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Регулятор транскрипции Sin3B в клетках человека (hSin3B) представляет собой адапторный белок (scaffold
protein), который взаимодействует с различными транскрипционными факторами и регулирует транскрип�
цию. Он состоит из шести консервативных доменов: домена, взаимодействующего с деацетилазой гистонов
(HID), высококонсервативного участка (HCR) и четыреx парныx амфифильныx спиралей (PAH 1–4).Инте�
ресно, что PAH домены белка hSin3B в значительной мере гомологичны друг другу, однако каждый из них
взаимодействует со строго специфичным набором транскрипционных факторов. Несмотря на то, что раз�
личные факторы, взаимодействующие с PAH доменами белка hSin3B, были охарактеризованы, информа�
ции о структуре отдельных PAH доменов hSin3B в литературе нет. В настоящей работе мы охарактеризова�
ли структуру и стабильность различных PAH доменов белка hSin3B пpи физиологических значенияx pH, а
также при значениях pH, характерных для ядра. Мы показали, что структура нативного состояния и ста�
бильность различных PAH доменов различается при значениях pH, характерных для ядра, при которых
hSin3B выполняет свою биологическую функцию. Мы также показали, что структура нативного состояния
и термодинамическая стабильность доменов PAH2 и РAH3 при значениях pH, характерных для ядра, отли�
чается от таковых при физиологических значениях pH, тогда как структура домена PAH1 остается неизмен�
ной при обоих значениях pH. Полученные результаты свидетельствуют о том, что структурная гетероген�
ность PAH доменов может обусловливать уникальность набора связываемых транскрипционных факторов.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: cтруктура белка, термодинамическая стабильность, круговой дихроизм, регулятор
транскрипции, адапторный белок.

Sin3 (общий регулятор транскрипции) участ�
вует в регуляции различных биологических про�
цессов, таких как изменение положения нукле�
осом (ремоделинг), метилирование ДНК, кле�
точная пролиферация и апоптоз [1, 2]. Sin3 не
связывается с ДНК, но будучи адапторным бел�
ком, способствует транскрипции различных ге�
нов за счет взаимодействия с транскрипцион�
ными факторами с образованием Sin3 комплек�
са. У человека основной Sin3 комплекс состоит
из восьми компонентов: SIN3, HDAC1, HDAC2,
RbAp46, RbAp48, SAP30, SAP18 и SDS3 [3, 4].
Sin3 содержит шесть отдельных консервативных

доменов: HID, HCR и РAH (1–4) [1]. Домены
PAH1 и РAH2 в значительной степени схожи у
разных организмов, тогда как последователь�
ность PAH3 довольно сильно отличается от пос�
ледовательностей PAH1 и PAH2 (степень иден�
тичности 25 и 16% соответственно). Tем не ме�
нее эти PAH домены узнают различные мотивы,
т.е. обладают высокой степенью специфичности
по отношению к мишеням [5, 6]. В клетках че�
ловека обнаружены две изоформы Sin3 (hSin3A
и hSin3B), кодируемые двумя отдельными гена�
ми, которые являются, скорее всего, результа�
том дупликации [7]. Белки Sin3A и Sin3B чело�
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века ~57% идентичны друг другу, причем наибо�
лее гомологичные участки приходятся на PAH
домены и HID участок [8–9].

Известно, что PAH домены hSin3B отвечают
за взаимодействие с различными транскрипци�
онными факторами [10–12]. В клетках человека
были идентифицированы pазличные партнеры,
взаимодействующие с доменами PAH1, PAH2 и
PAH3 и обеспечивающие выполнение различ�
ных биологических функций [13]. B литературе
также встречается некоторая информация o
структурныx и функциональныx аспектаx PAH
доменов [2, 14]. Кроме того, в последнее время
появились данные о структуре Sin3 на атомар�
ном уровне, однако большая часть структурных
исследований была проведена на РАН доменах
белка мышей, а не человека [6, 14–17]. Hехватка
структурной информации о различных PAH до�
менах белка из клеток человека затрудняла сис�
тематический анализ данных о взаимодействии
факторов. В настоящей работе с помощью раз�
личных спектроскопических методов мы иссле�
довали различия структуры и стабильности раз�
ных PAH доменов Sin3B белка из клеток челове�
ка при значениях pH, характерных для ядра
(6,3–6,8), и при физиологических значениях
pH (7,0). Мы зафиксировали небольшие изме�
нения структуры PAH доменов hSin3B при зна�
чениях pH, характерных для ядра, при которых
Sin3 выполняет свои биологические функции.
Мы также показали, что структура нативного
состояния и стабильность PAH2 и PAH3 разли�
чаются при значениях pH, характерных для яд�
ра, и при физиологических значениях pH, тогда
как структура PAH1 остается неизменной при
обоих значениях pH. Полученные нами резуль�
таты позволяют предположить, что различия
конформации нативной структуры или подвиж�
ности структуры PAH доменов может обуслов�
ливать специфичность взаимодействия с други�
ми белками.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Клонирование, экспрессия и очистка белков.
Библиотеку кДНК из мозга эмбрионов человека
амплифицировали согласно рекомендациям
производителя («Clontech Laboratory Inc.»,
США) и использовали для ПЦР�амплификации
различных PAH доменов белка hSin3B. Для амп�
лификации использовали праймеры:

