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MELANOGASTER ИМЕЕТ КОМПАКТНУЮ ПРОСТРАНСТВЕННУЮ ОРГАНИЗАЦИЮ ПРИ 
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Аннотация. При помощи методов кругового дихроизма и малоуглового рассеяния рентгеновских лучей 

(SAXS) получены данные о пространственной структуре мультимеризующего N-концевого домена 

инсуляторного белка CTCF Drosophila melanogaster. По аминокислотной последовательности данный домен не 

имеет гомологии ни с одним известным белковым доменом. По данным кругового дихроизма N-концевой домен 

белка CTCF Drosophila практически не имеет вторичной структуры. По данным SAXS этот домен имеет 

стабильную компактную структуру в растворе и является тетрамером. Получены модели низкого разрешения 

структуры тетрамера в растворе. Формирование тетрамеров также подтверждается при помощи методов 

динамического рассеяния света (DLS) и гель-фильтрации. 

Ключевые слова:  мультимеризация, малоугловое рассеяние рентгеновских лучей, круговой дихроизм, 

хроматин. 
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Abstract. Spatial structure of N-terminal multimerization domain from Drosophila melanogaster CTCF insulator 

protein was studied using circular dichroism and small-angle X-ray scattering (SAXS). This domain has no significant 

homology in amino acid sequence with any other known protein domain. Circular dichroism spectra revealed that N-

terminal domain of Drosophila CTCF protein almost completely lacks secondary structure. SAXS data indicated that 

domain possess a stable compact conformation in solution and exists as a tetramer. Low-resolution models of spatial 

structure of the tetramer were built. Tetramer formation is also supported by dynamic light scattering (DLS) and size-

exclusion chromatography. 
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Инсуляторы – геномные элементы, участвующие в разобщении независимых хроматиновых доменов, 

обладающие способностью блокировать  энхансер-промоторные взаимодействия и препятствовать 

распространению гетерохроматина. При этом инсуляторы способны взаимодействовать между собой на больших 
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расстояниях в геноме (более 1000 п.н.) и таким образом принимать участие в организации пространственной 

структуры хроматина [1]. CTCF – консервативный среди высших многоклеточных белок, связывающийся с ДНК 

инсуляторов и единственный известный ДНК-связывающий инсуляторный белок у позвоночных [2, 3]. Сайты 

связывания белка CTCF способны обеспечивать взаимодействие между удаленными участками ДНК [1, 4]. 

Очевидно, в процессе установления и поддержания таких контактов в геноме принимают участие белковые 

домены, обеспечивающие специфичное белок-белковое взаимодействие и формирование мультимеров. Белок 

CTCF имеет в своем составе 11 ДНК-связывающих доменов типа «цинковые пальцы», а также N- и  С- концевые 

домены с неизвестными функциями. Была показана способность белка CTCF мыши к димеризации, но домен, 

необходимый для этого не был идентифицирован [5]. Ранее нами была разработана схема экспрессии и очистки 

N-концевого домена белка CTCF Drosophila melanogaster и была показана его способность к формированию 

мультимеров in vitro и in vivo, мультимеризация необходима для правильного функционирования белка [6]. N-

концевой домен белка CTCF Drosophila не имеет гомологов среди известных белковых доменов, 

биоинформатическими методами предсказывается наличие короткого участка coiled-coil, который, однако, не 

является необходимым для мультимеризации.  

С целью изучения особенностей пространственной структуры  N-концевого домена белка CTCF Drosophila 

(1-163 aк) мы провели его исследование при помощи метода кругового дихроизма. Полученные данные (см. рис. 

1) показывают практически полное отсутствие вторичной структуры, аналогичный результат был получен ранее 

для N-концевого домена белка CTCF человека [7]. Однако в отличие от него N-концевой домен белка CTCF 

Drosophila способен формировать мультимеры, как следует из результатов химической сшивки при помощи 

глутаральдегида, и, по результатам гель-фильтрации на носителе Superdex-200,  имеет больший 

гидродинамический радиус, который соответствует формированию тетрамеров. Для подтверждения 

монодисперсности полученного нами препарата был также использован метод динамического рассеяния света 

(DLS) при длине волны 832 нм и концентрации белка от 1 до 7 мг/мл. Гидродинамический радиус был рассчитан 

по уравнению Стокса-Эйнштейна по стандартным процедурам, молекулярная масса была рассчитана по 

уравнению Марка-Куна-Хаувинка с параметрами для жесткой сферы. Полученные значения 

гидродинамического радиуса 4.4–4.6 нм соответствуют молекулярной массе 110 кДа, что согласуется с данными 

