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Обзор посвящён исследованию принципов регуляции и синхронизации процессов метаболизма в клетках
млекопитающих. В работе использовали модель двухкомпонентного устройства метаболизма клетки, вклю�
чающую управляющую сигнальную систему, которая регулирует основные ферментные системы, и испол�
нительную метаболическую систему, непосредственно осуществляющую биосинтез. Такое рассмотрение
позволило выделить два переходных состояния метаболизма (от катаболизма к анаболизму и обратно), в ко�
торых происходят основные перестройки в сигнальной системе. Сигнальная система природных аминокис�
лот (АК) выбрана для обзора как наиболее удобный фрагмент общего метаболизма клетки, поскольку АК
участвуют и в сигнальной, и исполнительной подсистемах метаболизма. В работе разработан графический
способ представления событий, позволивший продемонстрировать последовательность процессов, проте�
кающих в обеих подсистемах метаболизма в ходе прохождения полного метаболического цикла неделящей�
ся клеткой. Выявлена важная особенность сигнальной системы АК: их сигнальные свойства определяются
не только структурой молекулы, но и местом локализации в клетке. Выделены четыре основные сигналь�
ные группы АК, локализованные в лизосомах, митохондриях, цитозоле и внеклеточном пространстве, при�
легающем к плазматической мембране. Эти группы АК схожи по составу, но имеют при этом различные ре�
цепторы. Построенная в работе схема системы регуляции метаболизма сигналами АК способна служить ба�
зой для разработки более полной пространственно�временной схемы регуляции метаболизма, включающей
широкое множество внутриклеточных сигнальных каскадов.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: аминокислоты, внутриклеточная сигнализация, mTORC1, AMPK, лизосома,
катаболизм, анаболизм.
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© 2020 С.В. Нестеров1,2, Л.С. Ягужинский1,3*, Г.И. Подопригора1, Я.Р. Нарциссов1

Настоящая работа посвящена исследованию
системы синхронизации (в пространстве и вре�
мени) биохимических процессов в системе об�
щего метаболизма клетки. Этой проблемой мы
начали заниматься ещё на этапе формирования
современных представлений о молекулярном
устройстве сигнальных систем клетки [1, 2],
опираясь, в том числе, на работы Вебера [3–5].
Веберу удалось выделить две антагонистичные
группы ферментов, показать синхронную акти�
вацию ферментов каждой группы и синхронное
переключение между этими двумя группами.
Фактически на уровне ферментативных процес�
сов Вебер эмпирически выделил анаболизм и

катаболизм. При анаболизме активны системы
синтеза сложных соединений, а при катаболиз�
ме преобладают процессы распада.

В данном обзоре метаболизм клетки рас�
смотрен на основе двухкомпонентной модели,
включающей исполнительную метаболическую
систему клетки, выполняющую процессы био�
синтеза (основа описания этой системы заложе�
на Вебером), и сигнально�управляющую систе�
му, регулирующую работу исполнительной сис�
темы. В настоящее время выделение двух основ�
ных состояний метаболизма на уровне исполни�
тельных систем уже стало общепринятым. Акту�
альной научной задачей является расшифровка
механизмов функционирования сигнальных
систем, которые обеспечивают синхронизацию
работы внутри анаболического и катаболиче�
ского ферментативных кластеров и переключе�
ние между ними.

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : АК – аминокислоты;
GAP – белок�активатор ГТФазной активности; GEF –
фактор обмена гуаниловых нуклеотидов.

* Адресат для корреспонденции.



НЕСТЕРОВ и др.

Переходы между метаболическими режима�
ми в клетке индуцируются внешними и внут�
ренними сигналами, такими как гормоны (адре�
налин, глюкагон, инсулин), стрессовые факто�
ры, сигналы внесения и удаления субстратов
(сигналы «сытости» и «голода»). Сигнальная
система природных АК выбрана для обзора как
наиболее удобный фрагмент общего метаболиз�
ма клетки, на основе которого можно получить
достаточно полную картину, адекватно отража�
ющую устройство и принципы функционирова�
ния системы клеточного метаболизма. Такой
выбор был сделан потому, что АК органично
включены в обе подсистемы метаболизма клет�
ки – и сигнальную, и исполнительную. В соот�
ветствии с этим сигналы АК должны прямо или
косвенно контролировать очень широкое мно�
жество метаболических процессов. В рамках
настоящей работы были рассмотрены именно
сигналы АК в качестве индукторов перехода от
катаболизма к анаболизму и обратно (при дефи�
ците АК). Таким образом, в работе на уровне
сигнальной системы показан полный метаболи�
ческий цикл неделящихся клеток и проведено
соответствие между работой сигнальной и ис�
полнительной систем.

Переключение между метаболическими ре�
жимами осуществляется как путём быстрого
включения и выключения уже существующих
ферментов, так и путём регуляции процессов
трансляции и транскрипции, необходимых для
синтеза новых ферментов. Центральную роль в
переносе сигналов играет система пост�транс�
ляционной модификации белков. На одном
белке под влиянием внешних и внутренних сиг�
налов могут индуцироваться десятки химичес�
ких модификаций (фосфорилирование, мети�
лирование и др.), которые влияют на конформа�
цию, каталитическую активность и локализа�
цию белка [6]. Взаимосвязанная сеть регулятор�
ных белков, способных к изменению конфор�
мации, представляет собой кратковременную
(«оперативную») память клетки. Именно эта
система, в первую очередь, перестраивается в
ответ на внешние раздражители, обеспечивает
быстрые стрессовые ответы, а также регулирует
активность генома за счёт модификации факто�
ров транскрипции.

У эукариот существуют две основные сиг�
нальные системы пост�трансляционной моди�
фикации белков, управляющие метаболизмом
непосредственно по сигналу АК: «SOS�система»
интегрального стрессового ответа, переводящая
клетку в катаболический режим при дефиците
хотя бы одной АК (активируется киназой
GCN2), и система регуляции, связанная с
mTORC1, которая при условии полноты набора

АК и наличия других необходимых для роста
факторов активирует анаболизм. Существенное
влияние оказывают сигналы АК также на АМФ�
зависимую киназу (AMPK) и NAD+�зависимую
деацетилазу Sirt1. Два последних фермента яв�
ляются активаторами кластера катаболических
процессов. Все вышеперечисленные белковые
регуляторные системы (или их аналоги) присут�
ствуют во всех эукариотических клетках, неза�
висимо от тканевой специфичности в многокле�
точных организмах. Таким образом, именно эти
ключевые метаболические регуляторы служат
центральной частью системы управления мета�
болизмом. Необходимо отметить, что для пол�
ного представления о метаболизме отдельных
типов клеток нужно учитывать также видо� и
ткане�специфичные сигнальные каскады, как
связанные с аминокислотами (например, сигна�
лы от глутаматного и глицинового рецепторов
на плазматических мембранах некоторых кле�
ток), так и иной природы (сигналы от рецепто�
ров гормонов, цитокинов и иных сигнальных
молекул).

В обзоре разработана схема графического
представления последовательности событий в
сигнальной и исполнительной системах неделя�
щихся эукариотических клеток в процессе пол�
ного метаболического цикла.

Список и минимальное описание функций
основных белков, которые были использованы
при построении схем сигнально�метаболичес�
кой системы, связанной с аминокислотами, да�
но в табл. 1. Более подробное описание интере�
сующих белков и их сигналов можно найти в со�
ответствующих ссылках. Таблица может исполь�
зоваться вместо списка сокращений, а также для
лучшего понимания представленных далее схем.

ЦЕНТР УПРАВЛЕНИЯ МЕТАБОЛИЗМОМ
НА ПОВЕРХНОСТИ ЛИЗОСОМ

Данные последних лет показывают, что глав�
ный сигнальный центр метаболического конт�
роля расположен на внешней поверхности
мембраны лизосом [39–41]. При этом ключе�
вым звеном в сигнальных каскадах АК является
димер малых ГТФаз Rag, который расположен
на белковом комплексе Ragulator, заякоренном
на внешней поверхности лизосомы посредством
ковалентной сшивки с жирной кислотой [18], а
также за счёт взаимодействия с вакуолярной АТ�
Фазой (vATPase) [21]. Комплекс vATPase�
Ragulator�Rag является структурной платфор�
мой, на которую в разных метаболических ре�
жимах происходит посадка ключевых регуля�
торных белков: протеинкиназы AMPK при ка�
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таболизме [19]; протеинкиназы PERK при
стрессовом ответе [42]; митоген�активируемой
протеинкиназы ERK [18] по сигналу факторов
роста; протеинкиназы mTORC1 и некоторых её
мишеней по сигналу АК [43]. Белковый комп�
лекс vATPase�Ragulator�Rag, контролирующий
посадку и активацию этих протеинкиназ, полу�
чил в некоторых работах название «нутрисома»
[44–46].

Малые ГТФазы, в том числе Rag и Rheb, яв�
ляются ГТФ�удерживающими белками и сами
по себе обладают слабо выраженной гидролити�
ческой активностью. Эти ГТФазы осуществля�
ют гидролиз ГТФ только при воздействии спе�
циальных белков GAP. Для RagA и RagB ГТФаз
таким активирующим белком является белко�
вый комплекс GATOR1, для RagC – комплекс
FLCN/FNIP, для RagD – LRS, для Rheb – бел�
ковый комплекс TSC–TBC (см. табл. 1). Прямое
взаимодействие c этими белками фактически
ингибирует передачу сигнала соответствующи�
ми ГТФазами, переводя их в неактивную ГДФ�
связанную форму. Последующее возобновление
сигнальной активности ГТФаз происходит с по�
мощью других белков (GEF), стимулирующих
обмен ГДФ на ГТФ. Для Rag – это Ragulator, для
Rheb – регуляторный белок пока не установлен.

В последние несколько лет появилось боль�
шое число работ по рентгеноструктурному ана�
лизу и криоэлектронной микроскопии, в кото�
рых исследуется структура белковых компонент
АК�регуляции, связанных с mTORC1 (подроб�
нее см. обзор [47]). Были установлены структу�
ры АК�связывающих белков Sestrin2 [26] и CAS�
TOR [28], АК транспортёра–рецептора
SLC38A9 [48]. Недавно была расшифрована
структура пентамерного комплекса Ragulator
вместе с закреплёнными фрагментами Rag
ГТФаз [49–52], показаны также структуры клю�
чевых посредников в каскадах передачи сигна�
лов АК – комплекса GATOR1, присоединённо�
го к Rag ГТФазам [22], ГТФазы Rheb [53], ваку�
олярной АТФазы [54, 55]. В нескольких работах
расшифрована структура самого комплекса
mTORC1 [14, 56, 57], которая показала его
функционирование в составе димера и позволи�
ла установить место связывания активирующей
его ГТФазы Rheb. Используя вышеприведённые
новейшие структурные данные работы [21] о
контактах Ragulator c vATPase, а также того, что
комплекс Ragulator и ГТФаза Rheb заякорены в
лизосомальной мембране [58], мы составили
приближённую структуру белкового суперкомп�
лекса на лизосомальной мембране, на котором
закреплён mTORC1 (рис. 1). Эта реконструкция
является наглядной иллюстрацией структурного
устройства ключевого звена системы синхрони�

зации метаболизма. Наша схема хорошо согла�
суется с другими подобными реконструкциями,
вышедшими в период рецензирования нашего
обзора [59, 60], но в отличие от них отображает
приблизительное расположение также vATPase
и транспортёра SLC38A9, являющегося сенсо�
ром лизосомального аргинина.

ЧЕТЫРЕ СИГНАЛЬНЫХ ПУЛА АК,
РАЗЛИЧНЫХ ПО ЛОКАЛИЗАЦИИ В КЛЕТКЕ

В настоящей работе показано, что сигналь�
ная система АК, в первую очередь, связана со
структурно�функциональными компартмента�
ми клетки, такими как плазматическая мембра�
на (внешняя среда), цитозоль, лизосомы и ми�
тохондрии. Возможно, регуляторное значение
могут иметь сигналы АК и из других органелл,
например, из аппарата Гольджи [61]. Различная
локализация АК в клеточных компартментах
приводит к их взаимодействию с разными ре�
цепторными белками. Благодаря этому АК, на�
ходящиеся в разных компартментах, обладают
различными сигнальными свойствами. Тот
факт, что специфика сигналов АК определяется
не только их структурой, но и локализацией в
клетке является важнейшей особенностью этой
системы. Как показано в предыдущем разделе,
все эти сигналы, так или иначе, сходятся в еди�
ном сигнальном центре управления метаболиз�
мом на внешней поверхности мембраны лизо�
сом.

АК с разной локализацией имеют и различ�
ное функциональное значение. Внеклеточные
АК являются внешним управляющим факто�
ром, под который подстраивается метаболизм
клетки. Пул АК в цитозоле используется для
синтеза белка и, следовательно, необходим для
адаптации клетки к постоянно изменяющимся
внешним условиям. АК в матриксе митохонд�
рий активно вовлечены в метаболизм: в зависи�
мости от условий в митохондриях происходит
распад или синтез АК (заменимых), а также ре�
ализуются начальные звенья биосинтеза многих
сложных органических соединений. Лизосо�
мальный пул АК прямо не вовлечён в процессы
биосинтеза и является внутренним резервом
клетки, который посредством транспортёров
может быть транспортирован в цитозоль и ми�
тохондрии. АК в лизосомах появляются в основ�
ном за счёт эндоцитоза и протеолиза белков в
процессе аутофагии.

Необходимо указать, что в каждом компарт�
менте основные сигналы индуцируются приб�
лизительно одним и тем же набором АК: лейци�
ном, глутамином, аргинином и метионином.
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Белок

mTORC1
комплекс 1 киназы mTOR
(механистической мишени
рапамицина)

AMPK
АМФ активируемая киназа

Sirt1
NAD+�зависимая деацети�
лаза

GCN2
киназа общего контроля с
постоянной репрессией 2

Rheb
малая ГТФаза

TSC5TBC
комплекс из белков TSC1,
TSC2, TBC1D7

Rag A, B, C, D
малые ГТФазы

Ragulator
(образовано от слов Rag
regulator), он же LAMTOR

vATPase
вакуолярная АТФаза

GATOR1

SAMTOR
сенсор SAM (S�аденозил�
метионина)

GATOR2

Sestrin2
стресс�индуцируемый бе�
лок, цитоплазматический
сенсор лейцина

CASTOR
цитоплазматический сен�
сор аргинина

FLCN
фолликулин

Таблица 1. Список основных белков, связанных с системой АК сигнализации

Краткое описание роли в системе сигнализации

активирует систему трансляции и несколько факторов транскрипции, стимулирующих
синтез ферментов биосинтеза, инактивирует факторы аутофагии и транскрипции лизосо�
мальных белков [7]

активирует факторы аутофагии и факторы транскрипции, отвечающие за экспрессию лизо�
сомальных и митохондриальных белков; активирует АМФ и Ca2+ при дефиците незамени�
мых АК [8]

активирует AMPK и ряд других клеточных систем антистрессовой защиты, препятствует
воспалению [9, 10]; связывание лейцина с Sirt1 усиливает его сродство к NAD+ [11]

активируется в цитозоле при связывании со свободными тРНК, а также иными путями
[12]; фосфорилирует фактор инициации трансляции eIF�2, что препятствует посадке рибо�
сом на мРНК и индуцирует интегральный стрессовый ответ [13]

в ГТФ�связанной форме при присоединении к mTORC1 включает его фосфорилирующую
активность [14]; помимо mTORC1 регулирует и другие сигнальных каскады, причём в раз�
ных органеллах [15]

является GAP для Rheb [16]; активируется многими стрессовыми сигналами, в том числе
киназой AMPK; теряет активность при фосфорилировании протеинкиназой Akt (PKB), ко�
торая активируется по сигналу инсулина

существуют в форме димеров: A или B связана с C или D [17]; димеры удерживаются на по�
верхности лизосом с помощью комплекса Ragulator и обладают способностью связывать
mTORC1, если RagA или Rag B связаны с ГТФ

адапторный белковый пентамерный комплекс на поздних эндосомах или лизосомах, на ко�
тором происходит активация митоген�активируемой киназы ERK [18], mTORC1 и AMPK
[19]; при взаимодействии с некоторыми транспортёрами АК и vATPase выполняет роль
GEF для RagA и B ГТФаз [20]

протонный насос: закисляет полость лизосом за счёт энергии гидролиза АТФ; взаимодей�
ствует с комплексом Ragulator и транспортёрами АК в мембране лизосом [21]; точный ме�
ханизм участия в активации mTORC1 не установлен, однако без способной к вращению
vATPase mTORC1 не может быть активирован

устойчивый комплекс из трёх белков (Depdc5, Nprl2, Nprl3), являющийся GAP для RagA и
B [22]; по сигналу АК его активность регулируется связыванием с ним белков SAMTOR и
GATOR2

при недостатке метионина (в несвязанной с SAM форме) связан с GATOR1 (с Depdc5 субъ�
единицей), что усиливает GAP активность GATOR1 по отношению к RagA и B; при связы�
вании с SAM отсоединяется от GATOR1, что ослабляет его связь с RagA и B [23]

пентамерный белковый комплекс; ингибирует GATOR1, связываясь с его Depdc5 субъеди�
ницей [22]

при недостатке АК в цитоплазме образует комплекс с GATOR2 [24], тем самым его ингиби�
руя; присоединение лейцина (а также Ile, Val, Met) [25] разрушает комплекс Sestrin с
GATOR2, что позволяет последнему блокировать GATOR1, то есть предотвращать гидролиз
ГТФ на RagA и B; кроме этого, Sestrin2 регулирует аутофагию, снижает уровень АФК [26]

стресс�индуцируемый белок; в каскаде mTORC1 действует аналогично Sestrin2: комплекс
CASTOR с GATOR2 распадается при связывании CASTOR с аргинином [27, 28]

в каскаде активации mTORC1 функционирует в комплексе с белком FNIP и является GAP
для RagC [29]; связывается с Rag при отсоединении GATOR1 [30]; является регулятором
активности AMPK [31], также регулирует транспорт лизосом в клетке [32]
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Тот факт, что именно эти АК используется клет�
ками в качестве сигнальных, по�видимому, оп�
ределяется эволюционным развитием рецеп�
торно�сигнальной системы, которая реагирует
лишь на самые важные для клетки сигналы.
Лейцин является существенно гидрофобной
АК, формирующей основу для альфа�спиралей
белков, что делает его ключевой частью интег�
ральных белков и одной из самых распростра�
нённых АК. Лейцин является неглюкогенной
АК, не задерживается печенью, в связи с чем его
концентрация в крови после приёма пищи ме�
няется в большей степени, чем большинства АК
[62], что делает лейцин индикатором поступле�
ния с пищей белка (незаменимых АК). Метио�
нин является незаменимой серосодержащей АК
и служит как донором серы для синтеза другой
серосодержащей АК – цистеина (ключевой АК
при фолдинге белков), так и является основным
донором метильных групп (в форме s�аденозил�
метионина). Реакция метилирования является
второй по интенсивности (после фосфорилиро�
вания) в клетках, что делает контроль уровня
метионина критически важным. Кроме того,
значительная часть биологических эффектов
метионина вызвана непосредственным влияни�
ем на скорость реакций метилирования и не
требует дополнительных сигнальных белков.
Глутамин и аргинин, хотя и являются замени�
мыми АК, не менее важны для клетки. Глутамин
является временным депо азота в митохондри�
ях, а аргинин вовлечён в цикл мочевины. Эти
АК также влияют на процессы транспорта неза�

менимых АК из внеклеточной среды [63] и лизо�
сом [64] в цитозоль. Таким образом, эти две за�
менимые АК помимо важной роли в структуре
белков являются показателями катаболизма АК
и возможности транспорта незаменимых АК.
При этом клетка, благодаря наличию системы
интегрального стрессового ответа, всё же
чувствительна к падению концентрации и лю�
бой другой протеиногенной АК, что позволяет
оперативно остановить процесс трансляции при
их дефиците [65]. Этого механизма, по�видимо�
му, достаточно, чтобы обеспечить функциони�
рование клетки, а развитие сенсорной системы,
специфически реагирующей на каждую АК,
привело бы лишь к необоснованному усложне�
нию сигнальной системы, что невыгодно для
организма в условиях естественного отбора.