5'�AGCTGCGGATCCACGTAGAAGACG�3' 
и 
5'�TCTAGTCTCGAGCCGAGGGGAAGAAAAG�3'
(PAH1),

5'�CATAGGGGATCCTGGAGTCCGATTC�3' 
и 
5'�GTGCATCTCGAGCGGCCCGTTTCCTGT�3'
(PAH2) 
и 
5'�CAGTGGGGATCCACGGGACTCTGCAG�3'
и 
5'�ATGGAACTCGAGAAGGACAGCTCTTTTACC�3'
(PAH3). 

При этом прямые праймеры содержали сайт
рестрикции BamHI, а обратные праймеры – сайт
рестрикции XhoI. Продукты амплификации сна�
чала клонировали в TA вектор («Promega», США),
а затем в экспрессирующий вектор pGEX�5 × 3
по сайтам BamHI/XhoI. Полученными плазми�
дами трансформировали клетки E. coli DH5alpha,
после чего клетки растили в течение ночи на
чашках с LB�агаром, содержащим 100 μг/мл ам�
пициллина. Точность клонирования фрагмен�
тов анализировали с помощью секвенирования.
PAH домены экспрессировали в клетках BL21
(DE3). Клетки E. coli трансформировали полу�
ченными плазмидами, отдельные колонии рас�
тили в течение ночи в LB, содержащей 100 μг/мл
ампициллина при 37° перемешивая со ско�
ростью 250–300 rpm [18]. 1 л свежей среды ино�
кулировали 10 мл ночной культуры и растили
при интенсивном перемешивании при 250 rpm в
течение 3–4 ч до OD 600 равной 0,5–0,6. Супер�
экспрессию РAH доменов индуцировали 0,5 мM
изопропил�D�1�тиогалактопиранозидом (IPTG)
при 37° при интенсивном перемешивании в те�
чение 4 ч, после чего клетки собирали центри�
фугированием при 8000 g 20 мин при 4°. Осадок
клеток замораживали, хранили при –80° и ис�
пользовали в течение 1 недели.

Клетки лизировали в буфере, содержащем
50 мM Tris, pH 8,0 («MP Biomedicals», США),
250 мM NaCl («G�Biosciences», США), 0,1%�ный
NP�40 («Sigma», США) и 1%�ный коктейль ин�
гибиторов бактериальныx протеаз («Sigma»,
США). Клетки лизировали ульразвуком (6 цик�
лов с эффективностью 60%). Для удаления не�
разрушенных остатков лизат центрифугировали
при 8000 g при 4°. Супернатант (4 мл) смешива�
ли с 2 мл (объем слоя) носителя, сопряженного
глютатионом («GE Healthcare», США), и инку�
бировали 30 мин при 4° при покачивании. Но�
ситель промывали пять раз 10 мл фосфатного
буфера (140 мM NaCl, 2,7 мM KCl, 10 мM
Na2HPO4 и 1,8 мM KH2PO4). Для удаления GST�
тэга ~4 мг очищенного рекомбинантного белка
инкубировали с 40 μл (1 μг/μл) фермента Factor Xa
(«GE Healthcare», Великобритания) при 22° 16 ч
в 4 мл буфера для расщепления (50 мM Tris, pH 8,0,
150 мM NaCl и 1 мM CaCl2). Суспензию центри�
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фугировали при 500 g 5 мин с тем, чтобы осадить
носитель, и отбирали супернатант, содержащий
очищенный белок и Factor Xa. Последний уда�
ляли с помощью колонки НiTrap Benzamidine FF
(high sub) («GE Healthcare», Великобритания).
Factor Xa остается на колонке, позволяя собрать
чистый свободный от протеаз препарат белка в
элюате. Раствор белка диализовали против 0,1 M
KCl, pH 7,0, при 4° для удаления соли, после че�
го препарат лиофилизировали и использовали
для дальнейших экспериментов.

