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Аннотация
Исследование PML-телец важно из-за их полифункциональности и связи с удлинением теломер в раковых 

клетках, что делает их потенциальными мишенями для лечения онкологических заболеваний. В работе изуче-
но фазовое разделение С-концевого домена белка PML-V in vitro. Флуоресцентная микроскопия показала, что 
конденсаты этого белка имеют высокую долю немобильной фракции, а важную роль в их образовании играют 
слабые неспецифические взаимодействия.

Abstract
The study of PML bodies is important due to their multifunctionality and their association with telomere elongation in cancer 

cells, making them potential targets for cancer treatment. This work investigates the phase separation of the C-terminal domain of the 
PML-V protein in vitro. Fluorescence microscopy revealed that the condensates of this protein have a high proportion of immobile 
fraction, and that weak nonspecific interactions play a significant role in their formation.

PML-тельца — ядерные полифункциональные немембранные органеллы, участвующие в регуляции 
транскрипции, стресс-ответе, клеточной дифференцировке и  переходе клеток в  сенесцентное состояние. 
При ряде форм онкологических заболеваний PML-тельца ассоциируются с процессом альтернативного уд-
линения теломер (ALT-associated PML-Bodies, APB). Укорочение теломер при деассоциации APBs позволяет 
рассматривать эти немембранные органеллы в качестве потенциальной терапевтической мишени для пода-
вления ALT, а, следовательно, и для борьбы с трудно поддающимися лечению в настоящее время формами 
онкологических заболеваний. 

Каркасный белок PML-телец, белок промиелоцитарного лейкоза (PML), существует в виде семи основных 
изоформ, различающихся по размеру и аминокислотной последовательности их С-концевого домена. Ранее нами 
было показано, что благодаря заряженным аминокислотным остаткам и неупорядоченной структуре С-концевые 
домены, по-видимому, играют определяющую роль в фазовом разделении типа «жидкость — жидкость», которое 
лежит в основе формирования PML-телец [1–3]. Установлено, что способность к фазовому разделению различ-
ных изоформ PML зависит от структуры С-концевого домена. 

Целью настоящего исследования было изучение процесса фазового разделения С-концевого домена изо-
формы PML-V, являющейся одной из наиболее стабильных компонент PML-телец. 

Для PML-V было установлено, что его C-конец способствует сборке, поддержанию и структурной стабиль-
ности ядерных PML-телец. Было показано, что С-концевые домены PML-V (PML-V_CT) способны к самопроиз-
вольному фазовому разделению в клетках, нокаутных по PML.  

Для того, чтобы исследовать механизм этого процесса в настоящей работе было изучено фазовое разделе-
ние С-концевого домена PML-V в зависимости от концентрации этого белка различных условиях: при различных 
рН и ионной силе раствора, при имитации условий краудинга, при наличии в растворе агентов, ингибирующих 
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электростатические (АТФ) или гидрофобные (1,6-гександиол) взаимодействия.  Образование телец регистриро-
валось по флуоресценции зелёного флуоресцентного белка sfGFP, слитого с целевым белком. 

Показано, что С-концевые домены PML-V in vitro способны претерпевать фазовое разделение с образо-
ванием конденсатов, свойства которых схожи с тельцами, образованные PML-V в клетках. Регистрация восста-
новления флуоресценции после обесцвечивания (FRAP) показала, что конденсаты, образованные PML-V_CT, 
в растворе имеют слабое восстановление интенсивности флуоресценции (10–15 %), что свидетельствует о высо-
кой доле немобильной фракции в образованных конденсатах, также, как и в тельцах, образованных изоформой 
PML-V в клетке. 

Показано, что введение в раствор АТФ, ингибирующего электростатические взаимодействия между моле-
кулами белка, нарушало фазовое разделение PML-V_CT, что свидетельствует о существенной роли электроста-
тических взаимодействий в фазовом разделении PML-V_CT. 

Условия, имитирующие краудинг (PEG  12000, 200  мг  /  мл) способствовали фазовому разделению  
PML-V_CT: в присутствии PEG конденсаты формировались при концентрации PML-V_CT в 10 мкМ, а в отсут-
ствие — только при 30 мкМ и нивелировали действие АТФ, что свидетельствует о роли гидрофобных взаимо-
действий в присутствии краудинг агента. Это было подтверждено в экспериментах с агентом, ингибирующем 
гидрофобные взаимодействия: введение 1,6-гександиола (5/10 %) препятствовало образованию капель в услови-
ях макромолекулярного краудинга.  

Изменение рН (в пределах от 2 до 11) и ионной силы раствора (от 50 до 500 мМ NaCl) не влияло на процесс 
фазового разделения.
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