ЦИКЛЫ ПЕРЕКЛЮЧЕНИЯ
КАТАБОЛИЗМ–АНАБОЛИЗМ

Анализ процессов сигнализации АК и транс�
порта АК позволяет определить чёткую хроно�
логическую последовательность действия АК на
ключевые метаболические регуляторы mTORC1
и AMPK в процессе перехода между режимами
катаболизма и анаболизма (рис. 2). Rag ГТФазы
при недостатке АК, складывающемся, в част�
ности, при голодании, находятся в «катаболи�
ческой» форме: Rag B(A)�ГДФ, Rag D(C)�ГТФ
[33] (рис. 3, а в момент начала отсчёта; рис. 4
блок I). Появление внешних АК и их транспор�
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Белок

LRS
лейцил�тРНК синтетаза

Vps34
киназа фосфатидилинози�
тола класса 3

PLD1
фосфолипаза D1

PIKfyve
фосфоинозитид киназа

TRPML1
кальциевый канал в лизо�
сомальной мембране

GDH
глутаматдегидрогеназа

Окончание таблицы 1

Краткое описание роли в системе сигнализации

содержит в структуре специальный домен, который при связывании LRS с лейцином, но в
отсутствие связанной тРНК, проявляет GAP�активность по отношению к Rag D [33]

регулирует широкий спектр мембранно�связанных процессов, включая везикулярный
транспорт, эндоцитоз и аутофагию; по сигналу АК стимулирует активность фосфолипазы D
и способствует деактивации TSC–TBC [34]

образует фосфатидную кислоту (PA) из глицерофосфолипидов; PA связывается с mTORC1
и вызывает отсоединение от него ингибиторных белков [35, 36]

образует фосфотидил инозитол бифосфат PI(3,5)P2 из монофосфата PI(3)P [37]

активируется PI(3,5)P2, обеспечивает выход кальция из полости лизосом и активацию
кальций�зависимых процессов в окрестности лизосомальной мембраны [37]

при связывании лейцина ускоряет расщепление глутамата митохондриями; в результате
повышается концентрация α�кетоглутарата, необходимого для функционирования про�
лил�гидроксилаз, без работы которых невозможна активация mTORC1 [38]
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тировка в цитоплазму индуцирует переход Rag
ГТФаз в промежуточное разблокированное сос�
тояние (рис. 3, а, минуты 1–8; рис. 4, блок II).
Эта разблокировка происходит по сигналу цито�
зольных и митохондриальных АК, которые ак�

тивируют ГТФаз�активирующие белки (GAP)
для RagC и D. Только в этом разблокированном
состоянии димера Rag возможна посадка ГТФ
на RagB(A), которая происходит по сигналу от
пула лизосомальных АК (посредством актива�
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Рис. 1. Реконструкция предположительной структуры места посадки mTORC1 на лизосому (платформы «нутрисома»).
а – Вид на поверхность лизосомы со стороны цитозоля; б – вид на плоскость, перпендикулярную лизосомальной мемб�
ране. Пунктиром обозначен возможный контур мембраны лизосом, позволяющий мембранной субъединице vATPase,
транспортёру SLC38A9 и жирным кислотам, ковалентно связанным с белками Rheb и Ragulator, находиться в липидном
окружении. Первичную визуализацию структуры белков проводили с помощью программы PyMol с использованием
структур белкового банка данных 3j9t, 5tj5, 6bcu, 6ehr, 6ces, 6c08, 6U62. Приблизительный докинг проводили по принци�
пу плотной упаковки с использованием установленных методом электронной микроскопии мест связывания отдельных
белков, а также описанных в литературе белок�белковых и белок�липидных взаимодействий комплексообразующих бел�
ков. Обозначения: mLST8, Raptor, mTOR – субъединицы mTORC1, SLC38A9 – лизосомальный транспортёр незаменимых
АК, регулируемый аргинином. Описание остальных белков дано в табл. 1

Rag A
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Рис. 2. Схема функционирования сигнальных пулов АК в процессе метаболического цикла. На схеме отображено как из�
менение в наполненности четырёх основных пулов АК управляет активностью ключевых регуляторов метаболизма
(mTORC1 и AMPK) и, тем самым, индуцирует циклический переход от катаболизма к анаболизму и обратно
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ции комплекса Ragulator, являющегося факто�
ром обмена гуаниновых нуклеотидов (GEF) для
Rag) (рис. 3, а, минуты 8–13). Переход димера
Rag в «анаболическую» форму (RagB(A)�ГТФ,
RagD(C)�ГДФ) является сигналом для посадки
mTORC1 на лизосому [17]. Согласно данным
динамической внутриклеточной визуализации
[66], активированный димер Rag имеет меньшее
сродство к комплексу Ragulator, в результате че�
го приобретает способность отсоединяться от
лизосомы и начинает циркулировать между
мембраной лизосомы и цитозолем. В цитозоле
димер Rag связывается с неактивным mTORC1,
после чего вместе с ним садится на поверхность
лизосомы, где mTORC1 связывается с ГТФазой
Rheb и фосфатидной кислотой, переходит в ка�
талитически�активную форму и включает клас�
тер анаболических процессов (рис. 4, блок III).
При исчерпании лизосомального и/или цито�
зольного пула АК, например, в результате огра�
ничения поступления внешних АК, Rag ГТФазы
переходят в промежуточное состояние (рис. 3, б,
минуты 1–40; рис. 4, блок IV). В этом состоянии
должна также происходить активация фосфатаз,
вызывающих дефосфорилирование мишеней
mTORC1 (например, фосфатазы PP2A [67]).
После стирания «анаболических меток» с сиг�
нальных белков становится возможным переход
в катаболический режим. При установившемся

катаболизме димер Rag вновь переходит в «ката�
болическую» форму (рис. 3, б, минуты 40–100;
рис. 4, блок I). Особенность Rag ГТФаз состоит
в том, что обе ГТФазы в составе димера однов�
ременно не могут быть связаны с ГТФ, посколь�
ку связывание ГТФ с одной ГТФазой блокирует
посадку ГТФ на другую. Данное обстоятельство
делает необходимым прохождение через пере�
ходное состояние. Это свойство димера Rag
подтверждается как структурными данными
[68], так и экспериментами по измерению кине�
тики ГТФ�ГДФ связывания Rag ГТФаз [33]
(данные представлены на рис. 3). Необходимо
отметить, что приведённые на рис. 3 данные от�
носятся к конкретной культуре клеток, время
активации Rag может значительно отличаться в
других типах клеток, однако данные литературы
позволяют утверждать, что общие принципы
сигнализации и качественная картина кинетики
активации схожи во всех клетках.

На рис. 2, в основном, отображены измене�
ния в наполненности и сигнальной активности
различных пулов АК в процессе циклических
переходов клетки между катаболизмом и анабо�
лизмом. На этой схеме, в том числе, упрощённо,
отображены основные транспортные и метабо�
лические процессы в клетке в ходе метаболичес�
кого цикла. Обнаруженные пространственно�
временные изменения активности сигнальных
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Рис. 3. Изменение ГТФ�связывания Rag ГТФаз (на примере димера RagB с RagD) при переходах катаболизм–анаболизм
и анаболизм–катаболизм. Гомологичный димер RagA с RagC претерпевает такие же изменения ГТФ связывания с запаз�
дыванием в несколько минут. Процесс перехода от катаболизма к анаболизму (а) индуцировали добавлением лейцина к
клеткам (+Leu), инкубируемым перед этим 90 мин без этой АК. Процесс перехода от анаболизма к катаболизму (б) инду�
цировали пересадкой клеток в среду, не содержащую лейцин (�Leu). Графики построены по оцифрованным данным рабо�
ты [33], полученным в экспериментах на клетках рака кишечника человека SW620. Линии на графиках соответствуют
сплайн�интерполяции оцифрованных данных
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Рис. 4. Молекулярная основа синхронных перестроек метаболизма клетки. Изменения активности белков системы АК
сигнализации на основных (I и III) и переходных (II и IV) стадиях метаболического цикла. Зелёным цветом обозначены
активные (т.е. передающие сигнал последующим звеньям), а красным – неактивные компоненты сигнальной системы.
Двойным цветом обозначены белки, активность которых не однозначна или может претерпевать изменения во времен�
ном интервале одной стадии цикла. Физически взаимодействующие белки на схеме также соприкасаются, при этом ак�
тивирующее воздействие обозначено стрелкой, а подавляющее воздействие обозначено T�образной линией. Активация
для ГТФаз понимается в смысле наличия их сигнальной активности, т.е. активация – это переход в ГТФ�связанную фор�
му, а блокирование – в ГДФ�связанную форму. Краткое описание используемых на схеме белков дано в табл. 1, а после�
довательность активации описана в табл. 2
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Первичный сигнал 
(взаимодействие АК 

с рецептором)

Белки Sestrin, CASTOR,
SAMTOR в цитозоле не свя�
заны с лейцином, аргини�
ном, и s�аденозилметиони�
ном соответственно

Связывание АК (подробнее
описано ниже) из полости
лизосом с лизосомальными
транспортёрами�рецепто�
рами (трансцепторами)

Связывание любой АК из
внеклеточной среды с вкусо�
вым рецептором (T1R) на
плазматической мембране

Связывание незаменимых
АК из внеклеточной среды с
транспортёрами плазмати�
ческой мембраны

Лейцин в цитозоле связыва�
ется с деацетилазой Sirt1

Лейцин связывается с лей�
цил�тРНК синтетазой
(LRS) в условиях дефицита
свободных тРНК в цитозоле
(на фоне медленного темпа
трансляции)

Таблица 2. Последовательность активации сигналов различных групп АК в процессе циклического переключения между
состояниями катаболизма и анаболизма

Влияние на метаболизм/
ключевые регуляторы

RagA(B)�ГДФ не позволяет mTORC1 сесть
на лизосому; в цитозоле каталитический
центр mTORC1 блокирован 

перевод димера ГТФаз в «заблокированное»
состояние предотвращает спонтанную акти�
вацию mTORC1; фиксируется состояние ка�
таболизма (преобладает активность AMPK и
Sirt1)

кальций стимулирует синтез АТФ митохонд�
риями, при этом поддерживая или даже вре�
менно усиливая активность AMPK [74]. Ак�
тивация биоэнергетики и катаболизма даёт
клетке ресурс для импорта внешних
субстратов и включения анаболизма

сформированный митохондриями в катабо�
лическом состоянии пул глутамина поддер�
живает быстрый транспорт незаменимых АК

Sirt1 на первом этапе перехода активирует
катаболизм (совместно с AMPK) [9, 77].
Sirt1 также необходим для восстановления
трансляции после интегрального стрессово�
го ответа [10]

гидролиз ГТФ на RagD ГТФазе снимает зап�
рет на посадку ГТФ на связанную с ней
RagB

1. фосфатидная кислота связывается с
mTORC1, вызывая диссоциацию его инги�
биторных белков [35,36] (разблокировка
mTORC1);
2. Rheb�ГТФ активирует mTORC1;
3. кальций�кальмодулин непосредственно
связывается с mTORC1 и активирует его; 
4. также кальций�кальмодулин активирует
фосфатазу кальциневрин (PP2B), которая
дефосфорилирует мишени AMPK

Краткое описание механизма 
сигнального каскада

68–85 кДа

48 кДа

Sestrin [24–26, 71, 72] и CASTOR [27, 28]
связаны с GATOR2. SAMTOR [23] связан
с GATOR1, стимулируя его GAP�актив�
ность по отношению к RagA(B) [22]

в этом состоянии RagA и B не могут свя�
зывать ГТФ (из�за активности GAP
GATOR1), поэтому происходит медлен�
ная посадка ГТФ на RagC и D; возможно,
этот процесс катализируется Ragulator,
который является единственным извест�
ным GEF белком для Rag [20]

T1R активирует фосфолипазу С, образу�
ющую инозитол�3�фосфат, вызывающий
выброс кальция из ЭПС [73]; кальций
стимулирует работу митохондриальных
дегидрогеназ, а также AMPK

обмен цитозольного глутамина [63] и ас�
парагина [75] на внешние незаменимые
АК может лимитировать скорость вклю�
чения анаболизма [76]

связывание лейцина увеличивает срод�
ство Sirt1 к NAD+ [11], что позволяет
Sirt1 сохранять активность в условиях по�
вышения соотношения NADH/NAD+

связанная с лейцином LRS является GAP
для RagD [33, 78]

LRS связывается с фосфатидилинозитол
киназой vps34 [79]. Фосфатидилинозитол
фосфат (PI(3)P) активирует синтез фос�
фатидной кислоты (PA) фосфолипазой D.
Накопление PA и PI(3)P в мембране пре�
пятствует посадке TSC–TBC комплекса
на лизосому и тем самым способствует
удержанию ГТФазы Rheb в ГТФ форме [34].
PI(3)P подвергается также повторному
фосфорилированию с образованием би�
фосфата PI(3,5)P, который активирует
кальциевый канал TRPML1, вызываю�
щий выход кальция из полости лизосом
[37]

I. Катаболизм
В этом состоянии низкая концентрация АК вне клетки; основной источник АК – аутофагия и протеолиз в лизосомах; из
лизосом АК переносятся в цитозоль и митохондрии, где используются для поддержания трансляции или расщепляются

II. Переходное состояние катаболизм–анаболизм
Индуцируется повышением концентрации внеклеточных АК, попадающих в цитоплазму в результате работы АК�транс�
портёров и эндоцитоза
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Первичный сигнал 
(взаимодействие АК 

с рецептором)

В цитозоле:
1. Лейцин (также изолейцин и
валин) связывается с белком
Sestrin
2. Аргинин связывается с белком
CASTOR
3. S�аденозил�метионин связы�
вается с белком SAMTOR

Лейцин связывается с глутамат�
дегидрогеназой (GDH) в митохон5
дриях

Лизосомальные АК связываются с
транспортёрами (трансцептора�
ми): аргинин связывается с
SLC38A9 [64]; лейцин с LAT�1
[83]; глутамин (и, возможно, се�
рин) с PAT�4 [84] (PAT�4 функци�
онирует также в аппарате Гольджи
[61]); цистин (димер цистеина) c
транспортёром сystinosin [85]

Лейцил�тРНК синтетаза (LRS) в
цитозоле связана и с лейцином, и
с тРНК 

Заменимые АК (включая арги�
нин, глутамин) в цитозоле пере�
дают сигналы через не иденти�
фицированные рецепторы 

Цитозольные белки Sestrin, CAS�
TOR, SAMTOR высвобождаются
от связывания с АК и их произ�
водными

Дефицит метионина в цитозоле

При остром дефиците АК проис�
ходит накопление свободных
тРНК в цитозоле, которые свя�
зываются с киназой GCN2

Окончание таблицы 2

Влияние на метаболизм/
ключевые регуляторы

переход ведущего димера Rag (RagB с
RagD) в промежуточную «разблокиро�
ванную» форму, из которой возможен
переход в «анаболическую» форму, свя�
зывающуюся с mTORC1

переход запаздывающего димера Rag
(RagA с RagC) в промежуточную «раз�
блокированную» форму, из которой
возможен переход в «анаболическую»
форму, связывающуюся с mTORC1

1. повышение соотношения
NADH/NAD+ и скорости синтеза АТФ
блокируют ключевые катаболические
регуляторы (Sirt1 и AMPK);
2. пролил�гидроксилазы способствуют
посадке mTORC1 на лизосому

сигнал лизосомальных АК индуцирует
переход RagA(B) в ГТФ�связанную
форму и является окончательным сиг�
налом для посадки mTORC1 на лизосо�
му, где эта протеинкиназа взаимодей�
ствует с Rheb�ГТФ и фосфатидной кис�
лотой, активирующими каталитичес�
кую активность mTORC1

обеспечение высокого темпа трансля�
ции

активный Rheb связывается с mTORC1,
включая его каталитическую актив�
ность [14]

уход mTORC1 с лизосомы, начало про�
цессов дефосфорилирования мишеней
mTORC1

PP2A дефосфорилирует мишени
mTORC1, стимулирует синтез лизосо�
мальных белков [67, 93]

запуск интегрального стрессового отве�
та, активация защитных и транспорт�
ных систем клетки на уровне тран�
скрипции [65], аутофагии

Краткое описание механизма 
сигнального каскада

связывание АК с Sestrin и CASTOR разру�
шает их комплекс с GATOR2. GATOR2
связывается с GATOR1 и вытесняет его с
RagA(B) [80]. Связывание SAMTOR с s�
аденозил�метионином также вытесняет
GATOR1 с RagA(B) [23]

после отсоединения GATOR1 с RagA свя�
зывается комплекс FLCN/FNIP, являю�
щийся GAP для RagC [30]; гидролиз ГТФ
на RagС снимает запрет на посадку ГТФ
на парную ГТФазу – RagA

аллостерическая стимуляция лейцином
GDH [81] ускоряет образование альфа�ке�
тоглутарата (aKG) из глутамата и глутамина.
aKG стимулирует синтез АТФ и работу про�
лил�гидроксилаз, влияющих на Rag [82]

связыванные с соответствующими АК
трансцепторы образуют комплексы с v�
ATPase и Ragulator, что индуцирует посад�
ку ГТФ на RagA и B [86] (предварительно
разблокированных при переходном состо�
янии); присоединение Arg к SLC38A9 так�
же ускоряет опосредованный им транс�
порт незаменимых АК из лизосомы в ци�
тозоль [64]

LRS переходит из режима сигнального
белка в режим функционирования в каче�
стве фермента, катализирующего образо�
вание лейцил�тРНК [87]

стабилизация активной ГТФазы Rheb на
лизосоме [88], препятствие её взаимодей�
ствию с GAP комплексом TSC–TBC [89];
есть сообщения о Rag�независимой транс�
локации mTORC1 на лизосому по сигналу
глутамина [90]

происходит активация GATOR1, который
переводит RagA(B) в ГДФ�связанную
форму [33], вызывая диссоциацию
mTORC1 с лизосомы

недостаток метионина замедляет метилиро�
вание и разблокирует фосфатазу PP2A [91, 92]

GCN2 блокирует фактор инициации
трансляции eIF�2, что приводит к транс�
ляции с вышестоящих рамок считывания;
также блокирует mTORC1 [94, 95]

III. Анаболизм
В ходе переходного состояния сформировались лизосомальный, митохондриальный и цитозольный пулы АК, которые
подают терминальные сигналы на mTORC1

IV. Переходное состояние анаболизм–катаболизм
Падение уровня АК во внеклеточной среде индуцирует падение уровня АК в цитозоле, лизосомах и митохондриях
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белков, передающих сигналы от АК на mTORC1
в ходе метаболического цикла, более детально
представлены на рис. 4. Обозначенные на рис. 4
промежуточные белковые посредники опреде�
ляют состояние ГТФаз Rag, обеспечивающих
связывание mTORC1 с лизосомой, необходимое
для активации этой протеинкиназы. Следует
подчеркнуть, что разные сигнальные белки, во�
первых, находятся в разных компартментах и,
следовательно, связаны с разными метаболи�
ческими пулами АК, а с другой стороны, имен�
но через посредничество этих «промежуточных»
сигнальных белков осуществляется взаимосвязь
системы АК сигнализации со всем остальным
множеством сигнальных каскадов клетки. Крат�
кое описание перестройки белковых взаимодей�
ствий (схемы на рис. 4) в зависимости от изме�
нения концентрации АК в разных компартмен�
тах дано в табл. 2.

Особый интерес представляет роль митохон�
дрий в метаболическом цикле. При катаболизме
происходит активация AMPK, которая активи�
рует протеолиз в лизосоме, синтез митохондри�
альных белков и бета�окисление жирных кислот
в митохондриях. В условиях катаболизма высо�
коэффективный синтез АТФ в митохондриях
является основным источником энергии в клет�
ке. Последние данные показывают, что без ак�
тивно функционирующих митохондрий клетки
не способны даже поддерживать ключевой ката�
болический процесс – аутофагию [69]. Важно
подчеркнуть, что необходимым фактором для
перехода от катаболизма к анаболизму является
перестройка метаболизма глутамата в митохо�
ндриях под действием аллостерического сигна�
ла лейцина. Присоединение лейцина к GDH об�
ращает процесс синтеза глутамата (преобладаю�
щий при катаболизме) в процесс синтеза α�ке�
тоглутарата. Без этого обращения работы фер�
мента, которое экспериментально наблюдается
при поступлении внешних АК в митохондрии,
невозможен переход Rag ГТФаз в mTORC1�свя�
зывающую форму и включение анаболизма [38].
Необходимо отметить, что, наоборот, смещение
стационарного состояния в сторону синтеза глу�
тамата является достаточным, чтобы индуциро�
вать катаболизм посредством сигнала из мито�
хондрий [70].

В работе метаболизм клеток млекопитаю�
щих рассмотрен как двухкомпонентная система,
состоящая из сигнально�командной и исполни�
тельной ферментативной подсистем. Такое рас�
смотрение позволило достаточно полно описать
и графически отобразить последовательность
событий, происходящих в ключевых звеньях
сигнальной и исполнительной систем клетки
при переходах между состояниями катаболизма

и анаболизма. Анализ новейших литературных
данных позволил дополнить метаболический
цикл Вебера (базировавшегося только на актив�
ности исполнительных систем) двумя промежу�
точными стадиями, при которых происходит
перестройка сигнальной системы и стирание
информации, записанной на белках во время
основных метаболических стадий.

Построенная нами схема метаболического
цикла выполнена на основе сигнальной систе�
мы аминокислот. В первую очередь, было про�
ведено сопоставление сигналов АК с актив�
ностью ключевых сигнально�метаболических
регуляторов, таких как mTORC1 и AMPK (рис. 2
и рис. 4). Для этих протеинкиназ уже известны
молекулярные механизмы регуляции, что поз�
воляет по их активности с достаточной точ�
ностью прогнозировать состояние исполни�
тельной системы метаболизма. Во�вторых, было
показано, что сигнальные свойства АК опреде�
ляются не только их молекулярной структурой,
но и локализацией (рис. 2). Основными компарт�
ментами, сигналы АК из которых реализуются
на разных стадиях метаболического цикла, яв�
ляются: внеклеточное примембранное простра�
нство, цитозоль, лизосомы и митохондрии. При
этом переход в анаболический режим невозмо�
жен без подачи сигналов от всех указанных пу�
лов АК на специальную липидно�белковую
платформу на поверхности лизосомы.

Как показал анализ литературы и составлен�
ные нами детальные схемы, система аминокис�
лотной регуляции метаболизма оказалась не
только необходимой, но и достаточной для
обеспечения движения клетки по метаболичес�
кому циклу (рис. 4). Таким образом, система АК
сигнализации может рассматриваться как ство�
ловая система регуляции метаболизма, а другие
типы внешних сигналов (стрессы, гормоны) яв�
ляются модулирующими, вспомогательными
сигналами. Такое рассмотрение логично и с эво�
люционной точки зрения, так как система АК�
сигнализации, близкая по своей структуре к
сигнальной системе АК млекопитающих, при�
сутствует и в одноклеточных эукариотах, кото�
рые лишены гормональной регуляции.

Сигналы АК не только определяют возмож�
ность роста и деления отдельных клеток, но так�
же выполняют адаптогенную роль, являясь необ�
ходимыми факторами для быстрого протекания
любых стресс�реакций. Наличие согласованной
регуляции гомеостаза АК в крови млекопитаю�
щих делает АК также неотъемлемой частью меха�
низма синхронизации процессов анаболизма и
катаболизма на уровне всего организма за счёт
регуляции работы эндокринных клеток [96] и
клеток гипоталамуса [97–99]. Активность
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mTORC1 также необходима для работы иммун�
ной системы, как на этапе созревания новых им�
мунных клеток [100], так и на этапе секреции
воспалительных цитокинов [101]. Более того,
последние данные показывают, что патологичес�
кая активность mTORC1 за счёт воздействия на
эндотелиальную NO синтазу ведёт к нарушению
микроциркуляции [102], что является одной из
ключевых причин развития автокаталитических
воспалительных процессов [103]. Учёт этих важ�
нейших сигнальных путей АК позволяет допол�
нить ранее продемонстрированные эффекты АК
на микроциркуляцию [104–106] и найти новые
пути коррекции метаболических нарушений,
тесно связанных с воспалением. Благодаря тес�
ной взаимосвязи метаболизма и функциональ�
ной активности клеток, построенная в работе
схема пространственно�временной динамики
АК сигнализации открывает путь для поиска но�
вых схем терапии и профилактики заболеваний
человека с использованием аминокислот.