Анализ тепловой денатурации проводили с ис�
пользованием спектрополяриметра Jasco J�810 с
пельтье�приставкой при скорости нагревания
1° в мин. Такая скорость обеспечивает достаточное
время для достижения равновесия. Каждый об�
разец нагревали от 20 до 85°, регистрируя изме�
нения поглощения при 268 нм. Для построения
каждой кривой теплового перехода регистриро�
вали порядка 500 точек. Измерения повторяли,
как минимум, трижды. Для анализа обратимос�
ти денатурации препарат белка немедленно ох�
лаждали после нагревания. Анализ кривых пе�
рехода позволил вычислить Tm (среднюю точку
кривой денатурации) и ΔHm (изменение энталь�
пии при Tm) с помощью нелинейного метода на�
именьших квадратов согласно уравнению:

, (1)

где y(T) – оптическое свойство при температуре
T (Кельвин), yN (T) и yD (T) – оптические свой�
ства нативных и денатурированных молекул
белка при T (K) соответственно, а R – газовая
постоянная. При анализе кривой перехода было
принято допущение, что зависимость оптичес�
ких свойств нативных и денатурированных мо�
лекул белка описывает параболическая функ�
ция (т.е. yN (T) = aN + bNT + cNT 2 и yD (T) = aD +
+ bDT + cDT 2, где aN, bN, cN, aD, bD и cD – коэф�
фициенты, не зависящие от температуры). Гра�
фики зависимости ΔHm от Tm при разных значе�
ниях pH позволили вычислить значение удель�
ного теплопоглощения ΔCp при постоянном
давлении. Изменения свободной энергии Гиб�
бса при температуре T – ΔGD (T) оценивали с по�
мощью уравнения Гиббса–Гельмгольца (уравне�
ние 2) со значениями ΔHm, Tm и ΔCp

. (2)

Анализ кругового дихроизма (КД). КД спект�
ры регистрировали на спектрополяриметре
Jasco J�810 с пельтье�приставкой с шестью нако�

пителями. Для регистрации спектра КД в даль�
ней УФ области использовали перпараты белков
с концентрацией 0,6 мг/мл. Измерения прово�
дили в кюветах с длиной оптического пути 0,1 см.
Перед измерениями препараты белков выдер�
живали в течение ночи в определенных услови�
ях. Из полученных данных вычитали базовую
линию. Все измерения проводили при 25°. Для
калибровки инструмента использовали D�10�
камфорсульфокислоту.

Анализ собственной флуоресценции. Спектр
флуоресценции белковых препаратов регистри�
ровали на спектрофлуориметре Perkin Elmer LS 55
в 3 мм кварцевых кюветах при ширине щели для
возбуждения и эмиссии в 10 нм. Концентрация
белка во всех экспериментах составила 10 μM.
Для анализа внутренней флуоресценции препа�
раты возбуждали при 268 нм, тогда как спектр
эмиссии регистрировали при длинах волн от 290
до 400 нм при 25°. Из всех полученных данных
вычитали базовую линию. В экспериментах по
связыванию 1�анилино�8�нафталенсульфоната
(ANS) препараты возбуждали при длине волны
360 нм, а спектр эмиссии регистрировали при
длинах волн от 400 до 600 нм. Концентрация
ANS в 16 раз превышала концентрацию белка.
Концентрацию ANS определяли эксперимен�
тально с учетом коэффициента молярной абсорб�
ции ε, равного 5000 M–1 см–1 при 350 нм [19, 20],
и фильтровали перед использованием для удале�
ния нерастворимых частиц. Спектры регистри�
ровали при 25° в спектролюминометре Perkin�
Elmer LS�55 в 5 мм кварцевых кюветах при ши�
рине щели для возбуждения и эмиссии в 10 нм
при скорости сканирования 100 нм/мин. Спект�
ры анализировали с учетом базовой линии.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Для выяснения возможно ли, что PAH доме�
ны обладают разной термодинамической ста�
бильностью, мы, прежде всего, проанализиро�
вали тепловую денатурацию всех трех PAH бел�
ков при различных значениях pH (6,3; 6,5; 6,8 и
7,0), анализируя изменения θ222 – разницы КД
сигнала при длине волны 222 нм. Мы выбрали
именно эти значения pH, поскольку pH в ядре
чуть ниже 7,0, но выше 6,0. В настоящей работе
pH 7,0 соответствует оптимальным физиологи�
ческим условиям. Все полученные кривые дена�
турации были обратимы. На рис. 1 представле�
ны профили тепловой денатурации PAH1, PAH2
и PAH3 при различных значениях pH. Анализ
кривых денатурации белков при разных значе�
ниях pH позволил вычислить ΔHm и Tm с ис�
пользованием нелинейного метода наименьших
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квадратов, который подразумевает приведение
всех данных о кривой перехода к уравнению (1)
с 8 свободными параметрами (aN, bN, cN, aD, bD,
и cD, ΔHm и Tm). Термодинамические параметры