гель-фильтрации и соответствует формированию тетрамеров или мультимеров более высокого порядка. Однако, 

поскольку данные методы чувствительны к форме молекулы, удлиненная форма мультимеров или нативно 

развернутое состояние белка потенциально могут приводить к искажению результатов. Формирование 

мультимеров также было подтверждено в экспериментах in vivo [6]. Также следует отметить, что при высоком 

сходстве кластера доменов «цинковые пальцы» между белками CTCF человека и Drosophila, гомология между 

N-концевыми доменами практически отсутствует [2]. Эксперимент по температурной денатурации в 

присутствии красителя SYPRO Orange, обладающего сродством к гидрофобным участкам белка (Thermofluor™), 

также не выявил присутствия гидрофобного ядра в N-концевом домене белка CTCF Drosophila. Полученные 

данные говорят в пользу того, что изучаемый домен является нативно развернутым, но в то же время способен 

формировать  мультимеры и, по всей видимости, имеет компактную пространственную организацию.  

 

 
Рисунок 1 – Cпектр кругового дихроизма N-концевого домена белка CTCF Drosophila melanogaster 

 

Дальнейшее исследование N-концевого домена белка CTCF проводилось при помощи метода малоуглового 

рассеяния ренгтеновского излучения (SAXS). Эксперимент проводился на источнике рентгеновского излучения 

BM29 BioSAXS в ESRF (Гренобль, Франция). Измерения проводились при длине волны 0.099 нм, концентрация 

белка варьировалась от 1 до 7.5 мг/мл. Радиус гирации (Rg) белковой молекулы в растворе был рассчитан при 

помощи аппроксимации Гинье  при малых углах (s <1.3/Rg, s=4πSinθ/λ, где 2θ – угол рассеяния), интенсивность 

I(s) принималась равной I0 exp(-(sRg)2/3). Для оценки максимального размера частиц Dmax, функция парных 

расстояний P(r) была рассчитана при помощи алгоритма GNOM из программного пакета ATSAS (см. рис. 2). 
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Молекулярный вес молекул был рассчитан исходя из исключенного объема гидратированных белковых молекул 

по закону Поро для гомогенных частиц. В результате эксперимента в зависимости от концентрации образца  были 

получены следующие значения: Rg = 4.65-5.0 нм, Dmax = 15.2-16.0 нм, что соответствует молекулярной массе 

55.92-85.61 кДа и подтверждает формирование тетрамеров (молекулярная масса тетрамера составляет 18 кДа). 

Ab initio модели низкого разрешения для белка CTCF (1-163 aк) были получены при помощи алгоритма DAMMIN 

из программного пакета ATSAS (см. рис. 2). Удлиненная форма тетрамеров объясняет больший 

гидродинамический радиус, наблюдаемый при помощи методов гель-фильтрации и динамического рассеяния 

света. Двусторонняя симметрия полученных моделей позволяет предположить, что тетрамер состоит из двух 

прочно связанных между собой димеров, которые эффективно сшиваются между собой при химической сшивке 

с помощью глутаральдегида и других реактивов, что позволяет объяснить тот факт, что димер является основным 

продуктом реакции. Такая структура тетрамера также позволяет предположить механизм, в котором димеры 

белка CTCF  кооперативно связываются с сайтами ДНК, которые часто находятся попарно, а их последующая 

тетрамеризация участвует непосредственно в установлении дальних взаимодействий в геноме. Неспособность 

аналогичного домена белка CTCF человека к мультимеризации  in vitro [7], по всей видимости, объясняется 

проблемами, возникающими при его экспрессии в бактериальных клетках. 

 
Рисунок 2 – Результаты анализа данных, полученных методом малоуглового рассеяния рентгеновских лучей 

(SAXS) для N-концевого домена белка CTCF Drosophila melanogaster. Слева – график функции парных 

расстояний. Справа – одна из возможных моделей низкого разрешения тетрамера 

 

Таким образом, полученные нами данные демонстрируют, что N-концевой домен инсуляторного белка 

CTCF Drosophila не имеет вторичной структуры, но при этом имеет стабильную компактную глобулярную 

организацию и формирует тетрамеры, что подтверждает полученные ранее биохимические данные. К 

сожалению, более детальное исследование структуры домена затруднено в связи с невозможностью его 

кристаллизации и изучения при помощи метода ЯМР. Вероятно, явление формирования функциональных 

мультимеров неструктурированными белковыми доменами может быть широко распространено. 

Работа выполнена при поддержке Российского научного фонда (проект 14–24–00166). 
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