Таким образом, построенная в работе схема
системы регуляции метаболизма, присутствую�
щая практически во всех клетках млекопитаю�
щих, способна служить начальным звеном и
точкой роста для более полной пространствен�
ной схемы, включающей, помимо сигналов
АК, широкое множество других сигнальных
каскадов клетки, в том числе, и тканеспецифи�
ческих.
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In this analytical review the regulation and synchronization principles of metabolic processes in mammalian cells
were studied. It was used a model of cell metabolism as a two�componential system, which includes a controlling sig�
naling system (that regulates the main enzymatic systems), and an executive metabolic system (that directly performs
biosynthesis). This consideration allowed us to distinguish two transitional metabolic states (transition from catabo�
lism to anabolism and vice versa), in which the main changes in the signaling system occur. The signaling system of
natural amino acids (AAs) was selected for review as the most convenient fragment of the cell metabolism, since AAs
are involved in both signaling and executive metabolic subsystems. A graphical method for representation of signaling
events was developed in the work. It made possible to demonstrate the processes sequence occurring in both meta�
bolic subsystems during the passage of a complete metabolic cycle by a non�dividing cell. An important feature of the
AA signaling system was revealed: their signal properties are determined not only by molecular structure, but also by
their location in the cell. Four main signaling groups of AAs were determined: localized in lysosomes, mitochondria,
cytosol, and extracellular space near the plasma membrane. These AA groups are similar in composition, but have dif�
ferent receptors. The scheme of metabolism regulation by AAs was constructed in this work and can serve as basis for
the development of a more complete spatio�temporal scheme of metabolic regulation, which includes a wide variety
of other intracellular signaling cascades.
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Каталитическая субъединица PKА (PKAc) представляет собой практически изолированный киназный до�
мен, консервативный у всех эукариотических протеинкиназ. PKAc состоит из двух долей, образующих ка�
талитическую щель, в которой располагаются: ATP�связывающий участок, пептид�связывающий участок и
каталитический сайт. В процессе фолдинга вторичные структуры РКАс укладываются так, что неполярные
участки собираются в глобулярное ядро, а подвижные петли и хвосты экспонируются наружу, образуя регу�
ляторные элементы. Синтезированная de novo PKАс подвергается процессингу путем фосфорилирования T�
петли. При этом формируется полноценный активный центр, способный высокоаффинно связывать косуб�
страты. Молекула АТР «склеивает» две доли вместе, а связывание пептидного субстрата завершает сборку
активного центра. В результате «каталитическая триада» (γ�фосфат ATP, гидроксил Ser/Thr белка�субстрата
и карбоксил Asp166) занимает положение, оптимальное для эффективного катализа. Динамическая реорга�
низация полярных и гидрофобных взаимодействий в ходе каталитического цикла обеспечивает переход
PKАс из открытой конформации в закрытую и обратно. Изучение структурных основ работы ePK необхо�
димо для успешного создания модуляторов ePK.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: каталитическая субъединица PKA, АТР�связывающий сайт PKА, пептид�связываю�
щий сайт PKА, Thr197 PKA, гидрофобные спины.
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КАТАЛИТИЧЕСКАЯ СУБЪЕДИНИЦА PKA КАК ПРОТОТИП
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cAMP�Зависимая протеинкиназа (cAPK),
получившая известность как PKA (протеинки�
наза А), была открыта в 1968 г. [1]. Уже первые
кристаллические структуры PKAc [2, 3], полу�
ченные к 1991–1993 гг., легли в основу класси�
фикации консервативных доменов (ePK,
eukaryotic protein kinases) [4]. Будучи наиболее
просто организованной и хорошо изученной,
PKAc прочно вошла в научную литературу, как
прототип обширного и разнообразного семей�
ства ePK [5–11].

СЕМЕЙСТВО ЭУКАРИОТИЧЕСКИХ
ПРОТЕИНКИНАЗ

С момента открытия фосфорилирования,
как важнейшего механизма регуляции функций
белков, стало очевидно, что протеинкиназы
(PK) играют ключевую роль во всех аспектах
клеточной жизни [12–16]. PK относятся к клас�
су фосфотрансфераз [17], катализирующих пе�
ренос фосфосфосодержащей группы на различ�

ные субстраты. Выделяют серин/треониновые
PK, осуществляющие перенос фосфата на ами�
нокислотный осадок (а.о.) серина или треонина
(протеин�Ser/Thr�киназы); PK, переносящие
фосфат на остаток тирозина (протеин�Tyr�кина�
зы); PK двойной специфичности (Ser/Thr� и
Tyr�киназы); а также аргинин�, гистидин�кина�
зы прокариот и другие [18].

Ser/Thr�киназы, вместе с Tyr�киназами
(ТК), составляют наиболее важную группу ePK
[19]. У человека относительные доли фосфори�
лирования белков по Ser, Thr, и Tyr составляют ∼
86, 12 и 2% [20]. Несмотря на небольшой вклад
в общее фосфорилирование, ТК занимают осо�
бое место, благодаря высокому онкогенному
потенциалу. Многие цитоплазматические онко�
гены обладают Tyr�киназной активностью, а
мембранные рецепторы факторов роста пред�
ставляют собой рецепторные ТК [21].

В протеоме человека выявлено 518 PK, из
которых 478 содержат характерный для всех ePK
консервативный каталитический домен; а 40 –
представляют собой атипичные PK, обладаю�
щие киназной активностью, но не проявляю�
щие структурного сходства с ePK. Эволюцион�* Адресат для корреспонденции.
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ное дерево ePK делится на восемь основных
групп. К семейству AGC относятся PKA, PKG и
PKC; в семейство CaMK входят Ca/кальмоду�
лин�зависимые PK; семейство CK1 представля�
ет казеинкиназа 1; семейство CMGC образуют
циклин�зависимые PK (CDK), митоген�активи�
руемые PK (MAPK), киназа гликогенсинтазы
(GSK) и CDK�подобные PK; семейство STE
составляют PK верхних эшелонов каскада
МАРK, аналоги дрожжевой PK STE; семейства
ТК и TKL включают Tyr�киназы и ТК�подоб�
ные киназы; и наконец, членами семейства
RGC являются рецепторные гуанилатциклазы,
обладающие ТК�доменом [19].

МОДУЛЬНАЯ СТРУКТУРА ePK

Являясь ключевыми ферментами внутри�
клеточной сигнализации, PK должны выпол�
нять свои функции в строго определенное время
и строго определенном месте. Эти принципы
воплощает модульная структура ePK (рис. 1).
Наряду с каталитическим доменом, многие

Ser/Thr�киназы и Tyr�киназы имеют регулятор�
ные (R) домены [22–26]. Обычно R�домен бло�
кирует киназную активность (PKC, PKG,
CaMKII), выступая в роли псевдосубстрата. Ак�
тивацию таких PK осуществляют низкомолеку�
лярные аллостерические эффекторы (Са2+,
cAMP/cGMP, фосфолипиды), которые, связы�
ваясь с R�доменом, устраняют автоингибирую�
щий эффект. PK семейства CaMK, не способ�
ные самостоятельно связывать Са2+, используют
Са�связывающий белок кальмодулин в качестве
сенсора Са2+�сигнала [27]. К регуляторным эле�
ментам относятся также сайты фосфорилирова�
ния/автофосфорилирования, присутствующие
в структуре многих ePK.

Субклеточная локализация PK регулируется
путем ассоциации с мембранными липидами,
скаффолдами, шаперонами и адаптерными бел�
ками. Для этого в составе ePK имеются домены
(PH, C1, C2, PX, FERM), связывающие опреде�
ленные фракции мембранных фосфолипидов;
домены (SH3, SH2, 14�3�3), распознающие ами�
нокислотные мотивы (Pro�xx�Pro) или ковале�
нтно модифицированные аминокислоты
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Рис. 1. Модульная структура ePK. А – автоингибирующий домен, Р – сайты фосфорилирования, DD – домен димериза�
ции, NLS – сигнал ядерной локализации. Сайты, связывающие эффекторные молекулы: DAG – диацилглицерол, PMA –
форболовый эфир, PS – фосфатидилсерин, Ca – Ca2+, CaM – кальмодулин, PA – полиамины.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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(pTyr/pSer); а также домены, способные к диме�
ризации (DD�DD, PZD�PZD, SAM�SAM) с ана�
логичными доменами других белков [28]. В ряде
случаев функции R�доменов выполняют само�
стоятельные белки – регуляторные субъедини�
цы. Так, холоферменты CDK1 [29] и CK2 [30]
представляют собой гетерокомплексы RC и
R2C2, где R – регуляторные, а C – каталитичес�
кие субъединицы.

Холофермент PKA (R2C2) состоит из двух ре�
гуляторных и двух каталитических субъединиц
[31]. Связывание cAMP с PKAr в составе холо�
фермента стимулирует высвобождение двух ак�
тивных PKAc�мономеров и последующее фос�
форилирование белков�мишеней [32]. Таким
образом, PKАс представляет собой практически
изолированный киназный домен ePK, лишен�
ный дополнительных модулей (таких как авто�
ингибирующий домен, сайты связывания ал�
лостерических эффекторов). В отличие от чрез�
вычайно разнообразных R�доменов, каталити�
ческий домен ePK обладает высокой степенью
гомологии и включает 12 консервативных суб�
доменов, характерных для всех членов семей�
ства. Три важнейшие функции [4]: 1) связыва�
ние и ориентация ATP; 2) связывание и ориен�
тация белка�субстрата; и 3) перенос γ�фосфата
ATP на Ser/Thr или Tyr белка�субстрата – наш�
ли отражение в структуре PKAc.

КАТАЛИТИЧЕСКАЯ СУБЪЕДИНИЦА PKA.
ОБЩИЕ СВЕДЕНИЯ

PKAc состоит из двух долей – N�концевой
(малой) и C�концевой (большой), соединяю�
щихся между собой подвижным линкерным
участком. Две доли формируют каталитическую
щель, в которой размещаются молекула ATP в
комплексе с двумя дивалентными катионами
(Mg или Mn) и фосфо�акцепторный участок
пептидного субстрата.

За связывание ATP преимущественно отве�
чает N�доля, тогда как C�доля содержит участки
для связывания пептида, катализа, и регуляции
[3, 6, 33]. Обе доли образуют несколько фарма�
кофорных площадок для связывания различ�
ных частей аденозинтрифосфата: «фосфатный
якорь», «рибозный якорь», «гидрофобную щель»
и аденин�связывающий карман. На поверхности
C�доли располагаются: 1) каталитическая петля,
участвующая в процессе катализа; 2) Mg�связы�
вающая петля, координирующая положение
комплекса Mg2/ATP; 3) активирующая петля,
которая содержит консервативный Thr197, не�
обходимый для активации PKAc путем фосфо�
рилирования; и 4) Р+1�петля и ее окружение,

образующие участок связывания пептида. Три
последние петли образуют сегмент активации,
выполняющий каталитические и регуляторные
функции [7, 34].

Как и многие ePK, PKAc синтезируется de
novo в неактивной конформации и требует фос�
форилирования для активации [35]. В результа�
те фосфорилирования формируется полноцен�
ный активный центр (способный высокоаф�
финно связывать ATP и пептидный субстрат) и
PKAc переходит в активную конформацию
[36–38]. В отсутствие ATP, благодаря гибкому
линкерному региону N� и C�доли могут переме�
щаться относительно друг друга. Такая конфор�
мация называется открытой. Молекула ATP,
связываясь одновременно с обеими долями,
«склеивает» их вместе и переводит энзим в зак�
рытую конформацию. По завершении катали�
тического цикла PKAc освобождается от про�
дуктов реакции и снова переходит в открытую
конформацию [33, 39, 40].

ДОМЕННАЯ СТРУКТУРА КАТАЛИТИЧЕСКОЙ
СУБЪЕДИНИЦЫ PKA

N4доля. N�доля PKAc (40–119 а.о.) представ�
лена пятью антипараллельными β�структурами
(1–5) и небольшим α�спиральным доменом
(A�C) (рис. 2). Спиральный домен включает две
вариабельные α�спирали (αA и αВ) и длинную
αC�спираль, обязательную для структуры лю�
бой ePK [3]. N�доля PKAc млекопитающих на�
чинается с сайта миристоилирования (Gly1), N�
концевая аминогруппа которого способна кова�
лентно связывать остаток жирной (миристино�
вой) кислоты. У немиристоилированных форм
PKAc подвижный N�хвост (1–10 а.о.) распола�
гается произвольно [36]. Миристоилирование
обычно повышает сродство белков к мембра�
нам, однако у свободных PKAc углеводородная
цепь миристиновой кислоты укладывается в
гидрофобный карман на поверхности C�доли.
Присоединение R�субъединиц освобождает
жирнокислотный хвост, и холофермент PKA
прекрасно связывается с липидными везикула�
ми [41].

Следующие 11–31 а.о. N!доли образуют ам�
фипатическую αA�спираль. N�конец αA�спира�
ли прочно фиксируется на поверхности боль�
шой доли благодаря гидрофобным силам притя�
жения, а C�конец располагается между долями,
ограничивая их подвижность, наподобие суста�
ва. Гидрофобный «сустав» образуют боковые це�
пи ароматических а.о. Phe26 и Trp30 αA�спира�
ли, которые проникают в обширную гидрофоб�
ную щель между долями (Ile94, Ala97, Val98,
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Tyr156, Leu160, Leu162). Положение Phe26 и
Trp30 фиксируют с двух сторон полярные Arg93
αC�спирали и Arg190 β9�структуры. В этом
участке C�концы αC�спирали и αA�спирали
тесно контактируют и стабилизируют друг друга
путем взаимодействий Lys92–Ser34, Arg93–
Trp30, Gln96–Lys29, и Gln96–Ser34 [42]. Важ�
нейшими консервативными мотивами N�доли
являются: G�петля, β3�структура, и αC�спи�
раль, входящие в состав I, II, и III�го субдоме�

нов по «анатомической» классификации Хэнкса
[4]. Первые два субдомена образуют фосфатный
якорь, удерживающий фосфаты ATP, в положе�
нии оптимальном для катализа.

G4петля (Glycine�rich loop, G�loop), соединя�
ющая β1� и β2�структуры, получила свое назва�
ние по глициновому кластеру (Gly50, Gly52,
Gly55), консервативному у всех ePK. Обычно к
G�петле относят короткие фрагменты β1 и β2,
на которые она опирается. G�петля стабилизи�
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Рис. 2. Структура PKАс мыши по Zheng at al. (1993). а – 15–350 а.о.; б – 40–350 а.о.; в – первичная аминокислотная по�
следовательность. PDB:1ATP.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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руется несколькими внутримолекулярными
связями между антипараллельными β�структу�
рами и образует «козырек» над входом в катали�
тическую щель. В закрытой конформации G�
петля покрывает молекулу ATP, изолируя ее от
растворителя. При проникновении молекулы
ATP в каталитическую щель амиды основной
цепи G�петли захватывают фосфаты ATP и ко�
ординируют их положение внутри активного
центра [43]. Ser53 образует водородную связь с
ключевым γ�фосфатом, а Phe54 и Gly55 фикси�
руют β�фосфат. По данным мутационного ана�
лиза [44], из трех глицинов наиболее важную
роль в связывании ATP играет Gly52, регулиру�
ющий положение Ser53 на вершине G�петли
[45]. G�петля заканчивается на Val57 β2�струк�
туры, который вместе с Ala70 образует верхнюю
часть гидрофобной щели, вмещающей в себя
адениновый гетероцикл ATP.

Вторую часть фосфатного якоря составляет
последовательность АхК, относящаяся к β3�
структуре (субдомен II). Находящийся внутри
каталитической щели Lys72 этого мотива обра�
зует связи с двумя (α и β) фосфатами ATP. В
свою очередь, положение Lys72 стабилизирует
Glu91, расположенный в начале αC�спирали, с
которым Lys72 образует ионную пару [46].

Возможность взаимодействия Lys72–Glu91
критически зависит от конформации подвижной
αC�спирали (субдомен III). Располагаясь между
двумя долями, своим N�концом αC�спираль тес�
но контактирует с сегментом активации C�доли,
и ее статус зависит от таких факторов, как состо�
яние сайта фосфорилирования, связывание ATP
и сборка гидрофобного R�спина [37, 47–49]. В
закрытой конформации положение обеих долей
фиксирует «застежка», которую образуют His87
αC�спирали и pThr197 петли активации [50].

Важную роль в связывании ATP играют рас�
положенный в глубине каталитической щели
линкерный регион (120–127 а.о.), вместе с
αD�спиралью, входящий в состав субдомена V.
У PKA этот фрагмент содержат один а.о.
(Glu127), образующий рибозный якорь, и два
а.о. (Glu121 и Val123), отвечающие за распозна�
вание фармакофорных атомов N аденинового
гетероцикла ATP.

C4доля. C�доля (128–300 а.о.) включает семь
α�спиралей (D�I) и четыре коротких β�структу�
ры (6–9), соединенные между собой петлями.
Спиральные домены образуют глобулярное яд�
ро, а экспонированные наружу петли участвуют
в связывании косубстратов и регуляции катали�
тической активности [3] (рис. 2). C�доля начи�
нается с короткой αD�спирали, за которой сле�
дует длинная гидрофобная αE�спираль (субдо�
мен VIA). Важнейшим участком C�доли являет�
ся продолжительный фрагмент, состоящий из
β�структур, соединяющихся между собой под�
вижными петлями (рис. 3). Первой в этом фраг�
менте располагается каталитическая петля
(166–171 а.о.), занимающая место между β6� и
β7�структурами (субдомен VIB). Консерватив�
ный HRD�мотив (His�Arg�Asp) этой петли со�
держит ключевую пару: Arg165–Asp166, в кото�
рой аргинин запускает сборку активного центра
в ответ на фосфорилирование петли активации
[36], а аспартат непосредственно участвует в
процессе катализа. «Каталитический» Asp166
выполняет две функции: выступает в роли про�
тонной ловушки и координирует гидроксиль�
ную группу Ser/Thr белка�субстрата относи�
тельно γ�фосфата ATP [51–54], положение ко�
торого контролирует еще один консервативный
остаток (Lys168) каталитической петли. Ката�
литическая петля содержит также Asp171, хела�
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Рис. 3. Каталитическая петля и сегмент активации. а – Положение в структуре активной PKАc; б – схема.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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тирующий Mg�1. За каталитической петлей сле�
дует сегмент активации (рис. 3), с одной сторо�
ны, опирающийся на β7/β8�структуры, а с дру�
гой – на APE�мотив αF�спирали глобулярного
ядра. Сегмент активации включает Mg�связы�
вающую петлю, β9, активирующую петлю, и
P+1�петлю.

Короткая Mg�связывающая петля/Mg�пози�
ционирующая петля (Asp184�Phe�Gly�Phe187)
располагается между 8�й и 9�й β�структурами и
относится к субдомену VII (176–193 а.о.). Эта
петля играет ключевую роль в позиционирова�
нии ионов металлов, ассоциированных с ATP.
Окружение ATP составляют два иона магния
(Mg�1 и Mg�2), необходимые для нейтрализа�
ции высокого отрицательного заряда фосфатов
и координации трифосфатной группы внутри
активного центра. В активной конформации
PKAc Asp184 консервативного DFG�мотива
(Asp�Phe�Gly) Mg�связывающей петли контро�
лирует положение Mg�1 и Mg�2. Положение
Mg�1 дополнительно стабилизирует Asn171 ка�
талитической петли.

Между VII и VIII субдоменами Хэнкса рас�
полагается вариабельная активирующая петля
(188–197 а.о.), так же известная как T�петля,
поскольку содержит консервативные остатки
Ser/Thr или Tyr, которые могут быть модифици�
рованы путем фосфорилирования. Иногда в ли�
тературе встречается название А�петля (аctiva�
tion�loop). У PKAc сайтом фосфорилирования
является Thr197. Фосфорилирование T�петли
представляет собой широко распространенный
механизм активации ePK [35, 36, 55]. У некото�
рых ePK (CDK2, InRK) в нефосфорилирован�
ной форме T�петля препятствует связыванию
ATP и пептидного субстрата, и наоборот, фос�
форилирование T�петли стабилизирует PK в ак�
тивной конформации [56–58].

Последней в сегменте активации располага�
ется P+1�петля (198–208 а.о.). В случае PKAc эта
петля образует гидрофобное ложе для неполяр�
ного Р+1�остатка, характерного для субстратов
PK семейства AGC, и ориентирует фосфоакцеп�
торный P�сайт относительно активного центра.
Р+1�петля и ее окружение формируют пептид�
связывающий участок на поверхности C�доли,
поэтому в литературе иногда встречается назва�
ние пептид�позиционирующая петля [37].

Консервативный мотив APE (Ala206�Pro�
Glu208), расположенный в конце Р+1�петли,
обеспечивает интеграцию между структурами C�
доли [46]. Glu208 формирует солевой мост с
Arg280 αH–αI�петли, стабилизирующий поло�
жение сегмента активации относительно C�кон�
цевых αG�, αH� и αI�спиралей; а Ala206 и
Pro207 APE�мотива образуют гидрофобный до�

кинг�сайт для Trp222 αF�спирали, следующей за
VIII�субдоменом (194–213 а.о.).

Субдомен IX представлен большой неполяр�
ной αF�спиралью (218–233 а.о.), выполняющей
опорные функции при сборке гидрофобных
спинов, составляющих внутреннюю архитекту�
ру PKAc [47, 49, 59]. Субдомен X содержит ко�
роткую αG�спираль, а субдомен XI образует
подвижный C�хвост большой доли. Некоторые
фрагменты C�хвоста, расположенные в непосре�
дственной близости к каталитической щели,
участвуют в механизмах связывания косубстра�
тов. Так, остатки 315–327 C�хвоста (рис. 2, б) ре�
гулируют доступ к аденин�связывающему кар�
ману; а кислый кластер (328–334 а.о.) помогает
притягивать положительно заряженные пепти�
ды к активному центру [33, 37, 58].

ATP4СВЯЗЫВАЮЩИЙ УЧАСТОК

Поскольку большинство PK используют мо�
лекулу ATP в качестве донора фосфата, ATP�
связывающий участок (рис. 4) отличается наи�
большей консервативностью среди ePK. Моле�
кула ATP, глубоко проникая в каталитическую
щель, образует множественные контакты с обе�
ими долями. В составе ATP�связывающего
участка выделяют несколько фармакофорных
площадок для связывания различных частей мо�
лекулы ATP [33, 37].

Фосфатный якорь. Основной функцией это�
го участка является правильная ориентация γ�
фосфата относительно каталитического сайта. В
тройном комплексе отрицательно заряженные
фосфаты ATP образуют связи с амидами пеп�
тидного скелета G�петли и аминогруппами бо�
ковых цепей Lys72 и Lys168. Как видно из рис. 4,
положение γ� и β�фосфатов стабилизирует пеп�
тидная цепь Ser53�Phe54�Gly55, α� и β�фосфаты
связывает Lys72 β3�структуры, а Lys168 катали�
тической петли образует связь с γ�фосфатом. В
свою очередь, позицию Lys72 поддерживает
Glu91 αC�спирали, конформация которой зави�
сит от взаимодействия pThr197–His87; а коор�
динаты Lys168 определяет цепочка связей
pThr197–Arg165–Asp166–Thr201–Lys168. Таким
образом, ключевой γ�фосфат ATP занимает оп�
тимальное для катализа положение благодаря
взаимодействиям с Ser53 и Lys168 и координа�
ционным связям с двумя ионами Mg.

Ионы металлов. В состав комплекса с ATP
входят два Mg2+, определяющие конформацию
трифосфатной группы. Один из ионов Mg (Mg�
1) координирует положение α� и γ�фосфатов
ATP, а второй (Mg�2) – β� и γ�фосфатов. Поло�
жение ионов Mg контролирует аминокислотное
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окружение каталитического сайта. Asn171 ката�
литической петли образует связь с Mg�1, а
Asp184 Mg�связывающей петли образует связи с
обоими Mg2+ (Mg�1 и Mg�2).

Рибозный якорь образуют два Glu (Glu127
линкерного региона и Glu170 каталитической
петли), связывающие 1'OH� и 2'OH�группы ри�
бозы. При присоединении белка�субстрата фор�
мируется третья водородная связь между Arg в
положении Р�3 и 2'OH�группой рибозы.