(ΔHm и Tm), полученные для различных значе�
ний рН, для всех белков приведены в табл. 1.
Значения ΔCp вычисляли путем построения за�
висимости ΔHm от Tm при разных значениях pH.
Значения ΔCp для PAH2 и PAH3 составили 1,53 и
1,54 соответственно (табл. 1). Мы не смогли вы�
числить значение ΔCp для PAH1, так как значи�
тельных изменений ΔHm и Tm для данного белка
при изменении pH зафиксировано не было.
Поскольку для PAH2 и PAH3 были получены
идентичные значения ΔCp, для вычисления ΔGD°
PAH1 мы использовали это же значение ΔCp. Ве�
личины ΔGD° (значение ΔGD при 25°), вычислен�
ные для разных PAH доменов с использованием
уравнения 2, также приведены в табл. 1. На рис. 2
представлены графики зависимости ΔTm (Tm

белка при pH 7,0 – Tm при других значениях pH)
от pH (а, б, в) и графики зависимости ΔΔGD°
(ΔGD° белка при pH 7,0 – ΔGD° белка при других
значениях pH) от pH (г, д, е). Как видно из рис. 2,
понижение pH не влияет на стабильность PAH1,
однако снижает стабильность PAH2 и PAH3 с
точки зрения Tm и ΔGD°.

На следующем этапе мы проанализировали
структурные варианты разных PAH доменов и
оценили, насколько структурная целостность
белков в нативном состоянии меняется в зави�
симости от pH. Для этого мы зарегистрировали
КД спектр в области дальнего УФ (вторичная
структура) каждого PAH домена белка hSin3B
при различных значениях pH (pH 6,3; 6,5; 6,8 и
7,0). Как показано на рис. 3, изменение рН при�
водит к уменьшению структурированности
PAH2 и PAH3, тогда как структура PAH1 не пре�
терпевает значительных изменений. На рис. 4
(a, б, в) отражено влияние pH на третичную
структуру различных PAH доменов как функ�
цию окружения остатков тирозина. Из рисунка
видно увеличение относительной интенсивнос�
ти флуоресценции в случае доменов PAH2 и
PAH3. В то же время значительных изменений
относительной флуоресценции домена PAH1
при изменении pH не наблюдалось. Следует, од�
нако, отметить, что максимум флуоресценции
наблюдался при ~345 нм, что соответствует ско�
рее пику триптофана, а не тирозину, максимум
эмиссии которого приходится на ~310 нм. Ни
один из PAH доменов не содержит остатков
триптофана, согласно данным секвенирования
и другой информации из литературы. Таким об�
разом, наблюдаемый при ~345 нм пик обуслов�
лен исключительно наличием остатков тирози�
на. Ранее сообщалось, что пик эмиссии многих
белков, не содержащих остатков триптофана, а
содержащих остатки тирозина, приходится на
~345 нм, что объясняется образованием тирози�
натов. Скорее всего, тирозинаты образуются за
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Рис. 1. Профили тепловой денатурации PAH1 (a), PAH2 (б)
и PAH3 (в) при разных значениях pH (обозначения на ри�
сунке)
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счет межмолекулярного переноса протонов от
одного или нескольких возбужденных остатков
тирозина к подходящему акцептору протонов в
полипептидной цепочке. Остатки аспарагино�
вой и глютаминовой кислот являются подходя�
щими акцепторами протонов [20–23]. PAH1 и
PAH3 содержат только один остаток тирозина,
тогда как PAH2 содержит два остатка. Интерес�
но, что все остатки тирозина, локализованные в
соответствующих полипептидах, соседствуют
либо расположены недалеко от остатков аспар�
тата. Из рис. 4 (г, д, е) видно, что PAH1 и PAH3
домены не связываются с ANS, поскольку зна�
чительного увеличения интенсивности флуо�
ресценции ANS и сдвига λmax не наблюдается.
Однако в случае PAH2 видно увеличение отно�
сительной флюоресценции ANS, не сопровож�
даемое, однако, сдвигом λmax, что указывает на,
возможно, слабое связывание с ANS. Получен�
ные результаты свидетельствуют о том, что раз�
личные домены PAH, возможно, имеют различ�
ные конформационные вариации.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Мы проанализировали различия термодина�
мической стабильности и структурные вариа�
ции различных PAH доменов белка hSin3B, а
также исследовали, как на них влияет измене�
ние pH. Термодинамическую стабильность трех
PAH доменов оценивали путем мониторинга
тепловой денатурации белков, анализируя изме�
нения θ222. ΔGD° при определенных значениях рН
вычисляли согласно уравнению (2) с известны�
ми значениями ΔHm, Tm и ΔCp. Однако такая
оценка требует значительной экстраполяции. В
связи с этим, при вычислении ΔGD° можно полу�
чить большую ошибку за счет ошибок при оцен�
ке ΔHm, Tm и ΔCp. Для определения максималь�

ной и минимальной ошибок при вычислении
ΔGD° в определенных условиях мы использовали
процедуру Бектель–Шельмана [24]. Эта проце�
дура включает теоретическое вычисление ΔGD°
белков с учетом максимальных и минимальных
ошибок параметров ΔHm и ΔCp (одно вычисле�
ние с максимальной ошибкой ΔHm и минималь�
ной ошибкой ΔCp и другое вычисление с мини�
мальной ошибкой ΔHm и максимальной ошиб�
кой ΔCp), полученных из анализа индивидуаль�
ных кривых денатурации, и дает два разных зна�
чения ΔGD° (одно минимальное и одно макси�
мальное). В результате трех независимых изме�
рений ΔHm и Tm белка при определенном значе�
нии pH мы получили шесть значений ΔGD° (три
максимальных и три минимальных значений).
Все шесть значений были использованы для оп�
ределения среднего значения ΔGD° и средней
ошибки. Показано, что средняя ошибка при вы�
числении ΔGD° составила от 7 до 9% для всех бел�
ков.

Как видно из табл. 1, при физиологических
значениях pH домен PAH1 более стабилен, по
сравнению с доменами PAH2 и PAH3 с точки
зрения Tm и ΔGD° белков. Однако стабильность
всех PAH доменов оказалась различной при фи�
зиологических значениях рН и при значениях
рН, характерных для ядра, поскольку значения
Tm и ΔGD° при pH 7,0 отличались от соответству�
ющих значений при более низких значениях рН
(табл. 1). Полученные данные указывают на то,
что изменения pH могут регулировать структуру
и стабильность РAH доменов. В связи с этим мы
проанализировали влияние различных значе�
ний pH на PAH домены. Для этого были постро�
ены график зависимости ΔTm от pH и график за�
висимости ΔΔGD° от pH (рис. 2). Как видно из
рис. 2, для доменов PAH2 и PAH3 существует
линейная зависимость стабильности белка от
pH (с точки зрения ΔTm и ΔΔGD°); иными слова�
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Tm

