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Стресс-гранулы представляют собой динамические цитоплазматические компартмен-
ты, формирующиеся в ответ на стрессовые воздействия, такие как окислительный стресс,
тепловой шок или вирусная инфекция. Они играют ключевую роль в регуляции транс-
ляционного контроля, секвестрируя мРНК и белки трансляционного аппарата, что спо-
собствует клеточному выживанию [3]. Актуальность исследований стресс-гранул обуслов-
лена их ролью в патогенезе множества заболеваний, в том числе нейродегенеративных,
таких как боковой амиотрофический склероз (БАС) и лобно-височная деменция (ЛВД).
Дисфункция стресс-гранул при этих заболеваниях приводит к патологической агрегации
белков, таких как TDP-43 и FUS. Изучение механизмов формирования и распада стресс-
гранул может стать ключом к разработке новых терапевтических стратегий [2].

Каркасным белком стресс-гранул служит G3BP1 (Ras-GTPase-activating protein SH3
domain-binding protein 1), который отвечает за сборку и разборку стресс-гранул посред-
ством фазового разделения типа жидкость-жидкость (liquid-liquid phase separation, LLPS)
[1]. G3BP1 состоит из ряда доменов, наиболее интересны из которых NTF2 (димеризаци-
онный) и RRM (РНК-связывающий). Большая часть белка вне этих доменов состоит из
неупорядоченных областей, что усложняет исследования белка [4].

Изучение функциональных ролей отдельных доменов белка G3BP1 необходимо для
выяснения их специфического вклада в процессы разделения на фазы типа жидкость-
жидкость и молекулярных взаимодействий с партнёрами. Однако экспрессия эукарио-
тических белков, а тем более их отдельных доменов в прокариотических системах (E.
coli) зачастую сопряжена со сложностями. Низкая растворимость неупорядоченных до-
менов, агрегация из-за отсутствия посттрансляционных модификаций, токсичность для
продуцента и деградация, требующая денатурирующего рефолдинга, что снижает выход
и функциональность. Эти проблемы ограничивают структурные и биохимические иссле-
дования.

Для оптимизации экспрессии доменов G3BP1 использовали плазмиду pET30a в штам-
мах Rosetta (DE3), STAR (BL21) и C41 (DE3). Культуры выращивали в средах M9, LB
и 2YT. Индукция IPTG проводилась после 3–4 ч инкубации при 37∘C (OD600 ∼0.6–0.8),
за которой следовала постинкубация 4-5 при 37∘C, 14 ч при +18∘C или +30∘C. Многосто-
ронний подход к оптимизации экспрессии позволил существенно повысить выход белка.

В результате удалось увеличить экспрессию доменов G3BP1 (в 2–3 раз по сравнению
с изначальными условиями), обеспечив достаточное количество белка для хроматографи-
ческой очистки и дальнейшего исследования.

Работа выполнена на базе Института цитологии РАН и поддержана грантом РНФ
23-45-00041.
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