Гидрофобную щель, в которой размещается
плоский скелет аденинового основания ATP об�
разуют неполярные а.о. обеих долей (Val57 и
Ala70 N�доли, и Leu173 C�доли). Плоская струк�
тура пуринового гетероцикла предполагает два
типа взаимодействий с аминокислотным окру�
жением: 1) гидрофобные силы притяжения
между неполярным поверхностями, и 2) водо�
родные связи с полярными фрагментами пеп�
тидной цепи, лежащими в плоскости колец. Ес�
ли гидрофобные взаимодействия с поверх�
ностью гидрофобной щели регулируют простран�
ственное положение и подвижность адениново�
го гетероцикла, то водородные связи играют
ключевую роль в процессе распознавания азо�
тистого основания и определяют специфич�
ность ePK в отношении ATP/GTP.

Аденин4связывающий участок, включающий
фрагмент линкерного региона и начало αD�

спирали, располагается в глубине каталитичес�
кой щели. Его основной функцией является
распознавание фармакофорных атомов азота
пуринового гетероцикла. Взаимодействуя с
PKAc, азотистое основание ATP образует две
донорно�акцепторные пары с пептидной цепью
линкерного региона. Водородная связь между
NH2�группой аденина и карбонилом пептидно�
го скелета Glu121, вместе с водородной связью
между N1 аденина и амидом пептидного скелета
Val123, связывают пурин с линкерным регио�
ном. Еще одна водородная связь возникает меж�
ду N7 аденина и ОH�группой Thr183 Mg�связы�
вающей петли [33]. Связывание ATP критичес�
ки зависит от взаимодействия с этим участком.
PKAc не может использовать в качестве донора
фосфата молекулу GTP, несмотря на сходство
трифосфатных групп, рибозы и пуринового ге�
тероцикла.

В то же время конформационная пластич�
ность нуклеотид�связывающего участка обеспе�
чивает двойную специфичность каталитической
субъединицы CK2 в отношении ATP/GTP [60].
У PKA отрицательно заряженный Glu127 лин�
керного региона находится на расстоянии
действия водородных связей с гидроксилами
рибозы, тогда как эквивалентный ему Asp120
CK2α располагается на значительном удалении
и не образует рибозного якоря. В результате ри�
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Рис. 4. а – ATP�связывающий участок в тройном комплексе PKAc/Mn�ATP/PKI5�24; б – схема. PKI5�24 (protein kinase
inhibitor) пептид, содержащий субстратоподобную последовательность (RRNAI), где фосфоакцепторный Ser замещен на
Ala. PDB:1ATP.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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боза приобретает способность перемещаться в
пределах свободного пространства у входа в
нуклеотид�связывающий карман [61]. Вместе с
иной (чем у PKA) ориентацией гидрофобной
щели это повышает подвижность ароматическо�
го гетероцикла относительно просторного лин�
керного региона, и при замене ATP на GTP поз�
воляет фармакофорным группам аденина/гуа�
нина находить на этом участке индивидуальный
набор партнеров по водородным связям. Такая
возможность исключена для PKA, поскольку
Glu127 жестко фиксирует положение рибозы и
ограничивает подвижность гетероцикла, а
Phe327 C�хвоста PKA ограничивает простран�
ство внутри нуклеотид�связывающего кармана
[62, 63].

ПЕПТИД4СВЯЗЫВАЮЩИЙ УЧАСТОК

В отличие от универсального для всех проте�
инкиназ ATP�связывающего участка, пептид�
связывающий участок должен обладать высокой
специфичностью, поскольку каждая PK должна
распознавать и фосфорилировать строго опре�

деленные белки. Селективность в отношении
белков�субстратов обеспечивают вариабельные
а.о. большой доли, вместе с консервативной
Р+1�петлей, образующие участок связывания
пептида.

Минимальный консенсусный мотив, характер�
ный для субстратов PKA (RR�x�S/T), включает
два положительно заряженных остатка (обычно
Arg) в положениях Р�2 и Р�3 относительно сайта
фосфорилирования [64] (рис. 5, а). В протони�
рованной форме боковая цепь аргинина несет
сильный положительный заряд. В распознава�
нии положительно заряженных детерминант
субстратов PKA ключевую роль играют кислые
аминокислоты (преимущественно Glu), образу�
ющие катион�связывающие сайты на поверх�
ности N�доли.

Одним из таких участков является кислый
кластер (Asp328, Asp329, Glu331, Glu332,
Glu333, Glu334), входящий в состав C�хвоста
большой доли. Предполагается, что остатки Asp
и Glu образуют ловушку, притягивающую ще�
лочные субстанции [37]. Если пептид обладает
свойствами субстрата PKA, его ключевые а.о.
вступают во взаимодействие с анионными сай�
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Рис. 5. Взаимодействие пептида с PKAc. а – Специфическими детерминантами субстратов PKА служат положительно за�
ряженные боковые цепи аргинина в положениях Р�2, Р�3, и Р�6. В их распознавании ключевую роль играют кислые ами�
нокислоты (Glu127, Glu170, Glu203, Glu230), образующие катион�связывающие сайты для (б) Arg P�2, (в) Arg P�3 и
(г) Arg P�6, которые вместе с Р+1�петлей образуют пептид�связывающий участок PKАс. PDB:4IAC.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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тами и Р+1�петлей и ориентируются в строго
определенном порядке относительно активного
центра. Локализованный посредине кислого
кластера, Tyr330 вместе с консервативной моле�
кулой воды образует сеть связей, соединяющих
вместе: Arg Р�3 пептидного субстрата, 2′OH�
группу рибозы ATP и Glu127 линкерного регио�
на [37, 65, 66]. В результате этих взаимодействий
Glu127 формирует ионную пару с Arg Р�3, а Arg
Р�3 образует связь с 2′OH�группой рибозы. Еще
две связи Arg Р�3 образует с карбонилом пептид�
ного скелета Thr51 G�петли [43], координирую�
щей положение β� и γ�фосфатов. Таким обра�
зом, молекула ATP и пептидный субстрат ока�
зываются прочно привязанными друг к другу
внутри активного центра (рис. 5, б).

Интеграцию между отдельными участками
молекулы PKAc и косубстратами можно рас�
смотреть на примере P�2�связывающего сайта
(рис. 5, в). С Arg P�2 пептидного субстрата не�
посредственно взаимодействует Glu230 αF�спи�
рали; в свою очередь, положение Glu230 стаби�
лизируют Tyr204 Р+1�петли и Arg133 αD�спира�
ли, в начале которой располагается Р�3�связы�
вающий Glu127. Вторую связь с Arg P�2 образу�
ет Glu170 каталитической петли. Одновременно
Glu170 взаимодействует с 2′OH�группой рибо�
зы, а следующий за ним консервативный Asn171
подтягивает к активному центру ATP�связан�
ный ион Mg�1 и Asp166 каталитической петли.
Еще одну связь с амидом пептидного скелета
Arg Р�2 образует Lys168 каталитической петли,
который вместе с Asn171 обеспечивает сопряже�
ние пептида с γ�P и Mg�1 [33, 37, 64, 66].

Наряду с минимальным консенсусным мо�
тивом, некоторые субстраты PKA содержат Arg в
позиции Р�6 (рис. 5, г). Распознавание Arg Р�6
осуществляет Glu203 (вместе с консервативной
молекулой воды), входящий в состав Р+1�петли
[37, 65].

К консервативным элементам пептид�связы�
вающего участка ePK относится P+1�петля
(198–208 а.о.), кэпирующая а.о. субстратного
белка в положении Р+1 относительно сайта фос�
форилирования (рис. 5, г). У пептидных субстра�
тов PKA, таких как кемптид (LRRASLG) или
PKI5�24 (TTYADFIASGRTGRRNAIHN), непос�
редственно после сайта фосфорилирования
обычно размещается неполярный лейцин/изо�
лейцин. Этот остаток укладывается в гидрофоб�
ный карман, который образуют боковые цепи
неполярных аминокислот Leu198, Pro202 и
Leu205 [37, 65]. Одновременно с этим основную
цепь Ile P+1 фиксирует Gly200, а следующий за
ним Thr201 (рис. 5, г) привязывает к Р+1�петле
Asp166 и Lys168 каталитической петли, обеспе�
чивая тесный контакт фосфоакцепторных

Ser/Thr пептидного субстрата с γ�фосфатом ATP.
В конечном итоге, Р�сайт ориентируется внутри
активного центра так, что ОH�группа Ser/Thr
оказывается в радиусе действия водородных свя�
зей с γР�ATP и карбоксилом Asp166.

РОЛЬ ФОСФОРИЛИРОВАНИЯ
В РЕГУЛЯЦИИ ePK

Как ключевые компоненты внутриклеточ�
ной сигнализации, PK находятся под строгим
контролем со стороны клеточного окружения,
наиболее изученным механизмом которого яв�
ляется фосфорилирование [14, 16]. Из 112 PK,
экспрессируемых S. сerevisiae, фосфорилирова�
нию подвержено 56, из которых 27 активируют�
ся посредством фосфорилирования Т�петли вы�
шестоящей PK. Альтернативным механизмом
является цис/транс�автофосфорилирование Т�
петли (внутримолекулярное фосфорилирование
или фосфорилирование соседней аналогичной
PK). Так, активируются 10 PK, тогда как 19 PK
имеют регуляторные P�сайты за пределами Т�
петли. И, наконец, дефосфорилирование слу�
жит механизмом активации/инактивации для 11
PK [67].

Иерархически организованные PK образуют
сигнальные каскады, в которых одна PK фосфо�
рилирует и активирует другую, как в каскаде
МАРK/Erk [68]. На роль киназы PKA у млеко�
питающих претендует PDK1 (3�phosphoinosi�
tide�dependent protein kinase) [69, 70]. Связыва�
ние PDK1 с определенными фракциями фосфо�
липидов (плазматической, ядерной мембран)
стимулирует кластеризацию и транс�автофос�
форилирование PDK1 [71]. Благодаря этому
свойству, PDK1 часто занимает место в верхних
эшелонах AGC�киназ (PKA, PKB/Akt, PKC,
SGK, и p70 S6R) и может быть upstream�киназой
PKA. Не исключено также существование аль�
тернативных механизмов активации PKA. Так, в
бактериальных клетках, дефицитных по PDK,
процессинг PKA осуществляется путем авто�
фосфорилирования [72].

Клеточными антагонистами PK являются
протеинфосфатазы (PP), осуществляющие де�
фосфорилирование белков. Этот антагонизм
проявляется не только в отношении нижестоя�
щих белков�мишеней, но и в отношении самих
PK. В отличие от PKAc, у которой Thr197 не
чувствителен к действию PP, многие ePK
(PKB/Akt, IκB�kinase, PKC, CaMK, Erk, CDK)
могут быть инактивированы путем дефосфори�
лирования Ser/Thr�фосфатазой РР2А (во вся�
ком случае in vitro) или образуют комплекс с
РР2А [73].
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Обратимое фосфорилирование представляет
собой мощный механизм регуляции киназной
активности, поэтому многие ePK имеют один
или несколько P�сайтов, расположенных в сег�
менте активации и подвижных N� и C�хвостах
(рис. 1). У PKAc млекопитающих известно три
таких сайта (Ser10, Thr197, Ser338). Ser10 входит
в состав сегмента (Ser10�Glu�Gln�Glu13), кэпи�
рующего αA�спираль, которая препятствует
расхождению N� и C�долей. Автофосфорилиро�
вание Ser10 наблюдается только у E. сoli; оно
дестабилизирует N�хвост и приводит к инакти�
вации PKA [72]. Ser338 PKA образует вершину
(turn�motif) петли между двумя консервативны�
ми участками (FDDY и FxxF) подвижного С�
хвоста и в фосфорилированной форме стабили�
зирует C�хвост, регулирующий доступ ATP к ка�
талитическому центру и положение N�конца
αC�спирали [31]. Автофосфорилирование
Ser338 PKA происходит в ходе трансляции. За
исключением PKA и PKG все AGC�киназы име�
ют еще один сайт автофосфорилирования, сле�
дующий за FDDY. В фосфорилированной фор�
ме С�хвосты AGC�киназ приобретают способ�
ность к взаимодействию с PIF�pocket (PDK1�
interacting fragment) PDK1 [58, 74]. В результате
происходит аллостерическая активация PDK1 и
PDK1�зависимое фосфорилирование Т�петли
AGC�киназ (Thr197 PKA).

СБОРКА АКТИВНОГО ЦЕНТРА PKAc

Само название сегмент активации указывает
на важную роль этого фрагмента в регуляции
ePK. Центральное место в сегменте активации
занимает T�петля, содержащая фосфоакцептор�
ный сайт (рис. 3). Фосфорилирование консерва�
тивных Ser/Thr или Tyr является ключевым со�
бытием в процессе активации многих ePK
(CDK2/4, Raf1, Mek1, Erk2, PKC, CaMKI/IV,
ISPK1, GSK3, InRK, PDGF, TK семейства Src)
[35, 75]. У конституционно�активной PKСδ сайт
фосфорилирования (Thr505) соседствует с «фос�
фомиметиком» Glu500, поэтому PKСδ не требу�
ет фосфорилирования для активации [76].

У PKAc сайт фосфорилирования T�петли
представлен консервативным Thr197. Присое�
динение отрицательно заряженного фосфата к
Thr197 запускает цепь ионных, водородных и
неполярных взаимодействий, которые ориенти�
руют каталитическую петлю, Mg�связывающую
петлю и Р+1�петлю в положениях, оптимальных
для эффективного связывания косубстратов и
катализа [62, 66]. В результате PK переходит в
активную (каталитически�компетентную) кон�
формацию (рис. 6). Существующие к настояще�

му времени структуры тройного комплекса, где
молекулы ATP и пептида уже занимают свои
места [3, 66] позволяют предложить сценарий
сборки активного центра PKAc, в котором клю�
чевые роли последовательно исполняют
pThr197, Arg165, и Asp166 HRD�мотива.

В фосфорилированной форме Thr197 обра�
зует четыре полярных контакта, с Arg165 HRD�
мотива, Lys189 β9�структуры, Thr195 Т�петли, и
His87 αC�спирали, отчетливо прослеживаю�
щихся в структурах всех активных PKAc
(рис. 6, а). Роль «эффектора» в сборке активно�
го центра выполняет HRD�мотив. HRD�мотив
ePK содержит уникальную последовательность,
обладающую крайне высоким потенциалом для
полярных взаимодействий – два положительно
заряженных остатка (His164 и Arg165), и отри�
цательно заряженный Asp166. У PKAc положе�
ние гистидина занимает неполярный Tyr164, ко�
торый опосредует гидрофобный механизм сбор�
ки активного центра [49].

Формирование ионной пары pThr197–
Arg165 имеет два важных последствия: наруша�
ется распределение зарядов вокруг HRD�моти�
ва, и изменяются координаты Tyr164, Arg165, и
Asp166. Это стимулирует дальнейшую реоргани�
зацию сегмента активации, в которой «ключе�
вым игроком» становится Asp166. Иными сло�
вами, мобилизация HRD�мотива создает усло�
вия для новых полярных взаимодействий с учас�
тием Asp166, в результате которых к активному
центру подтягиваются Р+1�петля и каталити�
ческая петля.

Гидрофобный карман Р+14петли, в котором
размещается боковая цепь Ile пептидного
субстрата, образуют три неполярные аминокис�
лоты (Leu198, Pro202, и Leu205). Как видно из
рис. 6, б, в тройном комплексе координаты Р+1�
петли, с одной стороны, контролирует поляр�
ный pThr197, непосредственно контактирую�
щий с Leu198; а с другой – Asp166, образующий
связь с гидроксилом Thr201. Конформация
Р+1�петли во многом зависит и от гидрофобных
взаимодействий. Неполярные контакты Tyr204
(с Pro169 каталитической петли, Val226 и Leu227
αF�спирали и αE�спиралью) прочно привязы�
вают Р+1�петлю к гидрофобному ядру большой
доли, создавая платформу для пептид�связыва�
ющего участка [37, 64, 77].

Растущая интеграция между различными
частями молекулы приводит к формированию
еще одной связи, которую образует Thr201 с
Lys168. Наряду с цепочкой Asp166–Thr201–
Lys168, положение каталитической петли стаби�
лизируют еще две связи: связь pThr197 с Asp166,
лежащим в основании каталитической петли; и
связь Asp166 с Asn171, хелатирующим Mg�1.
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В результате этих взаимодействий Asp166 и
Lys168 каталитической петли занимают положе�
ния в непосредственной близости к будущему
каталитическому сайту (рис. 6, в).

Мобилизацию Mg4связывающей петли осу�
ществляет pThr197 совместными усилиями с
Arg165 HRD�мотива. pThr197 формирует ион�
ную пару с аминогруппой Lys189 β9�структуры,
на которую опирается Mg�связывающая петля,
а боковая цепь Arg165 образует связь с карбони�
лом скелета Phe187 (рис. 6, г). В результате к ак�
тивному центру подтягивается Asp184, хелати�
рующий два иона Mg (Mg�1 и Mg�2) в составе
комплекса с ATP.

И, наконец, сборка активного центра закан�
чивается, и активированная PKAc приобретает
способность к высокоаффинному связыванию
ATP и пептидного субстрата. Учитывая высокую
концентрацию ATP в клетке (5 мМ), предпола�
гается, что первой с PKAc связывается молекула
ATP [62]. Образуя множественные контакты с
двумя долями, молекула ATP стимулирует их

схождение. При этом пептид�связывающий
участок, расположенный у основания каталити�
ческой щели на поверхности большой доли, ос�
тается доступным; а ATP�связанная закрытая
конформация PKA стабилизируется солевым
мостом pThr197–His87.

Дополнительные механизмы стабилизации
активного центра включают правильную ориен�
тацию подвижных элементов, таких как β9�
структура, αC�спираль и αA�спираль. Так, две
связи: pThr197–Thr195 и pThr197–Lys189 при�
вязывают к активному центру T�петлю и β9�
структуру. В свою очередь, мобилизация β9�
структуры и реорганизация αC�спирали (Arg93,
Gln96 и Arg190 которых образуют полярные гра�
ницы «гидрофобного сустава») – упорядочива�
ют положение αA�спирали, соединяющей две
доли наподобие пружины [42, 50].

Таким образом, фосфорилирование T�петли
PKAc приводит в конечном итоге к формирова�
нию активного центра. Активный центр PKAc
включает: ATP�связывающий участок, пептид�
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Рис. 6. Сборка активного центра PKАс. а – В фосфорилированной форме Thr197 образует четыре связи, стимулирующие
мобилизацию; б) Р+1�петли; в) каталитической петли; г) Mg�связывающей петли. В результате формируется (д) катали�
тическая триада: γ�фосфат ATP, гидроксил Ser/Thr белка�субстрата и карбоксил Asp166. Стрелочками (один цвет) обозна�
чены цепочки связей, ведущие от pThr197 к ключевым а.о. активного центра и далее.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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связывающий участок, и собственно, каталити�
ческий сайт, содержащий химические группы,
непосредственно участвующие в процессе ката�
лиза. В тройном комплексе основу каталитичес�
кого сайта составляет каталитическая триада:
γ�фосфат ATP, гидроксил Ser/Thr белка�субстра�
та, и карбоксил Asp166, (рис. 6, д). Непосред�
ственное окружение каталитического сайта об�
разуют два иона Mg, Lys168, Lys72 и амиды G�
петли, которые компенсирует локальный отри�
цательный заряд, возникающий в ходе реакции.

КАТАЛИТИЧЕСКИЙ МЕХАНИЗМ
ФОСФОРИЛТРАНСФЕРАЗНОЙ РЕАКЦИИ.

РОЛЬ Asp166

Реакция переноса фосфата (перенос фосфо�
рильной группы) происходит через образование
промежуточного интермедиата (рис. 7), преиму�
щественно по диссоциативному механизму [54,
78–82], и включает три этапа:

1) ориентация терминальных фосфатов и
ОH�группы Ser. В этом процессе участвуют
Asp166, два иона магния и Lys168 каталитиче�
ской петли. Важным аспектом каталитической
реакции переноса фосфата является то, что
электрофильность γ�Р усиливается в результате
взаимодействия с двумя ионами Mg. Положи�
тельно заряженные ионы металлов стабилизи�
руют отрицательный заряд атомов кислорода,
что приводит к увеличению дипольного момен�
та фосфорно�кислородной связи. Поэтому P
получает больший положительный заряд и ста�
новится лучшим электрофилом;

2) нуклеофильная атака атома фосфора гид�
роксилом Ser очень похожа на реакцию нуклео�
фильного замещения. В этой реакции участвуют

три компонента: богатый электронами нуклео�
фил, электронодефицитный электрофил и «ухо�
дящая» (отщепляемая) группа, в данном случае
ADP.

Кислород гидроксила является сильным
нуклеофилом, он «атакует», т.е. притягивается к
положительно заряженному центру γ�Р, и стре�
мится образовать новую ковалентную связь,
предоставляя в общее пользование свободную
пару электронов. В результате нуклеофильной
атаки кислородный мостик между β� и γ�фосфа�
тами разрывается, O принимает два электрона
этой связи и «уходит» в депротонизированной
форме в составе молекулы ADP. Его место зани�
мает кислород ОH�группы Ser белка�субстрата,
замещая молекулу ADP, и инверсируя стереохи�
мическую конфигурацию фосфатной группы
[83, 54];

3) кислотно�щелочной катализ с участием
Asp166. Ферменты являются уникальными био�
логическими катализаторами благодаря тому,
что а.о. в окружении активного центра могут
проявлять как кислотные, так и щелочные свой�
ства. У PKA таким а.о. является Asp166, несу�
щий карбоксильную группу. Для карбоксила ха�
рактерно смещение электронной плотности в
сторону карбонильного кислорода и поляриза�
ция связи О–Н. Благодаря этому, атом водорода
легко диссоциирует в виде H+. В результате об�
разуется высокореактивный карбоксилат�ион
(R�COO−), в котором отрицательный заряд рав�
номерно распределяется между двумя атомами
кислорода.

С самого начала Asp166 рассматривали в ка�
честве кандидата на роль акцептора протона,
повышающего нуклеофильные свойства ОH�
группы Ser [3, 51, 52]. Однако последующие ис�
следования показали, что Asp166 не обладает
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Рис. 7. Предполагаемый «in�line» механизм фосфорилтрансферазной реакции с образованием пентакоординированного
промежуточного комплекса. Переходное состояние (в центре) имеет преимущественно диссоциативный характер; связь
между β� и γ�Р слабеет, а новая связь между γ�Р и О�Ser начинает формироваться. AD – аденозин.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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достаточной щелочностью, чтобы катализиро�
вать отрыв протона, и его вклад на начальных
стадиях реакции сводится к образованию водо�
родной связи с гидроксилом Ser. Ограничивая
вращения гидроксильной группы, она стабили�
зирует положение нуклеофила в непосредствен�
ной близости к электрофильному γ�фосфату,
повышая продуктивность нуклеофильной атаки
[53, 54, 78, 81].

