 −4,237 −1,139 228 −3,147 −0,846

208 −4,297 −1,155 229 −2,921 −0,785

209 −4,367 −1,174 230 −2,622 −0,705

210 −4,205 −1,13 231 −2,466 −0,663

211 −4,238 −1,139 232 −2,181 −0,586

212 −4,171 −1,121 233 −1,969 −0,529

213 −4,049 −1,088 234 −1,772 −0,476

214 −4,11 −1,104 235 −1,531 −0,411

215 −3,973 −1,068 236 −1,302 −0,35

216 −4,12 −1,107 237 −1,157 −0,311

217 −4,077 −1,096 238 −0,898 −0,241

218 −4,122 −1,108 239 −0,9 −0,242

219 −4,112 −1,105 240 −0,757 −0,203

220 −4,064 −1,092
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домену Bcr корелюють з лiтературними даними для iнших РН доменiв, структура яких
була визначена. Це свiдчить про те, що отриманий нами бiлок має нативну конформацiю,
що дозволяє використовувати його для подальших експериментiв на визначення функцiо-
нальної активностi.
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