65,2

57,5

58,0

ΔGD°

12,4

9,0

8,8

ΔGD°

12,0

9,6

9,2

Tm

65,3

62,2

61,8

pH

Белки

PAH1

PAH2

PAH3

Таблица 1. Термодинамические параметры PAH доменов при разных значениях pHa,б

Hm

131

109

108

ΔHm

140

119

117

Tm

65,7

64,0

63,7

ΔСр

1,53*

1,53

1,54

ΔGD°

11,7

8,2

8,1

ΔHm

136

113

111

Tm

65,5

60,3

60,5

ΔHm

133

116

113

ΔGD°

12,9

10,2

9,9

рН 6,3рН 6,5рН 6,8рН 7,0

a Единицы измерения Tm, Hm, ΔGD° и ΔСр – °, ккал/моль–1, ккал/моль–1 и ккал/моль–1 соответственно. 
б Ошибки измерений Tm, Hm, ΔGD° и ΔСр составили 0,2–1%, 3–6%, 7–9% и 5–7% соответственно. 
* Теоретическая величина, а не результат эксперимента (см. раздел «Обсуждение результатов» для более подробной
информации).
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Рис. 2. Зависимость стабильности белков от pH. График зависимости ΔTm от pH (а–в) и график зависимости ΔΔGD° от pH
(г–е) для PAH1, PAH2 и PAH3 при pH 7,0; 6,8; 6,5 и 6,3
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ми, стабильность белка уменьшается при сни�
жении pH. Однако стабильность домена PAH1
от pH не зависит. Таким образом, стабильность

белка не всегда является функцией pH для всех
PAH доменов. Снижение стабильности белка
при низких значениях pH в случае PAH2 и PAH3
может означать, что и структура этих доменов
должна быть дестабилизирована. Для того что�
бы исследовать эту возможность проанализиро�
вали вторичную и третичную структуры белков с
помощью измерения КД спектров в области
дальнего УФ (рис. 3) и флуоресценцию тирози�
на (рис. 4, a, б, в) соответственно. Из рисунков
видно, что вторичная и третичная структуры
PAH2 и PAH3 нарушаются при снижении pH.
При этом, как и ожидалось, структура PAH1 при
понижении pH остается без изменений. Таким
образом, результаты термодинамических иссле�
дований совпадают с данными структурного
анализа. Результаты четко показывают, что из�
менение pH может способствовать регуляции
активности hSin3B. В поддержку нашего пред�
положения говорит тот факт, что Sin3 был обна�
ружен не только в ядре, но и в цитоплазме и ми�
тохондриях [25–29]. Кроме того, в условиях
стресса происходит перераспределение hSin3B
между ядром и цитоплазмой (неопубликован�
ные данные). Ранее было показано, что разница
в значениях pH между ядром и цитоплазмой
также играет роль во внутриклеточной локали�
зации и движении различных белков между яд�
ром и цитоплазмой [30]. Таким образом, регуля�
ция структуры и функции белка за счет измене�
ния pH, возможно, является глобальной страте�
гией для многих клеточных белков.

Поскольку Sin3B является ядерным белком,
нам представлялось важным сравнить структуру
и стабильность различных PAH доменов при
значениях pH, соответствующих ядерному ок�
ружению. Значения ΔGD° при различных значе�
ниях pH, приведенные в табл. 1, свидетельству�
ют о том, что из трех РАН доменов домен PAH1
является наиболее стабильным. Интересно, что
стабильность PAH2 и PAH3 практически иден�
тична при всех значениях pH. Мы проанализи�
ровали насколько сходство термодинамической
стабильности соответствует сходным структур�
ным свойствам доменов PAH2 и PAH3. В табл. 2
приведено сравнение структур трех PAH доме�
нов при значениях рН, характерных для ядра.
Из табл. 2 видно, что вторичная структура нару�
шается в большей степени у домена PAH2, по
сравнению с PAH3, тогда как в домене РАН1
значительных изменений вторичной структуры
при снижении рН вообще не наблюдалось. Ана�
логичные результаты были получены при анали�
зе относительной флуоресценции тирозина:
третичная структура домена PAH2 подвергается
большим изменениям, чем структура домена
PAH3, тогда как третичная структура РAH1 при
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Рис. 3. Влияние pH на вторичную структуру различных
PAH доменов. КД спектры в дальнем УФ (при 37°) PAH1 (a),
PAH2 (б)и PAH3 (в) после ночи инкубации в буфере с соот�
ветствующим pH (указаны на рисунке)
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Рис. 4. Влияние pH на третичную структуру PAH доменов. Спектр собственной флуоресценции (а–в) и спектр ANS флуо�
ресценции (г–е) PAH1, PAH2 и PAH3
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снижении pH остается без изменений. Посколь�
ку изменение рН оказывает влияние на вторич�
ную и третичную структуры PAH доменов, мы
предположили наличие незначительных отли�
чий в их структуре. Ранее сообщалось, что де�
стабилизация третичной структуры приводит к
экспозиции гидрофобных кластеров (которые
были скрыты внутри) к растворителю [20]. Мы
проанализировали наличие гидрофобных клас�
теров в РАН доменах с использованием теста на
связывание ANS. Как видно из табл. 2, РАН1 и
РАН3 не связываются с ANS. Однако, в случае
PAH2, мы наблюдали увеличение интенсивнос�
ти флуоресценции ANS, которое не сопровож�
далось сдвигом максимума эмиссии, свидетель�
ствуя о слабом связывании. Полученные данные
позволили нам предположить, что разные PAH
домены при значениях pH, характерных для яд�
ра, принимают разные конформации. По всей
видимости, PAH1 обладает очень стабильной
нативной структурой, так что небольшие изме�
нения рН не нарушают его структурной целост�
ности. Структура PAH2 и PAH3, напротив, до�
вольно подвижна. Ранее было показано, что
структурная подвижность и ориентация PAH
доменов у Sin3B млекопитающих играет ключе�
вую роль при выборе партнеров для связывания
каждого из PAH доменов [5, 14, 15, 31]. Инте�
ресно отметить, что домен PAH1 человека, обла�
дающий стабильной конформацией (по сравне�
нию с PAH2 или PAH3), взаимодействует только
с одним белком HCF�1. У низших организмов
было выявлено только два партнера PAH1 доме�
на – SMRTER у S. cerevisiae и Opi1 у Drosophila
[31]. Таким образом, похоже, что в ходе эволю�
ции более низкая конформационная подвиж�
ность ограничила способность PAH1 связывать