Иная картина наблюдается в переходном
состоянии (рис. 7), когда начинает формиро�
ваться нуклеофильная связь между γ�фосфатом
и гидроксильным кислородом. В процессе фор�
мирования этой связи гидроксил теряет прото�
ны, которые накапливаются в окружении Ser.
Эти протоны захватывают Asp166, смещая хи�
мическую реакцию в сторону образования pSer.
В дальнейшем, по всей вероятности, этот про�
тон переходит к ADP, а Asp166 снова превраща�
ется в карбоксилат�анион [54, 84, 85]. Таким об�
разом, «каталитический» Asp166 удерживает
гидроксил Ser на ранних стадиях реакции, вы�
полняет функции «протонной ловушки» на
поздних стадиях и служит донором протона по
ее завершении. Важную роль в стабилизации пе�
реходного состояния играют два иона Mg и
Lys168, компенсирующие локальный отрица�

тельный заряд, возникающий в ходе реакции
[54, 84]. Описанный механизм во многом явля�
ется дискуссионным и может включать множе�
ственные формы переходных состояний [79].

СПИНОВАЯ КОНЦЕПЦИЯ ePK

В последние годы получила распростране�
ние «спиновая концепция» строения ePK. Сог�
ласно этой модели, для полной активации ePK
необходима сборка двух гидрофобных осей, наз�
ванных регуляторным (R) и каталитическим (С)
«спинами». Каждый спин состоит из несколь�
ких неполярных остатков, расположенных в
различных регионах, которые на уровне прост�
ранственной структуры формируют единый
гидрофобный хребет [11, 49, 59]. Оба спина про�
ходят через каталитическое ядро и соединяются
между собой посредством αF�спирали, состав�
ляя внутренний гидрофобный скелет киназного
домена (рис. 8).

R4спин PKAc (рис. 8, а) включает два гидро�
фобных остатка малой доли (Leu106 β4�структу�
ры и Leu95 αC�спирали) и два гидрофобных ос�
татка большой доли (Phe185 DFG�мотива Mg�
связывающей петли, и Tyr164 HRD�мотива ка�
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Рис. 8. Внутренний скелет PKAc образуют два гидрофобных спина. а – R�спин объединяет и координирует αC�спираль,
DFG�мотив и HRD�мотив. В собранном R�спине Asp184 образует связи с двумя Mg2+, а Phe185 находится в конформации
DFG�In; б – у некоторых неактивных киназ Phe185 занимает положение DFG�Out, препятствуя связыванию ATP. Фос�
форилирование Т�петли стимулирует сборку R�спина; в – молекула ATP занимает свое место, склеивая вместе верхний и
нижний сегменты С�спина. PDB:1ATP.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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талитической петли). R�спин формируется в ре�
зультате фосфорилирования T�петли [58] и от�
ражает готовность активного центра к связыва�
нию косубстратов. Индикатором сборки/раз�
борки R�спина является положение Phe185
DFG�мотива. В собранном спине ароматиче�
ская боковая цепь Phe185 укладывается в гидро�
фобный карман, который образуют Leu106 и
Leu95 малой доли, и Tyr164 большой доли. По�
ложение Phe185 DFG�мотива в составе R�спина
обозначается как «DFG�In». В этой конформа�
ции Asp184 DFG�мотива образует координаци�
онные связи с двумя ионами Mg, необходимые
для правильной ориентации молекулы ATP. У
синтезированных de novo нефосфорилирован�
ных киназ R�спин обычно состоит из трех от�
дельных сегментов. Положение Phe185 вне R�
спина обозначается как «DFG�Out» и служит
маркером неактивных форм ePK [47].

У некоторых PK (Akt, InRK, p38 MAP, MSK)
Phe185 в конформации DFG�out располагается
так, что стерически блокирует связывание ATP
[86] (рис. 8, б). На стабилизацию неактивной
конформации DFG�Out направленно действие
Gleevec – ингибитора тирозинкиназ Abl/Src.
Однако инактивация ePK не всегда требует кон�
фигурации DFG�Out [46]. У ряда протеинкиназ
R�спин разрушается другим путем, например,
ротацией αC�спирали. Примерами служат неак�
тивные формы Src и CDK2, у которых DFG�мо�
тив находится в конформации DFG�In, а αC�
спираль занимает положение «αC�Out» [87, 88].

C4спин PKAc (рис. 8, в) образуют гидрофоб�
ные остатки обеих долей, но для его сборки не�
обходимо связывание молекулы ATP. В связан�
ной форме плоский ароматический гетероцикл
ATP располагается внутри гидрофобной щели.
Возникающие при этом силы притяжения скле�
ивают вместе верхний и нижний сегменты C�
спина. Верхний сегмент образуют два небольших
остатка малой доли (Val57 β2�структуры и Ala70
β3�структуры). Нижний сегмент включает
Leu173 β7�структуры и окружающие его Leu172 и
Ile174, которые кэпируют гидрофобный Met128
αD�спирали. В основании C�спина располага�
ются массивные Leu227 и Met231, входящие в
состав αF�спирали. На протяжении каталити�
ческого цикла происходят динамические изме�
нения C�спина [47]. C�спин разобщается при
высвобождении молекулы ADP и вновь собира�
ется при связывании новой молекулы ATP. В це�
лом открытая конформация адаптирует киназу к
эффективному захвату ATP. Этому способствуют:
раскрытие каталитической щели, «взведенное»
положение G�петли, разблокировка аденин�свя�
зывающего кармана и преформированные регу�
ляторные спины и активный центр.

Спиновая модель помогает идентифициро�
вать а.о., занимающие ключевые простран�
ственные позиции. К таким относится, напри�
мер, Met120 линкерного региона PKAc. Распо�
лагаясь между спинами, Met120 контролирует
доступ к аденин�связывающему карману, вы�
полняя функции «привратника» [46]. Приврат�
ник может иметь громоздкую боковую цепь
(как Phe у CDK2 или СК2α) и затруднять про�
никновение лиганда, и наоборот, легкая цепь
(как Thr у EGFR) повышает доступность аде�
нин�связывающего участка. Мутации Met120
не влияют на киназную активность, но размеры
привратника имеют значение при создании
конкурентных ингибиторов ATP�связывающе�
го участка [80].

Таким образом, гидрофобная природа спи�
нов обеспечивает жесткое и очень динамичное
сочленение между долями. Нуклеофильная ата�
ка и переходное состояние требуют стабильнос�
ти киназного ядра и точной взаимоориентации
ATP и пептида; тогда как освобождение от про�
дуктов реакции и захват новых косубстратов –
предполагают координированные движения N�
и C�долей и их отдельных компонентов. В этом
плане спиновая модель прекрасно демонстри�
рует динамическую природу киназного цикла.

CТРУКТУРНО4ОРИЕНТИРОВАННЫЙ
ДРАГ4ДИЗАЙН ИНГИБИТОРОВ еРК

С начала XXI в. PKA и другие ePK стали рас�
сматриваться как вторые по важности (после
GPCR) фармакологические мишени [89, 90]. К
2017 г. в США только для терапии рака приме�
няли 37 ингибиторов PK, список которых пос�
тоянно растет [91, 92]. Наряду с онкологически�
ми заболеваниями целый ряд других патологий
(кардиологические, иммунологические, невро�
логические, метаболические, и инфекционные
заболевания) прямо или опосредованно связа�
ны с дисрегуляцией еРК [93–97]. Это вызывает
неуклонный интерес к еРК и желание управлять
их функциями.

Одним из новых подходов к созданию инги�
биторов еРК является SBDD (structure�based
drug design), на начальных этапах которого ши�
роко применяются методы in silico, а экспери�
ментально тестируются только потенциально
активные соединения [98]. Центральное место в
структурно�ориентированных исследованиях
занимает определение 3D�структуры белка�ми�
шени (с помощью рентгеновской кристаллогра�
фии, ЯМР и т.п.). Возможности SBDD значи�
тельно расширяют моделирование 3D�структу�
ры на основе гомологии с белками, чья структу�
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ра уже известна, и моделирование различных
конформаций белка�мишени. Следующим ша�
гом является поиск участков на поверхности
мишени, обладающих выгодной энергией взаи�
модействия с функциональными группами на
молекулах�зондах, подобных лекарственным
средствам. И наконец, проводят молекулярный
докинг целевого сайта с уже известными соеди�
нениями из библиотек лигандов (виртуальный
скрининг) или осуществляют дизайн de novo.
Последний предполагает разработку соедине�
ния с нуля на основе сайта связывания. Наряду
с интуицией химика для этого используют прог�
раммы, позволяющие совмещать фрагменты из�
вестных ингибиторов или наращивать замести�
тели на структуре�скаффолде.

Однако низкая селективность ингибиторов
ATP�сайта (консервативного у всех еРК) и слабая
биодоступность ингибиторов пептидной приро�
ды – затрудняют продвижение таких соединений
[99]. В этой связи все большую актуальность при�
обретает таргетинг сайтов аллостерической регу�
ляции еРК [100, 101], какими являются PIF�
pocket PDK1 (PDB:4AW0), каталитическая петля
и DFG�out pocket FAK (PDB:4EBV)б контактные
сайты PH�домена Akt (PDB:4EJN), myristate�
pocket ABL2 (PDB:3GVU) и др. [102]. Эти сайты
располагаются за пределами ATP/пептид�свя�

зывающих участков и обеспечивают наиболее
высокую селективность в действии ингибито�
ров, но выявляются случайно. Поэтому скри�
нинг уникальных структур (полостей, карманов,
расщелин) на основе 3D�моделей мог бы стиму�
лировать создание эффективных ингибиторов
еРК аллостерического действия.

Помимо медицинского применения, инги�
биторы РК (как исследовательские инструмен�
ты) необходимы для изучения клеточных функ�
ций еРК в работе мозга, сердца и других орга�
нов, а также механизмов РК�опосредованной
сигнализации при клеточном стрессе, адапта�
ции, пролиферации и апоптозе. Так, атипичная
PKC (PKMζ) получила известность как «киназа
памяти» благодаря работам с использованием
высоко избирательного ингибиторного пептида
[103]. Очевидно, что изучение структурных ос�
нов работы ePK является предпосылкой для ус�
пешного создания таких соединений.
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The PKA catalytic subunit (PKAc) is a practically isolated kinase domain that is conserved in all eukaryotic protein
kinases. PKAc consists of two lobes that form the catalytic gap in which ATP�binding site, peptide�binding site, and
catalytic site are located. During the folding, PKAc secondary structures are stacked so that the non�polar chains are
assembled into a globular core, and the moving loops and tails are exposed out, to form regulatory elements. The syn�
thesized de novo PKAc is processed by T�loop phosphorylation, and active center, capable to high affinity binding of
co�substrates is formed. The ATP molecule “sticks” two lobes together, and the binding of peptide completes the
assembly of the active center. As a result, the “catalytic triad” (gamma�phosphate of ATP, hydroxyl of Ser/Thr pro�
tein�substrate, and carboxyl of Asp166) occupies an optimal position for catalysis. During the catalytic cycle, the
dynamic reorganization of polar and hydrophobic interactions ensures the transition of PKAc from open to closed
conformation and vice versa. An understanding of ePK structural basis is essential for successful design of ePK mod�
ulators.

Keywords: PKA catalytic subunit, ATP binding site of PKA, peptide binding site of PKA, Thr197 PKA, hydrophobic
spines
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В клетках млекопитающих под влиянием эндогенных и экзогенных факторов постоянно образуются десят�
ки тысяч повреждений ДНК. Основным механизмом защиты клеток от повреждений, избежавших удале�
ния системами репарации, является транслезионный синтез ДНК. ДНК�полимеразы йота (Pol ι), эта
(Pol η), каппа (Pol κ) и зета (Pol ζ) эффективно включают нуклеотиды напротив повреждений, но обладают
низкой точностью синтеза и являются источником мутаций в геномной ДНК. Нарушения в работе этих
ДНК�полимераз повышают риск развития онкологических заболеваний. 
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Обзор
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Одним из основных факторов запуска кан�
церогенного перерождения клеток являются со�
матические мутации в генах�онкосупрессорах и
онкогенах. Источниками мутагенеза являются
дезаминирование 5�метилцитозина и цитозина,
ошибки репарации и репликации. Сбои в рабо�
те ферментов репарации и репликации приво�
дят к ускоренному накоплению соматических
мутаций [1].

Источником мутаций при репликации явля�
ются не только ошибки копирования непов�
режденной ДНК, но и ошибки, вызванные
спонтанными и индуцированными поврежде�
ниями. ДНК постоянно подвергается повреж�
дениям, возникающим под действием разнооб�
разных физических и химических факторов.
Системы репарации эффективно удаляют пов�
реждения ДНК, восстанавливая первоначаль�

ную структуру молекулы, но часть повреждений
избегает репарации. Такие повреждения могут
приводить к гибели клеток в результате блоки�
рования репликации и остановки клеточного
цикла, а также обладают мутагенными свой�
ствами (многие типы поврежденных оснований
образуют водородные связи с основаниями,
некомплементарными первичной неповреж�
денной последовательности) [2]. Некоторые
повреждения обладают одновременно высоки�
ми мутагенными и цитотоксическими свой�
ствами (например, апуриновые/апиримидино�
вые сайты (АП�сайты)).

Для защиты клеток от нерепарированных
повреждений может запускаться альтернатив�
ный механизм – транслезионный синтез ДНК
или «синтез через повреждение», при котором
становится возможным синтез ДНК на повреж�
денных матрицах. Ключевую роль в этом про�
цессе у млекопитающих играют специализиро�
ванные транслезионные* ДНК�полимеразы

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ДНКП – ДНК�полимераза;
СГМ – соматический гипермутагенез; ЭРО – эксцизион�
ная репарация оснований; ММР – мисмэтч репарация.

* Приложение к статье на английском языке опубликова�
но на сайте журнала «Biochemistry» (Moscow) и на сайте из�
дательства Springer (https://link.springer.com/journal/10541),
том 85, вып. 4, 2020.

** Адресат для корреспонденции.

* Транслезионные ДНКП – это ДНКП, основной функци�
ей которых в клетке принято считать синтез ДНК в по�
врежденных участках, и демонстрирующие высокую эф�
фективность включения нуклеотидов напротив повреж�
денных оснований ДНК in vitro и in vivo. 
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(ДНКП): ДНКП зета (Pol ζ) B�семейства и
ДНКП iota (Pol ι), eta (Pol η), kappa (Pol κ) и
REV1 Y�семейства [2–5]. Транслезионные
ДНКП обладают активным центром, нетребова�
тельным к структуре матрицы, и эффективно
включают нуклеотиды напротив повреждений,
преодолевая блок репликации [5, 6]. Во многих
случаях транслезионные ДНКП включают нук�
леотиды, преимущественно комплементарные
поврежденным основаниям. Такой синтез явля�
ется достаточно точным и вносит существенный
вклад в снижение мутаций, индуцированных
факторами, повреждающими ДНК. 

Тем не менее вследствие «толерантности»
активного центра, отсутствия 3′�5′�экзонуклеаз�
ной корректирующей активности и использова�
ния неканонических взаимодействий при вклю�
чении нуклеотидов точность синтеза ДНК у
транслезионных ДНКП является низкой [5, 6].
Такая низкая точность неприемлема при синте�
зе неповрежденной ДНК. Активность высоко
ошибочных ДНКП и их доступ к репликативной
вилке жестко регулируются в клетке, а наруше�
ние их работы (увеличение и снижение катали�
тической активности, а также нарушения досту�
па к репликативной вилке) может являться при�
чиной ускоренного накопления мутаций и раз�
вития онкологических заболеваний. В настоя�
щем обзоре рассмотрены основные функции
Pol ζ, Pol ι, Pol η, Pol κ и REV1 и их возможная
роль в канцерогенезе и защите от развития он�
кологических заболеваний.

ФУНКЦИИ ДНКП В КЛЕТКЕ

ДНКП человека относятся к нескольким се�
мействам и характеризуются большим разнооб�
разием, различаясь по биохимическим свой�
ствам, точности копирования ДНК и функци�
ям. Репликативные ДНКП B�семейства дельта
(Pol δ), эпсилон (Pol ε) и альфа (Pol α) осущест�
вляют синтез геномной ДНК с высокой точ�
ностью, что достигается за счет высокой селек�
тивности работы активного центра и наличия
3′�5′�корректирующей экзонуклеазной актив�
ности (в случае Pol δ и Pol ε) [7, 8]. Частота оши�
бок Pol δ и Pol ε при репликации (in vivo и in vitro)
составляет всего 10–5–10–7 [8].

Репликативные ДНКП наталкиваются на
повреждения ДНК, что часто приводит к оста�
новке репликации и запускает каскад событий,
приводящий к моноубиквитинилированию
фактора процессивности PCNA по остатку
Lys164 и переключению синтеза на транслези�
онные ДНКП [5, 9]. Для эффективной работы
ДНКП формируют транслесому — мультисубъ�

единичный комплекс, состоящий из ДНКП и
регуляторных белков.

Согласно двухполимеразной модели, одна из
ДНКП Y�семейства — йота (Pol ι), эта (Pol η) или
каппа (Pol κ) — включает нуклеотиды напротив
поврежденного участка, тогда как ДНКП зета
(Pol ζ) продолжает синтез после поврежденного
участка [4]. Pol ι, Pol η и Pol κ – это односубъеди�
ничные ферменты, обладающие очень низкой
точностью синтеза на неповрежденных ДНК�
матрицах (10–1–10–4) и низкой процессивностью
[10–12]. Эти ферменты являются ДНКП�«ин�
сертерами» (ДНКП�«инсертер» – ДНКП, кото�
рая ограничивается включением только одного
или нескольких нуклеотидов напротив повреж�
денного участка). Pol ι, Pol η и Pol κ характеризу�
ются разными биохимическими свойствами, от�
личаются по эффективности и спектру включе�
ния нуклеотидов напротив разных повреждений
и точности копирования ДНК. Несмотря на то,
что разные транслезионные ДНКП специализи�
руются на разных типах повреждений, они час�
тично дублируют функции друг друга [2].

Поскольку ДНКП Y�семейства не всегда мо�
гут осуществить удлинение праймера после
включения нуклеотида напротив поврежденно�
го основания, дальнейший синтез, в том числе
от неспаренных, свободных концов праймеров,
обеспечивает ДНКП�«экстендер» Pol ζ (ДНКП�
«экстендер» – ДНКП, которая продолжает син�
тез после повреждения) [4]. Pol ζ состоит из не�
скольких субъединиц: каталитической REV3 и
регуляторных REV7 (в форме димера), POLD2
(p50) и POLD3 (p66) (рис. 1) [13–16]. Y�ДНКП
REV1 обладает слабой ДНК�полимеразной ак�
тивностью и включает dCMP напротив некото�
рых повреждений in vitro, но основная функция
REV1 – регуляция активности и координация
работы ДНКП при сборке транслесомы [3, 4].
REV1 участвует в белок–белковых взаимодей�
ствиях одновременно с Pol ζ, ДНКП Y�семей�
ства и фактором процессивности PCNA [3, 4].

Кроме репликации в поврежденных участках
ДНК�транслезионные ДНКП могут выполнять
и другие функции в клетке. Pol κ осуществляет
репаративный синтез ДНК в ходе эксцизионной
репарации поврежденных нуклеотидов [17].
Pol ι и REV1 обладают дополнительной дезокси�
рибофосфатлиазной (дРФ�лиазной) актив�
ностью и, возможно, в ряде случаев Pol ι и REV1
могут замещать Pol β в ходе синтеза ДНК при
эксцизионной репарации оснований (ЭРО) [18,
19]. Pol η и REV1 вовлечены в соматический ги�
пермутагенез (СГМ) генов иммуноглобулинов в
В�лимфоцитах [20–22].

Нарушение работы транслезионных ДНКП
в организме является фактором повышенного
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риска канцерогенного перерождения клеток.
Опухолеобразование может быть ассоциирова�
но с падением уровня экспрессии и нарушением
функций транслезионных ДНКП, а повышен�
ная активность транслезионных ДНКП в опухо�
лях может сопровождаться хромосомной неста�
бильностью и высокой смертностью пациентов
из�за повышенной устойчивости опухолевых
клеток к препаратам химиотерапии.

Нарушение функции с развитием наследуе�
мых заболеваний у человека и мыши четко
прослеживается для Pol η и Pol ζ [23–25]. Мута�
ции и аминокислотные полиморфизмы других
транслезионных ДНКП обнаруживаются как у
здоровых людей, так и в образцах пациентов с
разными онкологическими заболеваниями
(Table S1 Приложения). Для некоторых поли�
морфизмов продемонстрирована ассоциация с
высоким риском развития онкологических за�
болеваний и негативным прогнозом, что позво�
ляет рассматривать их в качестве потенциаль�
ных прогностических маркеров.

Массовое секвенирование геномов позволи�
ло выявить наиболее часто встречаемые паттер�
ны мутаций (мутационные подписи) в опухолях
[26]. Ряд таких паттернов мутаций был связан с
измененной активностью или нарушением
функций определенных ДНКП.

Pol ηη

Основная функция Pol η в клетке состоит в
эффективной и точной репликации через фо�
топродукты (тимин�тиминовые (Т�Т) циклобу�
тановые димеры) и защите клеток от ультрафио�
летового излучения [23]. Кроме Т�Т димеров
Pol η эффективно включает нуклеотиды напро�
тив АП�сайтов, 8�oxo�G, тимидин гликоля [2],
внутринитевых цисплатиновых сшивок [14, 27].
Потеря активности Pol η приводит у человека к
развитию варианта пигментной ксеродермы
(XP�V фенотип) — синдрома с аутосомально ре�
цессивным наследованием, который характери�
зуется фотодерматозами и очень высокой часто�
той образования опухолей кожи [23]. У мышей
потеря двух аллелей Polh вызывает плоскокле�
точные карциномы кожи, индуцированные УФ,
в 100% случаев, у гетерозиготных особей опухо�
ли развиваются ~ в 30% случаев [28].

У пациентов с XP�V фенотипом описаны му�
тации и аминокислотные полиморфизмы, зат�
рагивающие как каталитический кор (каталити�
ческий кор — содержащий активный центр ка�
талитически активный фермент, лишенный С�
концевой регуляторной области), так и С�кон�
цевую область Pol η, участвующую в белок–бел�
ковых взаимодействиях (Table S2 Приложения).
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Рис. 1. Модель транслезионного синтеза ДНК. Переключение ДНКП и сборка транслесомы в участке ДНК с повреждени�
ем инициируется убиквитинилированием PCNA. Показаны основные белки и белок–белковые взаимодействия трансле�
сомы человека: 1) регуляторные субъединицы POLD2/POLD3 являются общими для Pol δ и Pol ζ; 2) REV1 одновременно
взаимодействует с убиквитинилированным PCNA, REV7 димером Pol ζ, а также ДНКП Y�семейства или POLD3 Pol ζ (С�
конец REV1 и RIR мотив в Y�ДНКП и POLD3); 3) POLD3 Pol ζ взаимодействует с PCNA, REV7, а также REV1 или ДНКП
Y�семейства. Альтернативное связывание REV1 RIR�мотивов Y�ДНКП и POLD3 может играть роль в переключении
ДНКП�«инсертера» и ДНКП�«экстендера». На рисунке не показаны взаимодействия ДНКП Y�семейства с PCNA [3, 4].
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/

REV1
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В среднем, мутации гена POLH повышают веро�
ятность образования опухолей кожи в 1000 раз, а
возраст появления опухолей составляет 20–30
лет. В большинстве случаев у пациентов однов�
ременно образуются множественные меланомы,
базальноклеточные и плоскоклеточные карци�
номы кожи (до нескольких десятков). Иногда
заболевание сопровождается актиническим ке�
ратозом и множественными атипичными неву�
сами; в литературе были описаны единичные
случаи опухолей глаз, трихобластомы, нейро�
фибромы, кератоакантомы и иммунные дефек�
ты (Table S2 Приложения).

Предполагается, что кроме защитной функ�
ции Pol η может способствовать накоплению
мутационных изменений генома клеток, приво�
дящих к возникновению злокачественных опу�
холей. Pol η участвует в СГМ генов иммуногло�
булинов в А�Т парах [21, 22]. Мутации, харак�
терные для Pol η, были обнаружены не только в
В�лимфоцитах, но и во многих типах опухолей
разной локализации и предполагается, что не�
мишенный мутагенез геномной ДНК, обуслов�
ленный Pol η, может быть связан с канцерогене�
зом [29].

Pol ιι

Pol ι эффективно включает нуклеотиды c раз�
ной точностью напротив целого ряда поврежде�
ний ДНК, вызванных эндогенными и экзоген�
ными факторами: АП�сайтов, урацила и его про�
изводных, 8�oxo�G, N3�me�A, O6�me�G, круп�
ных аддуктов пуриновых оснований, блокирую�
щих образование уотсон–криковских взаимо�
действий (например, 1,N6�этеноаденин и N 2�ад�

дукты гуанина) [30, 31]. Включение нуклеотидов
напротив повреждений, нарушающих образова�
ние уотсон–криковских взаимодействий, воз�
можно благодаря использованию Pol ι хугстинов�
ских взаимодействий [32, 33] (рис. 2). 

Pol ι является ДНКП с очень низкой точ�
ностью синтеза на неповрежденной ДНК. Нео�
бычная особенность Pol ι – преимущественное
включение dGMP напротив тимина, урацила и
его производных [12, 34, 35]. Включение dGMP
напротив тимина матричной ДНК стабилизиру�
ется уникальной водородной связью, которая
образуется непосредственно между N 2�атомом
dGTP и Gln59 в активном центре Pol ι [33, 36].
Pol ι является также одной из немногих ДНКП,
которая включает напротив АП�сайтов преиму�
щественно не dAMP, а dGMP [2, 30, 35]. Эти
свойства могут играть роль в снижении мутаген�
ного потенциала дезаминированных остатков
цитозина и его окисленных производных и 5�ме�
тилцитозина (5�me�C) (при AID/APOBEC�ин�
дуцированном мутагенезе и спонтанном дезами�
нировании 5�me�C CpG�островков) [35]. Однов�
ременно дезаминированные и окисленные ос�
татки цитозина составляют большую часть пи�
римидиновых повреждений в геномной ДНК,
поэтому можно ожидать, что включение dGМP
напротив неканонических пиримидинов в ходе
транслезионного синтеза будет преимуществен�
но антимутагенным. Однако роль Pol ι в сниже�
нии мутагенного потенциала дезаминированных
остатков цитозина не подтверждена in vivo, и ме�
ханизмы распознавания этих остатков не ясны.

Падение уровня экспрессии и/или актив�
ности Pol ι связано с развитием ряда онкологи�
ческих заболеваний. У мышей ген Polι находит�
ся в локусе PAR2. Данный участок генома важен
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Рис. 2. Пример образования Хугстиновских взаимодействий в активном центре Pol ι.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/

Уотсон�криковские
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для защиты от химически индуцированного ра�
ка легких [37–39]. Нокаут, а также альтернатив�
ный сплайсинг, мутации и полиморфизмы гена
Polι, снижающие активность фермента, связаны
с высоким риском развития аденом и аденокар�
цином легких, индуцированных уретаном и ди�
этилнитрозамином [37–39]. Защитное действие
Pol ι продемонстрировано и при развитии опу�
холей кожи, индуцированных ультрафиолетом
(в отсутствие Pol ι образуются преимущественно
мезенхимальные опухоли кожи) [40, 41].

Повышенный риск развития рака легких у
человека ассоциирован с гетерозиготным и го�
мозиготным носительством варианта гена POLI,
кодирующего фермент с аминокислотной заме�
ной T706A (rs8305) (Table S1 Приложения). По�
вышенный риск появления опухолей простаты
связан с заменами T706A и F507S (rs3218786)
Pol ι (Table S1 Приложения). Сильная ассоциа�
ция образования химерного гена TMPRSS2"ERG
с аминокислотной заменой F507S была проде�
монстрирована у пациентов с раком простаты
(Table S1 Приложения). Cлияние промоторного
элемента андроген�регулируемого гена протеа�
зы TMPRSS2 с протоонкогеном фактора тран�
скрипции ERG может быть вызвано хромосом�
ными перестройками и является одним из мар�
керов рака простаты [42]. С�концевые амино�
кислотные остатки Phe507 и Thr706 находятся в
сайтах связывания убиквитинилированного
PCNA (UBM1 и UBM2 соответственно) [43, 44]
и могут нарушать взаимодействие Pol ι с транс�
лесомой. Вариант I236M Pol ι может быть связан
с развитием меланомы (Table S1 Приложения).

Увеличение экспрессии и/или активности
Pol ι у человека было отмечено в глиомах голов�
ного мозга [45], карциномах пищевода [46–48],
опухолях молочной железы [49] и мочевого пу�
зыря [50]. Высокий уровень экспрессии Pol ι
при раке пищевода, легких и груди может быть
связан с высоким риском метастазирования и
негативным прогнозом [46, 48, 51–53]. Индук�
ция экспрессии POLI регулируется HIF�1
(hypoxia�inducible factor�1), стимулирующим
сверхэкспрессию POLI в опухолевых клетках в
условиях гипоксии [54]. Уровень экспрессии
POLI в опухолях мочевого пузыря регулируется
фактором транскрипции c�Jun и c�Jun�N�тер�
минальной киназой, а также коррелирует со ста�
дией заболевания [50].

Pol κκ

Pol κ с различной эффективностью и точ�
ностью «проходит» широкий спектр поврежде�
ний ДНК (АП�сайты, тимидин гликоль, 1, N 6�

этеноаденин), но основной «мишенью» Pol κ
считаются экспонированные в малую бороздку
ДНК модификации нуклеотидов, прежде всего,
крупные N 2�аддукты гуанина, образующиеся
под действием химических канцерогенов
[55–59]. Pol κ снижает мутагенный потенциал
распространенного канцерогена бенз[а]пирена,
который содержится в жареных и копченых
продуктах, табачном дыме, продуктах горения
автомобильного топлива [60, 61]. Благодаря от�
крытому активному центру Pol κ с очень высо�
кой эффективностью и точностью включает
напротив BPDE�N 2�dG аддуктов, образующих�
ся под влиянием бенз[а]пирена, dCMP, тогда
как большинство ДНКП включает напротив
BPDE�N 2�dG, преимущественно dAMP, что вы�
зывает G>T трансверсии [57]. Нокаут гена Polκ
повышает частоту мутаций, индуцированных
BPDE�N 2�dG, в культуре клеток [62, 63].

Важно отметить, что защитная роль Pol κ от
повреждений ДНК может быть связана и с еще
неизвестной некаталитической функцией поли�
меразы. Клетки человека с геном, кодирующим
каталитически неактивную Pol κ, и нокаутом ге�
на POLK одинаково чувствительны к ряду по�
вреждающих агентов, в том числе, бенз[а]пире�
ну [64]. Кроме того, и нокаут Polκ, и каталити�
чески неактивная Pol κ у мышей, ассоцииро�
ваны с повышенным риском рака кишечника,
индуцированного бенз[а]пиреном в присут�
ствии DSS (агента, вызывающего воспаление).
При такой обработке у мышей c геном Polκ ди�
кого типа обнаружили аддукты ДНК с окислен�
ными липидами (маркер воспаления), но про�
дуктов бенз[а]пирена обнаружено не было [65].

Pol κ также осуществляет синтез напротив
внутри� и межцепочечных сшивок ДНК, инду�
цированных цисплатином и митомицином С
[66–68], участвует в репарации межнитевых сши�
вок ДНК [69, 70] и репаративном синтезе ДНК
при эксцизионной репарации нуклеотидов [17].

Низкий уровень экспрессии Pol κ был обна�
ружен в опухолях прямой кишки, груди, легких и
желудка [71, 72]. Повышенная экспрессия POLK
вызывает повышение частоты мутагенеза в куль�
турах клеток млекопитающих [73, 74]. Эктопи�
ческая сверхэкспрессия Polκ у мышей вызывает
двухцепочечные разрывы ДНК, анеуплоидию и
стимулирует канцерогенез у мышей с иммуноде�
фицитом [75]. Высокая экспрессия POLK харак�
терна для клеток пациентов с мелкоклеточным
раком легких [76, 77] и коррелирует с инактива�
цией Р53 [77]. Повышенная экспрессия Pol κ
наблюдается также в глиомах и ассоциирована с
поздними стадиями заболевания [45].

Для полиморфизмов POLK показана ассоци�
ация с повышенным риском рака груди, а также
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продемонстрировано их влияние на частоту ра�
ка легких (Table S1 Приложения). Соматические
мутации гена POLK были обнаружены у 28% па�
циентов с раком простаты (Table S1 Приложе�
ния). Многие полиморфизмы были охарактери�
зованы биохимически. Подробнее о полимор�
физмах POLK написано в обзоре [55].

Pol ζζ

Pol ζ является единственной ДНКП челове�
ка, полноразмерный комплекс которой не выде�
лен. Многосубъединичный комплекс Pol ζ чело�
века, содержащий протяженную делецию ката�
литической субъединицы REV3, был выделен и
охарактеризован в работе [14]. Показано, что
Pol ζ в кооперации с Pol η очень эффективно
осуществляют синтез напротив внутринитевых
цисплатиновых сшивок [14]. Намного больше
известно о свойствах Pol ζ Saccharomyces cerevisiae.
С использованием дрожжевого фермента пока�
зано, что in vitro Pol ζ осуществляет эффектив�
ный транслезионный синтез в кооперации с
Pol ι, Pol η и Pol κ человека для эффективной
репликации напротив разных типов поврежде�
ний ДНК [3]. Кроме того, Pol ζ может включать
нуклеотиды напротив ряда повреждений в каче�
стве «ДНК�инсертера». Например, Pol ζ являет�
ся основной ДНКП, осуществляющей высоко
мутагенный транслезионный синтез напротив
аддуктов, образующихся под влиянием канце�
рогенов афлатоксина B1 [78, 79] и аристолохие�
вой кислоты [80], которые могут попадать в ор�
ганизм с зараженными продуктами питания или
травяными сборами, используемыми в народ�
ной медицине [81]. Мутагенез, вызванный эти�
ми агентами, является причиной развития опу�
холей печени и мочевого пузыря соответственно
[82, 83]. Особенностью Pol ζ является генерация
тандемных мутаций и мисмэтчей при синтезе на
неповрежденной ДНК, а наиболее часто встре�
чающимися заменами Pol ζ in vivo являются
трансверсии G>C, G>T, G>A и T>A [3, 84].

Pol ζ занимает исключительно важную роль
в репликации поврежденной ДНК. В отличие от
ДНКП Y�семейства, функции которых взаимо�
заменяемы, потеря каталитической активности
Pol ζ у мышей приводит к эмбриональной гибе�
ли, что указывает на роль Pol ζ в репликации
большого числа эндогенных повреждений ДНК
[85, 86]. Потеря функции REV3 у эмбрионов
мыши сопровождается накоплением разрывов
ДНК, хромосомной нестабильностью (трансло�
кации и анеуплоидии), генерализованным p53�
зависимым апоптозом, а клетки с мутациями
Rev3l чрезвычайно чувствительны к агентам,

повреждающим ДНК [87–89]. Предполагается,
что примерно 50% всех спонтанных мутаций за�
висит от Pol ζ [90].

Нарушение функций Pol ζ в организме свя�
зано с канцерогенезом [24, 25]. Тканеспецифич�
ный кондиционный нокаут гена Rev3l у мышей в
клетках эпидермиса приводит к хромосомной
нестабильности, высокой частоте развития рака
кожи и нарушению способности тканей к реге�
нерации [25]. Снижение уровня экспрессии ге�
на REV3L у человека, вероятно, связано с повы�
шенным риском развития карциномы прямой
кишки [91]. Полиморфизмы REV3L влияют на
риск развития рака легких, груди, толстой и
прямой кишки, а также связаны с негативным
прогнозом заболеваний (Table S1 Приложения).

REV1

REV1 играет важную структурную и регуля�
торную роли при сборке транслесомы. REV1 од�
новременно содержит сайты связывания с
ДНКП Y�семейства Pol ι, Pol η, Pol κ (через RIR�
мотив) и несколькими субъединицами Pol ζ
[91–95]. REV1 также взаимодействует с неубик�
витинированным и моноубиквитинированным
фактором процессивности PCNA [96, 97]. Нали�
чие множества сайтов связывания с ДНКП и
факторами репликации позволяет координиро�
вать работу ферментов репликации и своевре�
менно обеспечивать переключение синтеза с
высокоточных ДНКП на транслезионные
ДНКП и с ДНКП�«инсертера» Y�семейства на
процессивную Pol ζ. Таким образом, REV1 явля�
ется ключевым регулятором репликации по�
врежденной ДНК.

REV1 обладает также слабой ДНК�полиме�
разной активностью и преимущеcтвенно вклю�
чает dCМP напротив неповрежденных матрич�
ных нуклеотидов, АП�сайтов и N2�аддуктов гуа�
нина [98–100]. REV1 осуществляет C>G/G>C
трансверсии в ходе СГМ при созревании имму�
ноглобулинов в В�лимфоцитах [20], но, возмож�
но, также вовлечен в немишенный мутагенез и в
других клетках и органах (роль REV1 в СГМ
подробнее будет рассмотрена в следующем раз�
деле). Повышенный уровень экспрессии Rev1 у
мышей, подвергшихся воздействию N�метил�N�
нитрозомочевины, вызывает REV1�зависимый
мутагенез и индуцирует аденомы кишечника
[101].

Подавление экспрессии REV1 с помощью
рибозима резко снижает частоту мутаций, инду�
цированных УФ и бенз[а]пиреном в культуре
клеток [102, 103], а подавление Rev1 экспрессии
у мышей (доставка плазмиды для экспрессии ри�
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бозима с помощью небулайзера) снижает часто�
ту химически индуцированных опухолей легких
[104]. Однако делеция С�концевого BRCA1�по�
добного домена REV1 (делеция не нарушает ка�
талитическую активность, но приводит к потере
ключевых белок–белковых взаимодействий в
реплисоме) приводит к снижению мутагенеза,
но более раннему появлению плоскоклеточных
карцином кожи, индуцированных УФ [105].

Полиморфизмы REV1 связаны с высоким
риском развития ряда онкологических заболе�
ваний. Аминокислотная замена N373S REV1 ас�
социирована с высоким риском рака шейки
матки, тогда как полиморфизм F257S
(rs3087386) связан со сниженным риском разви�
тия рака шейки матки, но высоким риском раз�
вития рака легких и простаты (Table S1 Прило�
жения). Биохимический анализ полиморфных
вариантов REV1 показал, что вариант N373S об�
ладает повышенной каталитической актив�
ностью при включении dCМP напротив непов�
режденного G� и АП�сайтов (Table S1 Приложе�
ния). Для полиморфизмов rs6761390 и rs3792142
REV1, которые находятся в промоторной облас�
ти и интроне 5 соответственно, показана связь с
размером опухоли и стадией заболевания при
раке груди (Table S1 Приложения).

ДНК)ПОЛИМЕРАЗЫ И ГИПЕРМУТАГЕНЕЗ

Дезаминирование цитозина цитидин�деза�
миназой AID и последующее удаление урацила с
образованием АП�сайтов играют ключевую
роль в мутагенезе вариабельных областей генов
иммуноглобулинов в В�лимфоцитах млекопита�
ющих [106]. Мутации образуются преимущест�
венно в мотивах WRCY и WA (W = A/T, R =
A/G, Y = C/T) несколькими способами: при
включении dAMP напротив урацила, высоко�
ошибочном транслезионном синтезе напротив
АП�сайтов после удаления урацила урацил�
ДНК�гликозилазой UNG2, в ходе ЭРО и нека�
нонической мисмэтч репарации (ММР) [106].

REV1 осуществляет G>C/C>G трансверсии
при СГМ в ходе транслезионного синтеза,
включая dCМP напротив АП�сайтов, образо�
ванных UNG2 [20]. Pol η осуществляет СГМ в
А�Т парах. Pol η преимущественно ведет высоко
ошибочный синтез в ходе неканонической
ММР репарации, индуцируя А>G/T>C мутации
при застраивании бреши, которую образует эк�
зонуклеаза EXO1 после распознавания мисмэт�
ча U�G комплексом MSH2/MSH6 [107, 108].
Кроме того, Pol η вносит мутации в А�Т парах в
ходе длиннозаплаточного пути ЭРО после уда�
ления урацила UNG2 и расщепления АП�сайта

АП�эндонуклеазой APE1 (MSH2/MSH6�неза�
висимый синтез) [109].

Гипермутагенез происходит не только в
В�лимфоцитах. Дезаминирование цитозинов в
нелимфоидных тканях осуществляют AID и
цитидин�дезаминазы APOBEC (APOBEC1,
APOBEC3A, APOBEC3B, APOBEC3G). APOBEC�
опосредованное дезаминирование защищает
клетки от вирусной инфекции, ингибируя реп�
ликацию ретровирусов и обратную транскрип�
цию ретротранспозонов, а также дезаминирует
остатки цитозинов в геномной ДНК, что может
играть роль в мутагенезе и канцерогенезе (в том
числе при хронической вирусной инфекции)
[110–112]. Спектр мутаций, осуществляемый
REV1 и Pol η при СГМ генов иммуноглобули�
нов, совпадает со спектром мутаций во многих
типах опухолей человека, что указывает на роль
немишенного мутагенеза, индуцированного ци�
тидин�дезаминазами AID/APOBEC и REV1/Pol
η, в канцерогенезе [26, 29, 112]. Например, с
действием цитидин�дезаминаз и REV1 связыва�
ют обнаруженные в опухолях паттерны мутаций
#2 и #13, для которых характерны замены C>T и
C>G [26, 112]. Предполагается, что C>T транзи�
ции образуются в результате включения dАMP
напротив урацила (любыми ДНКП), тогда как
C>G трансверсии образуются при включении
REV1 dCMP напротив АП�сайта после удаления
урацила UNG2 [112]. AID преимущественно де�
заминирует цитозин в мотиве WRC (W = A/T,
R = A/G), APOBEC3G – в мотиве CCC, а
APOBEC1, APOBEC3A и APOBEC3B – в мотиве
TC [112]. Предположительно, Pol η осуществля�
ет А>G/T>C мутации в мотивах WA (W = A/T) в
ходе неканонической MMP в активно транскри�
бируемых генах [29].

РЕПЛИКАЦИЯ ПОВРЕЖДЕННОЙ ДНК
ПРАЙМАЗОЙ–ПОЛИМЕРАЗОЙ PRIMPOL

Кроме транслезионного синтеза в клетках су�
ществуют и другие механизмы, обеспечивающие
толерантность клеток к повреждениям ДНК. В
2013 г. была впервые описана праймаза�полиме�
раза человека PrimPol [113, 114]. PrimPol обнару�
жена в ядре и митохондриях и обладает одновре�
менно ДНК�праймазной и ДНК�полимеразной
активностями [113]. PrimPol играет роль в защи�
те клеток от многих повреждений ДНК. Предпо�
лагается, что PrimPol осуществляет реинициа�
цию репликации после повреждений c помощью
ДНК�праймазной активности [115–117]. В этом
случае одноцепочечный участок с повреждением
должен быть в дальнейшем репарирован. Кроме
способности синтезировать ДНК de novo PrimPol
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обладает также транслезионной активностью in
vitro и эффективно «проходит» ряд распростра�
ненных повреждений ДНК, таких как 8�oxo�G,
формилурацил, АП�сайт [113, 118].

Было высказано предположение о том, что
PrimPol проявляет антимутагенную роль в СГМ
генов иммуноглобулинов и может нейтрализо�
вать мутагенную активность цитидин�дезами�
наз, снижая частоту C>G трансверсий в лиди�
рующей цепи [116]. Антимутагенная актив�
ность PrimPol предполагает защитную роль в
развитии онкологических заболеваний. Деле�
ции PRIMPOL часто встречаются у пациентов с
инвазивным раком груди, а количество точеч�
ных мутаций в опухолях с делецией PRIMPOL
почти в два раза больше, чем опухолях без деле�
ций [116]. PrimPol снижает частоту
APOBEC3B�индуцированных мутаций, выз�
ванных дезаминированием цитозина в TpC�
сайтах, в инвазивных опухолях груди [116].
Предполагается, что ре�инициация синтеза
ДНК после АП�сайтов с помощью PrimPol ог�
раничивает высоко ошибочный транслезион�
ный синтез напротив АП�сайтов и стимулирует
переключение на более точный механизм толе�
рантности к повреждениям с участием гомоло�
гичной рекомбинации [116]. Схожий механизм
с участием PrimPol может играть роль в сниже�
нии мутагенного потенциала крупных аддук�
тов. Показано, что PrimPol необходима для го�
мологичной рекомбинации фотопродуктов и
аддуктов бенз[а]пирена [119].

Транслезионные ДНКП играют важную роль
в обеспечении генетической стабильности, од�
нако, защищая клетки от повреждений ДНК,
они сами являются источником мутаций в орга�
низме. Накапливается все больше данных о вов�
леченности высоко ошибочных транслезионных
ДНКП не только в процессы канцерогенеза, но
и в развитие резистентности опухолей к препа�
ратам химиотерапии. Конкретные механизмы
индукции мутагенеза и канцерогенеза, связан�
ные с нарушением функций транслезионных
ДНКП или их неконтролируемой активности,
недостаточно ясны. Исследования клеток и жи�
вотных с нокаутом генов ДНКП и сопоставление
паттернов мутаций у онкологических пациентов
и модельных объектов (с использованием пос�
ледних достижений в области секвенирования
генома и биоинформатики) являются важными
направлениями дальнейших исследований.

Финансирование. Работа поддержана гранта�
ми: 1) разделы по ДНКП Y�семейства: РФФИ�
комфи 17�00�00264 (АВМ), РФФИ�Бел�а 18�54�
00024 (АВМ) и БРФФИ Б18Р�094 (МПС),
2) раздел по PrimPol: РНФ 18�14�00354 (АВМ).
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Tens of thousands of DNA lesions are formed in mammalian cells each day. DNA translesion synthesis (TLS) is the
main mechanism of tolerance to unrepaired DNA lesions in cells. DNA polymerases iota (Pol ι), eta (Pol η), kappa
(Pol κ) and zeta (Pol ζ) possess an active site that is undemanding to the structure of DNA template and effectively
incorporate nucleotides opposite DNA lesions. However, they have low accuracy of DNA synthesis and are a source
of mutations in genomic DNA. Loss of these polymerases can lead to an increased risk of cancer.