другие белки из многочисленного пула транс�
крипционных факторов. При этом домены РAH2
и PAH3 человека, обладающие относительно
подвижной структурой, способны связываться с
большим количеством разнообразных партне�
ров [13]. Эти результаты в целом свидетельству�
ют о том, что разница в конформации нативной
структуры или подвижность разных PAH доме�
нов может приводить к тому, что домены связы�
ваются с разными партнерами.

Таким образом, наши исследования показа�
ли что (i) структура нативного состояния и ста�
бильность разных PAH доменов отличается при
значениях pH, характерных для ядра, при кото�
рых Sin3 активен. (ii) Структура и стабильность
доменов PAH2 и PAH3 отличается при физиоло�
гических значениях pH и при значениях рН, ха�
рактерных для ядра, тогда как структура PAH1
остается неизменной. Настоящее исследование
указывает на важность структурной гетероген�
ности PAH доменов для привлечения или узна�
вания специфического набора партнеров для вза�
имодействия. Дальнейшие исследования долж�
ны быть направлены на анализ функциональ�
ной важности PAH1 в hSin3B, поскольку он об�
ладает крайне стабильной нативной структурой.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Департамента научных и промышленных иссле�
дований Министерства науки и технологий Ин�
дии (File no.37 (1596/13/EMR�II).

Т. Хасан и Л.Р. Сингх выражают благодар�
ность Индийскому совету по медицинским ис�
следованиям за финансовую поддержку (File
No.3/1/3/JRF�2010/MBD�2 (33050)).
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Таблица 2. Влияние pH на структуру PAH доменов белка Sin3B человека (hSin3B)

Примечание. % изменения θ222, изменения относительной флюоресценции и связывания ANS по отношению к соответ�
ствующим значениям при физиологических значениях pH.
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Human Sin3B (hSin3B), a transcription regulator, is a scaffold protein that binds to different transcription factors and
regulates transcription. It consists of six conserved domains that include paired amphipathic helices (PAH 1–4), his�
tone deacetylase interaction domain (HID), and the highly conserved region (HCR). Interestingly, the PAH domains
of hSin3B are significantly homologous to one another, yet each interacts with a specific set of unique transcription
factors. Although various interacting partners of PAH domains of hSin3B have been characterized, there has been no
structural information available on the individual PAH domains of hSin3B. Here we characterize the structure and
stability of different PAH domains of hSin3B at both nuclear and physiological pH values using different optical
probes. We found that the native state structure and stability of different PAH domains are different at nuclear pH
where hSin3B performs its biological function. We also found that PAH2 and PAH3 behave differently at both the
nuclear and physiological pH in terms of native state structure and thermodynamic stability, while the structural iden�
tity of PAH1 remains unaltered at both pH values. Our study indicates that the structural heterogeneity of the differ�
ent PAH domains might be responsible for having a unique set of interacting transcription factors.
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