Keywords: DNA translesion synthesis, DNA damage, mutagenesis, carcinogenesis



507

БИОХИМИЯ,  2020,  том  85,  вып.  4,  с.  507  –  520

УДК 577.032

1 Российский научно�исследовательский институт травматологии и ортопедии им. Р.Р. Вредена,
195427 Санкт�Петербург, Россия; электронная почта: writeback@mail.ru

2 Институт цитологии РАН, 194064 Санкт�Петербург, Россия
3 Санкт�Петербургский филиал Института общей генетики РАН, 199034 Санкт�Петербург, Россия

4 Санкт�Петербургский государственный университет,
биологический факультет, 199034 Санкт�Петербург, Россия

5 Санкт�Петербургский государственный университет, научная лаборатория биологии амилоидов,
199034 Санкт�Петербург, Россия

Поступила в редакцию 04.01.2020
После доработки 26.02.2020

Принята к публикации 26.02.2020

Гиалиновый хрящ представляет собой аваскулярную соединительную ткань поверхности суставов, состоя�
щую преимущественно из белков внеклеточного матрикса и небольшого количества высоко дифференци�
рованных клеток – хондроцитов. В настоящее время исследуются различные методики восстановления
повреждённой суставной поверхности, например, с использованием модифицированной клеточной культу�
ры и биодеградируемого скаффолда. Активно изучаются молекулярные процессы, связанные с пролифера�
цией хрящевой ткани. Одним из важнейших белков среди цитокинов и факторов роста, влияющих на хонд�
рогенез, является белок Tgfβ3, который выполняет критическую роль для нормальной пролиферации хря�
щевой ткани. Взаимодействуя с лигандами на поверхности клеточной мембраны, он запускает каскад моле�
кулярных механизмов с участием транскрипционного фактора Sox9. В данном обзоре рассмотрено действие
данного цитокина на активацию рецепторного комплекса и последующее внутриклеточное перемещение
связанных с этим Smad медиаторов. Также изложен анализ связи данных процессов с увеличением экспрес�
сии основных генов внеклеточного матрикса, таких как col2a1 и acan.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: Tgfβ3, механизм действия, гиалиновый хрящ, Smad белки, внеклеточный матрикс.
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ОБЗОР МЕХАНИЗМОВ ДЕЙСТВИЯ ЦИТОКИНА Tgfββ3
КАК ТЕРАПЕВТИЧЕСКОГО АГЕНТА ДЛЯ УВЕЛИЧЕНИЯ СИНТЕЗА

ВНЕКЛЕТОЧНОГО МАТРИКСА ГИАЛИНОВОГО ХРЯЩА

Обзор

© 2020 М.С. Божокин1,2*, Ю.В. Сопова3,4,5, Д.В. Качкин4,5, А.А. Рубель4,5, М.Г. Хотин2

Гиалиновый хрящ – это аваскулярная соеди�
нительная ткань поверхности суставов, состоя�
щая преимущественно из белков внеклеточного
матрикса и небольшого количества (~ 5% общей
массы) высокоспецифичных клеток – хондро�
цитов [1].

Основными белками внеклеточного матрик�
са являются коллаген II типа и аггрекан. Насы�
щенность гиалинового хряща водой (2/3 от об�

щей массы) позволяет ему обратимо деформи�
роваться и выдерживать большие механические
нагрузки, а гладкая поверхность – осуществлять
сгибание сустава с минимальным трением [2].
Однако способность хряща к регенерации весь�
ма ограничена, поэтому повреждения, возника�
ющие на его поверхности, быстро увеличивают�
ся с течением времени и ведут к дальнейшей
деградации гиалинового слоя как в диаметре,
так и в глубину [3]. В результате дегенеративных
процессов, происходящих в нём, суставной
хрящ разрушается, что ведёт к нарушению
функции сустава, и, как следствие, к необходи�
мости проведения процедуры эндопротезирова�
ния. Наиболее часто такой процедуре подверга�
ются самые нагружаемые суставы: коленный и
тазобедренный [4].

Количество оперативных вмешательств в об�
ласти коленного сустава увеличивается из года в

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : КИК – клеточно�инженер�
ная конструкция; ММСК –мезенхимальные мультипоте�
нтные стромальные клетки; GDF – факторы роста и диф�
ференцировки; Tgfβ – трансформирующий фактор роста
β; Bmp – костный морфометрический белок; FSH – фол�
ликулстимулирующий гормон; MIF – мюллеровский ин�
гибиторный фактор; SUM – small ubiquitin�like modifier;
SARA – smad anchor for receptor activation; SBE – smad�
binding element; Sp1 – specialprotein.

* Адресат для корреспонденции.
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год из�за разных факторов (травмы, заболева�
ния, спортивные нагрузки и т.д.). В 2007 г. Kurtz
спрогнозировал, что из�за целого ряда факторов
(травмы, спортивные нагрузки, ожирениe, раз�
личные заболевания, генетические предраспо�
ложенности и др.) с 2007 по 2030 гг. количество
эндопротезирований только коленного сустава
в США увеличится с 700 тыс. до 3,4 млн в год [5].
Несмотря на то, что современная хирургия рас�
полагает большим количеством методик (нап�
ример, хондропластика и микрофрактурирова�
ние [4]), направленных на восстановление пов�
реждённого гиалинового слоя, данная проблема
в полном объеме до сих пор не решена.

В 1987 г. Brittberg et al. [6] разработали прин�
ципиально новую методику по трансплантации
в область дефекта суставного хряща культуры
аутологичных хондроцитов, предварительно
культивируемой in vitro в течение некоторого
времени. В настоящее время данную техноло�
гию существенно улучшили путем предвари�
тельной активации (модификации) клеток [7].
На пролиферацию клеточной культуры влияют
различными способами: добавляют факторы
роста, изменяют газовый состав смеси при куль�
тивации, оказывают механическое воздействие,
осуществляют трансфекцию или трансдукцию
клеток, направленную на изменение экспрес�
сии ключевых генов, влияющих на хондрогенез.
Затем производят совмещение клеточной куль�
туры с биодеградируемым носителем (скаффол�
дом), и уже получившуюся клеточно�инженер�
ную конструкцию (КИК) трансплантируют в
область дефекта гиалинового хряща.

Для создания и успешного применения та�
ких конструкций важно детальное понимание
молекулярных механизмов, ответственных за
регуляцию регенерации хрящевой ткани, чтобы
получившаяся КИК была устойчивой к механи�
ческим нагрузкам. Главной задачей для получе�
ния положительного эффекта от применения
КИК в среднесрочной перспективе является
пролиферация клеточной культуры с формиро�
ванием гиалиноподобного регенерата в области
дефекта и отсутствие деградации транспланти�
рованного объекта. В настоящее время уделяет�
ся большое внимание анализу влияния действия
различных факторов на клеточную культуру в
составе КИК, в том числе, цитокину Tgfβ3, иг�
рающему одну из ключевых ролей в пролифера�
ции клеток при хондрогенезе [8, 9].

Данный обзор посвящён механизмам
действия Tgfβ3 на увеличение экспрессии генов
основных белков внеклеточного матрикса (кол�
лагена II типа и аггрекана) и, как следствие, воз�
можности его применения в ближайшем буду�
щем в качестве терапевтического агента.

КЛЕТОЧНАЯ ИНЖЕНЕРИЯ
КАК ПЕРСПЕКТИВНАЯ ТЕХНОЛОГИЯ

ДЛЯ ВОССТАНОВЛЕНИЯ
ПОВРЕЖДЕННОЙ ПОВЕРХНОСТИ

ГИАЛИНОВОГО ХРЯЩА

Существует целый ряд причин возникнове�
ния дефектов в коленных и тазобедренных сус�
тавах: травмы, различные заболевания, избы�
точный вес, чрезмерные нагрузки или генети�
ческая предрасположенность [10]. Исследова�
ние проблемы восстановления повреждённой
поверхности сустава началось ещё в XVIII в. В
1743 г. Вильям Хантер впервые отметил, что од�
нажды повреждённый хрящ уже никогда не вос�
станавливался, а в 1853 г. Джеймс Рагет написал:
«Неизвестно ни единого случая, когда потерян�
ная часть хряща восстанавливалась новым, хо�
рошо сформированным хрящом» [1]. В середине
XX в. исследователи предположили гипотезу,
что из�за аваскулярной природы хряща для его
регенерации нужен доступ питательных веществ
и клеточных элементов в зону дефекта. Так, в
1960�х гг. появилась технология субхондральной
туннелизации и её модернизированная версия –
микрофрактурирование [11]. Суть метода состо�
яла в том, что в зоне дефекта гиалинового хряща
создавались множественные отверстия («тунне�
ли») в подлежащую субхондральную кость, че�
рез которые мигрировали клетки костного моз�
га. Технология позволяла получить положитель�
ный результат, но лишь в краткосрочной перс�
пективе, и с течением времени образовавшийся
на месте первоначального повреждения регене�
рат вновь деградировал. Несмотря на сущест�
венные недостатки, данная технология до сих
пор применяется в клинической практике во
многих странах мира [1].

В 1994 г. группа шведских исследователей во
главе с Brittbergn M. предложила принципиаль�
но новую методику [6]. Суть данного метода
заключалась в том, что у пациента предвари�
тельно осуществляли забор аутологичных хонд�
роцитов, далее проводили их культивирование
in vitro, и затем осуществляли трансплантацию
культуры клеток в область дефекта. Технологию
назвали ACI (autological chondrocyte implanta�
tion). Позже вместо культуры хондроцитов было
предложено использовать культуру мезенхи�
мальных мультипотентных стромальных клеток
(ММСК), индуцированных плюрипотентных
стволовых клеток (iPSCs – induced pluripotent
stem cells), а также клеток из других источников
[12] в сочетании с биодеградируемым носите�
лем. Так началась эпоха применения клеточно�
инженерных конструкций для замещения де�
фектов гиалинового хряща. Применение такой
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комбинации позволяло зафиксировать транс�
плантируемую культуру клеток внутри области
дефекта, и, тем самым, существенно уменьшить
миграцию клеток из зоны повреждения на на�
чальном этапе, а применение биодеградируемо�
го полимера защищало клетки от значительных
механических нагрузок непосредственно после
трансплантации. Уже в среднесрочной перспек�
тиве были получены положительные результа�
ты, однако вскоре стало понятно, что на боль�
ших сроках регенерат снова подвергался дегра�
дации [7]. Был сделан вывод, что, скорее всего,
используемая клеточная культура (хондроцитов,
ММСК или других клеток) не позволяла за ко�
роткое время создать регенерат, способный вы�
полнять функции неповрежденного гиалиново�
го хряща в полной мере [1].

Тогда возникло предложение предваритель�
но искусственно модифицировать используе�
мую культуру клеток с целью придания или уси�
ления тех свойств, которые у неё первоначально
отсутствовали для достижения лучшего терапев�
тического эффекта [1].

Потенциал для модификации клеточной
культуры в настоящее время огромен. Однако
принципиальных групп методов модификации
клеточной культуры всего три:

1) физическое (механическое) воздействие –
осуществляется с помощью электромагнитного
излучения, механического давления, изменения
газовой среды и т.д. [13–16]. Данная процедура
относительно проста в исполнении и экономи�
чески доступна, однако недостаточно эффек�
тивна. Её возможности по модификации кле�
точной культуры ограничены;

2) химическое воздействие представляет со�
бой добавление к культуре клеток различных
агентов: химических соединений, цитокинов,
гормонов, факторов роста, рекомбинантных
белков и т.д. [17, 18];

3) генетическое воздействие состоит в изме�
нении генетического материала отдельных кле�
ток или всей популяции [19, 20]. Следствием
этого является изменение уровня экспрессии
отдельных генов и/или увеличение (или прекра�
щение) синтеза различных белков. Такие изме�
нения генотипа клеток являются методически
непростой задачей, так как эволюционно при�
рода создала множество барьеров для проник�
новения чужеродной генетической информации
в клетки.

Для генетической модификации культуры
клеток и восстановления повреждённой сустав�
ной поверхности исследователи обратили свой
взгляд на белки, участвующие в регуляции хонд�
рогенеза и образовании гиалинового хряща. Од�
ним из таких белков является цитокин Tgfβ3,

имеющий ключевой значение при хондроген�
ной пролиферации суставного хряща [21].

Цитокин Tgfβ3 играет важнейшую роль в
формировании гиалинового хряща, пролифера�
ции, регуляции синтеза основных компонентов
внеклеточного матрикса, таких, как коллаген II
типа и аггрекан, а также способствует ингибиро�
ванию ферментов, ответственных за деградацию
матрикса, например, коллагеназы 3, кодируе�
мой геном MMP13 [22].

История изучения белка Tgfβ3 насчитывает
более 40 лет, и в настоящее время данному белку
посвящено порядка 70 тыс. статей, согласно ба�
зе PubMed [23]. Многие белки, принимающие
участие в регуляции пролиферации клеток, из�
начально были названы «факторами роста», так
как именно изменение пролиферации клеточ�
ной культуры было проще всего анализировать
[24]. Именно на это обратили внимание в 1978 г.
итальянские учёные Todaro и de Larko, которые
обнаружили, что клетки вирусно�трансформи�
рованной мышечной саркомы 3T3 продуциро�
вали специальный «фактор», под влиянием ко�
торого неопухолевые клетки почки крысы
(NRK) приобретали неопластический фенотип
[25]. Данный фактор назвали «sarcoma growth
factor» (SGF) и связали его активность со спо�
собностью клеток расти на мягком агаре [26].
Было показано, что SGF на самом деле состоит
из двух белков. Первый белок получил название
«трансформирующий ростовой фактор�альфа»
(transforming growth factor�α, TGF�α). Этот бе�
лок стимулировал рост только маленьких коло�
ний неопластических крысиных фибробластов.
Второй белок, стимулировавший рост большего
количества крупных колоний, назвали «транс�
формирующий ростовой фактор�бета» (trans�
forming growth factor β) [27]. Впервые этот белок
был выделен и подробно описан в 1983 г. амери�
канскими учёными во главе с R. Assoian [28].
Группа похожих по строению белков рассмотре�
на далее в данном обзоре.

В настоящее время у человека открыто 33
белка, cходных по строению своей димерной
структуры и входящих в т.н. «cуперсемейство
трансформирующего ростового фактора β» [24].
Белки данной группы выполняют важнейшую
роль в клеточной дифференцировке, миграции
и адгезии [21]. Нарушения в синтезе и механиз�
ме регуляции активности белков этого семей�
ства приводят к большому количеству заболева�
ний человека, включая тканевые фиброзы [29] и
онкологические заболевания [30–32].

«Суперсемейство Tgfβ» у человека имеет
сложную иерархию, однако, несмотря на разно�
образие данных белков, все члены и подгруппы
этого семейства имеют сходную димерную
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структуру, похожую на «крылья бабочки». Боль�
шинство членов семейства дополнительно ста�
билизируются дисульфидными связями между
цепями, которые связывают мономеры вместе
собой [33, 34].

«Суперсемейство Tgfβ» можно принципи�
ально разделить на пять подгрупп:

1) изоформы белков непосредственно подсе�
мейства Tgfβ (Tgfβ1,Tgfβ2,Tgfβ3). Tgfβ1 имеет
фундаментальное значение для развития, физи�
ологии и патологии сосудистой системы [35].
Tgfβ2 связывают с развитием дегенеративных
процессов органов зрения [36, 37]. Tgfβ3 прини�
мает участие в процессах, связанных с формиро�
ванием структур дермы (или эпидермиса), а так�
же пролиферацией и образованием гиалинового
хряща [37–39];

2) костные морфометричекие белки BMP
(bone morfometric proteins) – участвуют в фор�
мировании и пролиферации костной ткани,
стимулируют экспрессию генa Runx2 [40], коди�
рующего белок runt�related transcription factor2,
также известный под названием CBF�alpha�1
(core�binding factor subunit alpha�1), являющийся
ключевым транскрипционным фактором для
остеобластической дифференцировкии проли�
ферации клеток;

3) факторы роста и дифференцировки GDF
имеют гомологию с костными морфометричес�
кими белками, поэтому в некоторых классифи�
кациях данные две группы объединены. Белки
GDF играют ключевую роль при дифференци�
ровке во время эмбриогенеза, а также при про�
лиферации клеток в сформированных тканях,
таких как селезёнка, тимус, яичник и другие
[33];

4) активины/ингибины. Данные белки пер�
воначально описаны в работе D. Yu et al. в каче�
стве регуляторов фолликул стимулирующего
гормона (FSH) [41]. Название эти белки полу�
чили в 1987 г., когда N. Ling et al. обнаружили
свойство активинов стимулировать высвобож�
дение FSH из гипофиза, в отличие от ингибина,
который мог избирательно блокировать синтез
и секрецию гормона FSH [42, 43].

В настоящее время известно, что данные
представители суперсемейства Tgfβ принимают
участие во многих процессах, начиная от ранних
стадий эмбрионального развития и стимулиро�
вания секреции гормонов у позвоночных и за�
канчивая специализированными функциями в
дифференцированных тканях и клетках [44];

5) остальные белки: в эту группу входят бел�
ки Lefty, Nodal, мюллеровский ингибиторный
фактор (MIF) и другие белки [45]. Они демон�
стрируют слабое сходство с димерной структу�
рой остальных членов суперсемейства Tgfβ, од�

нако, похожи по строению мономерных частей
[33, 34].

Их функции разнообразны. Например, MIF
является важным регулятором дифференциров�
ки репродуктивных органов в процессе эмбрио�
нального развития [46]. Lefty играет важную роль
в ингибировании различных сигнальных путей,
влияющих на направление дифференцировки
[47]. Nodal – белок, играющий одну из ключевых
ролей в раннем эмбриональном развитии и фор�
мировании мезодермы у позвоночных [48]. Но�
менклатура названий белков суперсемейства
Tgfβ довольно сложна, и многие из них истори�
чески получили несколько названий, которые не
всегда верно отражают их функции [49].

Несмотря на всё многообразие функций, ко�
торые выполняют белки суперсемейства Tgfβ,
наиболее заметное влияние они оказывают на
клеточную дифференцировку в целом, и синтез
внеклеточного матрикса, в частности [49].

В связи со значительной ролью, которую иг�
рает непосредственно белок Tgfβ3 в пролифера�
ции и хондрогенной дифференцировке, в дан�
ной работе мы подробно рассмотрим цепочку
молекулярных процессов, начиная от взаимо�
действия белка с рецепторами на поверхности
клеточной мембраны и заканчивая увеличением
экспрессии генов внеклеточного матрикса.

Изоформы белка Tgfβ представляют собой
небольшие секретируемые во внеклеточное
пространство гомодимерные сигнальные белки
[45], у млекопитающих выявлено только три из
них: Tgfβ1, Tgfβ2 и Tgfβ3. Белки семейства Tgfβ
являются высоко консервативными, степень
идентичности между данными изоформами у
человека и некоторых млекопитающих может
достигать почти 100%, поэтому в эксперимен�
тальных работах на животных часто используют
белок человеческого происхождения.

МЕХАНИЗМ ДЕЙСТВИЯ БЕЛКА Tgfββ3

Клеточный сигналинг, опосредованный бел�
ками подсемейства изоформ Tgfβ, начинается с
взаимодействия белка Tgfβ с его рецепторами
TβR, находящимися на плазматической мем�
бране. Три изоформы Tgfβ1, Tgfβ2 и Tgfβ3 связы�
ваются с рецепторами TβRI, TβRII и TβRIII.
При этом один и тот же белок может присоеди�
няться ко всем вышеуказанным рецепторам, но
с различной аффиностью [24, 50]. На поверх�
ности большинства клеток организма находятся
рецепторы TβRI и TβRII, количество которых
варьируется от 5 до 10 тыс. на клетку, количест�
во рецепторов TβRIII может составлять до 200
тыс. на одну клетку [24, 51]. Рецепторы являют�
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ся двух специфическими киназами (способны
фосфорилировать как серин и треонин, так и
тирозин [52], передающими сигнал из внекле�
точного пространства к внутриклеточным меди�
аторам – Smad белкам, которые постоянно цир�
кулируют между цитоплазмой и ядром. Рецеп�
тор TβRII фосфорилирует TβRI, что иницииру�
ют Smad�опосредованный сигналинг [21, 53]. В
ядре Smad белки выполняют роль транскрипци�
онных факторов и взаимодействуют с опреде�
лёнными последовательностями ДНК в промо�
торной области, таким образом регулируя
экспрессию различных генов. Белок Tgfβ3 мо�
жет активировать не только сигнальный путь
Smad (канонический путь – сanonical pathway),
но и другие сигнальные пути (неканонический
путь), например, путь митоген�активируемой
протеинкиназы MAPK (ERK, JNK и p38), сиг�
нальный путь фосфоинозитид�3�киназы (PI3K),
протеинкиназы В (AKT) и протеинкиназы
(mTOR – мишень рапомицина у млекопитаю�
щих) – (PI3K/AKT/mTOR). Эти пути напрямую
не связаны с увеличением синтеза внеклеточно�
го матрикса, и поэтому в данной работе подроб�
но рассмотрены не будут.

РЕЦЕПТОРЫ

На поверхности клетки могут находиться три
вида рецепторов: TβRI, TβRII и TβRIII.

К TββRI относятся активин�рецепторные ки�
назы 1–7 (ALK1�7). При этом в сигналинге,
опосредованном Tgfβ, принимает участие кина�
за ALK5.

К TββRII относятся непосредственно TβRII
(TGF�β type II или TβRII, который является се�
рин�треониновой киназой), рецептор для кост�
ного морфометрического белка 2 (BMPRII), ак�
тивиновый рецептор II (ACTRII, ACTRIIB), а
также рецептор антимюллерового гормона II
(AMHRII).

К TββRIII относятся белки бетаглюкан и эн�
доглин, которые по большей части действуют в
виде корецепторов для увеличения эффектив�
ности передачи сигнала Tgfβ [50].

На поверхности клетки рецепторы сущест�
вуют в виде мономеров, димеров и гетеромеров,
что позволяет транслировать сигнал в клетку
только в случае образования упорядоченного
рецепторного комплекса при его взаимодей�
ствии с лигандом [24].

При присоединении лиганда к соответству�
ющему рецептору происходит образование тет�
рамерного гетерокомплекса, состоящего из двух
рецепторов I типа и двух рецепторов II типа
[54–59].

Несмотря на то, что большинство исследова�
телей считает, что для передачи сигналов необ�
ходимо образование именно тетрамерного
комплекса, в одной работе Huang et al. показали,
что также и димер, состоящий из рецепторов
TβRI и TβRII, способен эффективно передать
во внутриклеточное пространство соответству�
ющий сигнал [60]. После образования тетрамер�
ного гетерокомплекса происходит трансфосфо�
рилирование TβRI под действием TβRII и за�
пускается дальнейшая цепочка передачи сигна�
лов во внутриклеточное пространство.

Активность рецепторов также может регули�
роваться другими пострансляционными моди�
фикациями, например, убиквитинованием
[61–64]. Так как оба рецептора являются поли�
убиквитированными, то при удалении убикви�
тина с рецептора TβRI происходит стабилиза�
ция рецепторного комплекса и увеличивается
эффективность передачи сигнала [65]. Таким
образом, ингибирование убиквитинлигазы при�
водит к дополнительной активации всего ком�
плекса передачи сигналов. Аналогично убикви�
тированию на рецепторы влияет и сумоилиро�
вание (присоединение белка SUMO) (small ubiq�
uitin�like modifier), приводя к их стабилизации и
повышению эффективности передачи сигналов.
Сумоилирование также регулирует клеточную
локализацию рецепторов [66], влияя, таким об�
разом, на их совместную активацию. Другим ме�
ханизмом активации является действие шаперо�
на Hsp90, который стабилизирует оба рецептора
на поверхности клеточной мембраны и блоки�
рует их взаимодействие с E3 протеин�убиквити�
новой лигазой (убиквитинлигазой), кодируемой
геном Smurf2. Данная лигаза взаимодействует с
белком Smad7, образует стабильный комплекс с
фосфорилированными белками Smad2 и Smad3
и инактивирует их.

Для рецепторного комплекса TβRI/TβRII
было исследовано большое количество белков,
которые либо ингибируют передачу сигналов
(BAMBI, STRAP, Tollip, SIK, FKBP12) [21], ли�
бо, наоборот, её усиливают (TSC�22). Протеоли�
тическое расщепление рецепторов под действи�
ем белков TACE или ADAM17 ингибирует даль�
нейший механизм передачи сигналов с по�
мощью Tgfβ [67].

Smad БЕЛКИ

Белок Tgfβ3 регулирует экспрессию генов
путем взаимодействия с рецепторами
TβRI/TβRII, что индуцирует опосредованную
активацию внутриклеточных Smad белков. Эти
белки, которые были первоначально открыты у
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дрозофилы, своё название получили от сокра�
щения от Caenorhabditis elegans SMAll («малень�
кий» червь) и от Drosophila MAD («mothers
against decapentaplegic»). Smad белки передают
сигнал с внутренней части клеточной мембраны
в ядро для активации экспрессии различных ге�
нов (в том числе генов внеклеточного матрик�
са). Семейство Smad белков является важней�
шим медиатором регуляции сигналинга Tgfβ3,
на сегодняшний день описано большое количе�
ство механизмов регулирования действия дан�
ных белков [68].

Известно три разновидности белков Smad,
включающих 8 членов данного семейства, кото�
рые можно разделить на три принципиальные
подгруппы:

1) рецептор�регулируемые R�Smad (Smad1,
Smad2, Smad3, Smad5, Smad9 (иногда в литера�
туре встречается обозначение Smad8 или
Smad8/9 – так как у белка, кодируемого геном
Smad9, есть две изоформы – Smad8 и Smad8b
[69];

2) партнеры Сo�Smad (в литературе встре�
чаются обозначения Co�Smad или CSmad, или
Smad4 (Smad4 «COmmon partner»));

3) ингибиторы I�Smad (Smad6, Smad7).
Представители Smad белков – Smad1, Smad5

и Smad8/9, – относящиеся к группе R�Smad, а
также представитель I�Smad – белок Smad6,
участвуют в передаче сигналов, опосредованных
белками BMPs и GDF [40, 70] но не белками
Tgfβ1�3. Действие белков Smad 1,5,8/9 важно,
так как они регулируют процессы, связанные с
остеогенезом. R�Smad могут активировать
и/или блокировать транскрипцию фактора
Runx2 – главного регулятора развития костной
ткани. Хондрогенная и остеогеннная диффе�
ренцировка являются взаимно исключающими
одновременными процессами по отношению к
одной клетке. Поэтому активация одного пути
неминуемо ведет к ингибированию другого.
Например, было показано, что белки Smad2 и
Smad3 ингибируют экспрессию гена Runx2 [71].
Smad3, проникая в ядро в составе комплекса
Smad2/3 + Smad4, рекрутирует гистон�деацети�
лазу II (HDAC), которая действует как ко�реп�
рессор в Smad3�опосредованой транскрипцион�
ной репрессии фактора Runx2, что подтвержда�
ет негативное влияние воздействия Tgfβ на остео�
генез [71, 72].

Белки R�Smad содержат два домена MH1 и
MH2, соединенные линкерной последователь�
ностью. Домен MH1 имеет шпилечную структу�
ру, содержит сигнал ядерной локализации и от�
ветственен за связывание с ДНК и миРНК, раз�
личными ДНК�связывающими ко�факторами,
ко�активаторами и ко�репрессорами [73]. До�

мен MH2 содержит петлю L3, способствующую
взаимодействию R�Smads с внутриклеточной
частью рецептора TβRI. При образовании гете�
ротетрамерного комплекса из двух рецепторов
TβRI и двух TβRII белок TβRI фосфорилирует
два остатка серина на С�конце R�Smad в мотиве
SSXS (Ser�Ser�X�Ser) [21]. В результате данного
действия два белка R�Smad отсоединяются от
внутриклеточной части гетерорецепторного
комплекса, называемой «SARA» (smad anchor for
receptor activation), после чего два белка R�Smad
(Smad2 + Smad3) и один co�Smad (Smad4) в сос�
таве одного комплекса направляются к ядру.
Они транспортируются в ядро через ядерные
поры и с помощью MH1 домена связываются с
ДНК [73]. В ядре домен MH2 взаимодействует с
различными ядерными факторами и контроли�
рует транскрипцию большого количества генов.
Ингибирование данного сигнального пути про�
исходит за счет различных действий Smad7: взаи�
модействия с R�Smad, дефосфорилирования ге�
теро�рецепторного комплекса, индукции дегра�
дации активированного рецепторного комплек�
са, взаимодействия с убиквитинлигазой, а также
препятствования присоединения к ДНК комп�
лекса R�Smads и co�Smad. При этом ингибиро�
вание сигналинга Tgfβ3 белком Smad7 не явля�
ется однозначным процессом. В общем виде
Smad7 выполняет непростую роль, обеспечивая
отрицательную обратную связь Tgfβ3 сигналин�
га и поддерживая его в определённых границах
[50, 54, 74, 75].

В дополнение к трем основным событиям,
которые приводят к активации белков Smad
(фосфорилирование SSXS мотива белками R�
Smads, отщепление комплекса двух R�Smad и
одного co�Smad от тетрамерногорецепторного
комплекса, а также нуклеоплазматического дви�
жения Smad белков из цитоплазмы в ядро и об�
ратно), Smad белки являются субъектами разно�
го рода посттрансляционных модификаций, та�
ких как убиквитирование, сумоилирование,
ацетилирование и AДФ рибозилирование, а так�
же фосфорилирование линкерной последова�
тельности, что может влиять на их активность, а
также на передачу сигналов Tgfβ3.

ВНУТРИКЛЕТОЧНОЕ ПЕРЕМЕЩЕНИЕ
БЕЛКОВ Smad И ИХ РОЛЬ В РЕГУЛЯЦИИ

РЕЦЕПТОРНОГО КОМПЛЕКСА TββRI/TββRII

Независимо от наличия или отсутствия ли�
гандов, Smad�белки постоянно циркулируют
между цитоплазмой и ядром, но комплекс бел�
ков Smad2,3/Smad4 обнаруживается только в
ядре [70]. Однако было показано, что данный
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комплекс белков взаимодействуя с белками
Importin7,8 может активно транспортироваться
в ядро и накапливаться там, так как эффектив�
ность импорта этого комплекса в 4 раза больше
эффективности экспорта [76, 77]. В результате
рецептор�опосредованного фосфорилирования
и ассоциации двух белков R�Smad c одним
co�Smad, комплекс из трёх белков проникает в
ядро [21, 70]. Нуклеоплазматический транспорт
макромолекул в/из ядра происходит через
комплекс ядерных пор, пронизывающих ядер�
ную оболочку. В отсутствие активации рецепто�
ров (воздействия белка Tgfβ) Smad7, являющий�
ся репрессором данного сигнального пути, на�
капливается в ядре, а после активации рецепто�
ров переносится в цитоплазму. Экспорт отдель�
ных белков Smad из ядра может происходить
при помощи белков�экспортинов [78]. При по�
падании в ядро белок Smad 7 блокирует образо�
вание комплекса ДНК + Smad (2,3,4) путем свя�
зывания домена MH2 белка Smad7 с ДНК [74].
Проведённые исследования подтверждают, что
перемещения белков Smad между ядром и ци�
топлазмой являются активными и направлен�
ными процессами, а не пассивной диффузией
[78, 79]. По всей видимости, именно концентра�
ция белков Smad в ядре является показателем
интенсивности взаимодействия белка Tgfβ3 с
клеточными рецепторами [70]. Постоянное пе�
ремещение белков семейства Smad между ядром
и цитоплазмой позволяет обеспечить контроль
внутриклеточных медиаторов для регуляции ак�
тивности рецепторного комплекса, выполняя,
таким образом, роль обратной связи, что явля�
ется необходимым условием передачи сигнала у
всех многоклеточных организмов. Распределе�
ние Smad белков внутри клетки и регуляция их
перемещения между ядром и цитоплазмой до
конца не изучена, но очевидно, что этот процесс
вовлечен в активацию или репрессию экспрес�
сии генов [24].

ФУНКЦИИ БЕЛКОВ
CЕМЕЙСТВА Smad В ЯДРЕ

При попадании в ядро комплекс белков
Smad может связываться с ДНК и регулировать
транскрипцию. Активирующая или репрессиру�
ющая активность комплекса белков Smad требу�
ет обязательной ассоциации его с факторами и
кофакторами транскрипции, которые связыва�
ют специфические последовательности ДНК в
проксимальных промоторных областях или эн�
хансеры с большой аффинностью [24]. Способ�
ность регуляции экспрессии генов Smad белка�
ми зависит от многих причин: ассоциации с

транскрипционными факторами и ко�регулято�
рами, таргетного гена, физиологического состо�
яния клетки и строения Smad комплекса [80,
81]. Было показано, что данный комплекс свя�
зывается с низкой аффинностью с GC богатой
последовательностью «Smad�binding element»
(SBE) (например, GTCT или AGAC). Белки R�
Smad в активированном комплексе (два R�Smad
и один co�Smad) с помощью домена MH2 свя�
зываются с транскрипционными факторами для
идентификации генов�мишеней и регуляции их
экспрессии, что повышает специфичность и аф�
финность связывания с ДНК [73]. Многие тран�
скрипционные факторы, связывающиеся с
комплексом Smad белков, являются тканеспе�
цифичными и, таким образом, играют важную
роль в регуляции экспрессии генов.

В работе Qiao et al. [82] было показано увели�
чение синтеза коллагена II типа – основного
белка внеклеточного матрикса гиалинового хря�
ща, в ответ на воздействие белком Tgfβ, однако,
данный результат был получен независимо от
увеличения экспрессии гена коллагена II типа, а
также Smad опосредованного сигналинга. Такие
данные свидетельствуют о наличии другого пути
активации синтеза коллагена II типа. В работе R.
Bhogal et al. [83] был показан альтернативный
путь увеличения экспрессии коллагена II, кото�
рый связан с увеличением экспрессии гена, ко�
дирующего один из рецепторов TβR. В работе
этих же авторов на культуре фибробластов in vitro
было показано, что уровень экспрессии гена
коллагена I типа (вида коллагена, не характерно�
го для гиалинового хряща) снижался в результате
воздействия на культуру клеток белком Tgfβ [83].

Белок Smad 2/3, проникая в ядро, связывает�
ся там с транскрипционными ко�активаторами
(например, p300/CBP). Эти белки, в свою оче�
редь, взаимодействуют с транскрипционным
фактором Sox9 [40], который является одним из
ключевых транскрипционных факторов при ак�
тивации хондрогенеза. Таким образом, белки
Smad2 и Smad3 активируют экспрессию и син�
тез коллагена II типа [84]. Взаимодействие Smad
с активатором p300/CBP�associated factor
(PCAF) критически необходимо для формиро�
вания хряща [85]. Взаимодействие данных бел�
ков с факторами транскрипции FoxO (forkhead
transcription factors (FoxO1,3,4)) приводит к про�
лиферации и росту хрящевой ткани, что было
показано на экспериментах на рыбах Danio rerio
[86]. Кроме того, взаимодействие между путями
регуляции, включающими Smad белки и тран�
скрипционные факторы FoxO, обеспечивает
интеграцию сигнальных путей, активируемых
Tgfβ и PI3K/AKT/mTOR [87, 88]. Такое перекрёст�
ное взаимодействие может быть также достиг�
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нуто за счет совместного использования генов�
мишеней Smad [89, 90].

Ранее была показана возможность взаимо�
действия белков Smad2 и Smad3, которые явля�
ются медиаторами Tgfβ сигналинга, с тран�
скрипционным фактором Sp1 – Special protein1
[50, 91]. Одновременно было показано, что уве�
личение экспрессии гена Sp1 влияет на увеличе�
ние экспрессии гена Sox9, и, соответственно,
увеличивает синтез коллагена II типа [92]. Ана�
логичные данные были получены и для тран�
скрипционных факторов сJun/c�Fos (другое
название, встречающееся в литературе – Ap1) и
Sertadt1 [50].

При активации рецептора TβRI происходит
увеличение продукции аггрекана [93] – другого
важнейшего белка внеклеточного матрикса.
При активации регуляции по пути Smad 1,5,8
увеличивается синтез металлопротеиназы 13
(MMP�13) [93], ответственной за деградацию
внеклеточного матрикса, что, по�видимому,
обусловлено связью белков Smad1,5,8 с Runx2 –
ключевым транскрипционным фактором при
остеогенезе.

Общая схема регулирования экспрессии ге�
на коллагена II типа (col2a1) через Smad медиа�
торы и Tgfβ передачу сигналов представлена на
рисунке.

РЕГУЛИРОВАНИЕ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ
МАТРИКСА С ПОМОЩЬЮ микро РНК

Другим механизмом передачи сигналов под
действием белка Tgfβ3, влияющим на регуляцию
экспрессии генов внеклеточного матрикса гиа�
линового хряща, является взаимодействие с
микроРНК. Данные молекулы являются не�
большими (18–25, в среднем, 22 нуклеотида)
некодирующими последовательностями РНК.
Они комплементарны определённому фрагмен�
ту мРНК (у животных это обычно 3′ некодирую�
щая область), и их взаимодействие с мРНК вы�
зывает ингибирование трансляции [94, 95]. Био�
синтез микроРНК начинается с транскрипции
генов миРНК с помощью РНК полимеразы II и
синтеза длинных фрагментов, известных как
пре�миРНК. В результате ядерного процессинга
у позвоночных пре�миРНК идентифицируется
белком Di (george syndrome critical region8)
(DGCR8), который при взаимодействии с комп�
лексом Drosha разрезает пре�миРНК. Получив�
шиеся фрагменты экспортируются из ядра бел�
ком Exportin�5 и в результате цитоплазматичес�
кого процессинга данные фрагменты разреза�
ются рибонуклеазой Dicer [96]. Связывание Tgfβ
с рецепторами модулирует экспрессию миРНК

как транскрипционно – через ДНК�связываю�
щую активность комплексов Smad, так и пост�
транскрипционно – через РНК�связывающую
активность R�Smad [21].

На сегодняшний момент открыто и описано
большое количество миРНК, влияющих на ре�
гуляцию Tgfβ сигналинга [21]. Некоторые из них
принимают участие в процессах, связанных с
хондрогенезом. Например, миРНК410 взаимо�
действует с регуляторным путём Wnt, который
перекрёстно связан с механизмом передачи сиг�
налов, инициируемым Tgfβ белком [97]. Было
показано, что микроРНК присоединяется к
3′�нетранслируемой области гена wnt3a, кото�
рый регулирует сигнальный путь Wnt. Культура
клеток, у которых искусственно активирована
миРНК410, увеличивает синтез основных бел�
ков внеклеточного матрикса гиалинового хря�
ща, таких как коллаген II типа, аггрекан, а так�
же синтез транскрипционного фактора Sox9,
важного при хондрогенезе [97]. МиРНК495 яв�
ляется важным регулятором хондрогенной диф�
ференцировки [98], так как в 3′�нетранслируе�
мой области гена sox9 есть область связывания с
данной миРНК. Сверхэкспрессиями РНК495
репрессирует экспрессию генов, кодирующих
белки внеклеточного матрикса (коллаген II типа
и аггрекан), а ингибирование ее экспрессии
приводит к обратному эффекту.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ Tgfββ3 ДЛЯ ЗАМЕЩЕНИЯ
ДЕФЕКТОВ ГИАЛИНОВОГО ХРЯЩА

Использование различных белков, стимули�
рующих процессы регенерации хряща и диффе�
ренцировки мезенхимальных стволовых клеток,
как по отдельности, так и в комбинации между
собой, в настоящее время является перспектив�
ным направлением в терапии целого ряда забо�
леваний опорно�двигательного аппарата, что
было показано, в том числе, и в наших пилот�
ных экспериментах [17]. Белок Tgfβ3 активно
используется для восстановления гиалинового
слоя, при этом он не только стимулирует хонд�
рогенез [99–101, 100], но и подавляет актив�
ность медиаторов воспаления и матриксных ме�
таллопротеиназ, таких как IL�1, MMPs и TNF�α
[101, 102]. Трансплантация биодеградируемых
носителей (на основе фиброина или внеклеточ�
ного матрикса хондроцитов), содержащих Tgfβ3,
приводила к регенерации повреждений хряща in
vivo, при этом комбинация Tgfβ3 c механозави�
симым фактором роста MGF давала синерги�
ческий эффект [103–105].

Следующим шагом на пути разработки тран�
сплантатов, способных эффективно замещать
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дефекты хряща, стало использование матрикса,
содержащего не только белок Tgfβ3, но и раз�
личные варианты стволовых или частично диф�
ференцированных клеток. Так, Wang et al. ус�
пешно использовали деминерализованную
костную ткань в сочетании с мезенхимальными
стволовыми клетками, продуцирующими Tgfβ3

и Bmp2 [106], а в работе Sun et al. была показана
эффективность инъекций стволовых клеток жи�
ровой ткани в комплексе с Tgfβ3 [107]. В насто�
ящее время активно ведется разработка 3D�мо�
делей скаффолда, способных обеспечить равно�
мерное распределение стволовых клеток по все�
му объему матрикса и пролонгированное высво�
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бождение активаторов хондрогенеза [108]. Удач�
ным примером таких моделей является сочета�
ние клеток стромальной васкулярной фракции с
гидрогелем метакрилат�желатина, содержащим
Tgfβ3, использованное для терапии поврежде�
ний мениска [109].

Почти три десятилетия прошли с открытия
рецепторов и сигнальных медиаторов белка
Tgfβ3. В настоящее время механизм воздействия
данных белков на рецепторы клеточной поверх�
ности и активацию внутриклеточного сигналин�
га посредством белков семейства Smad, в целом,
понятен. Взаимодействие Smad белков с тран�
скрипционными факторами влияет на увеличе�
ние экспрессии генов коллагена II типа и аггре�
кана, что приводит к увеличению синтеза вне�
клеточного матрикса гиалинового хряща. После
открытия этого явления исследователи задума�
лись об использовании белка Tgfβ3 в терапевти�
ческих целях для восстановления гиалинового
слоя хрящевой поверхности. Появились работы
по модификации клеточной культуры ММСК
рекомбинантным белком Tgfβ3 для последую�
щей дифференцировки и хондрогенной проли�
ферации как в экспериментах in vitro [105]. Сле�
дующим этапом стало применение в экспери�
ментах на животных клеточно�инженерных
конструкций с модифицированными ММСК
для восстановления повреждённого слоя гиали�

нового хряща, что было показано Sun et al. [107],
а также в наших собственных работах [17]. При�
менение данного цитокина для модификации
клеточной культуры (как с помощью рекомбинан�
тных белков, так и с помощью созданных плаз�
мид, несущих ген данного белка), на наш взгляд,
является перспективным направлением при соз�
дании КИК для замещения поверхностных де�
фектов гиалинового хряща. Однако такие рабо�
ты требуют от исследователей детального пони�
мания всех молекулярных механизмов и дозо�за�
висимости действия белка Tgfβ3 на культуру кле�
ток и тщательного контроля её пролиферации.
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Hyaline cartilage is forming a nonvascular connective tissue of the joints surface, consisting mostly from extracellular
matrix proteins and a small number of highly differentiated chondrocytes cells. Nowadays are investigated a various
techniques for repairing a joint surfaces damages, for example, the using of modified cell culture and biodegradable
scaffolds. Molecular mechanisms of cartilage tissue proliferation are being actively studied during recent years. One
of the most important proteins among cytokines and growth factors affecting the chondrogenesis is Tgfβ3, which plays
a critical role in normal cartilage tissue proliferation. Via direct interaction with ligands on the surface of cell mem�
brane, Tgfβ3 triggers a cascade of molecular interactions involving transcription factor Sox9. In this review we study
the effect of Tgfβ3 on the receptor complex activation and subsequent intracellular movement of the associated Smad
mediators. An analysis and the relation of these processes and a major extracellular matrix genes, such as col2a1 and
acan expression increase is also presented.
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521

БИОХИМИЯ,  2020,  том  85,  вып.  4,  с.  521  –  536

УДК 577.3, 576.3

1 Центр теоретических проблем физико�химической фармакологии РАН,
119991 Москва, Россия; электронная почта: gudimchuk@phys.msu.ru

2 Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова,
физический факультет, 119991 Москва, Россия

Поступила в редакцию 30.01.2020
После доработки 02.03.2020

Принята к публикации 02.03.2020

Митотическое деление поддерживает генетическую идентичность любого многоклеточного организма на�
чиная с дробления зиготы и на протяжении всей жизни. Равномерное распределение хромосомного мате�
риала между дочерними клетками всякий раз обеспечивает веретено деления, которое формируется во вре�
мя митоза из микротрубочек – динамических полимеров белка тубулина. Микротрубочки закрепляются
своими концами за специализированный суперкомплекс белков на хромосомах, называемый кинетохором.
Настоящий обзор посвящен одному из наиболее важных элементов кинетохора, 4�субъединичному комп�
лексу NDC80, который играет главную роль в прикреплении собирающихся и разбирающихся концов мик�
ротрубочек к хромосомам. Систематизированы литературные данные о структуре, свойствах и известных
механизмах регуляции работы комплекса NDC80 в живых клетках; также обсуждаются работы, рассматри�
вающие изменения нормальной экспрессии генов комплекса NDC80 в контексте нарушений клеточного
деления и онкогенеза. Обращается внимание на диагностический и терапевтический потенциал этого бел�
кового комплекса.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: митоз, веретено деления, микротрубочки, кинетохор, фосфорегуляция, ингибирова�
ние митоза, NDC80, антимитотики.
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БЕЛКОВЫЙ КОМПЛЕКС NDC80:
СВОЙСТВА, ФУНКЦИИ И ВОЗМОЖНАЯ РОЛЬ

В ПАТОФИЗИОЛОГИИ КЛЕТОЧНОГО ДЕЛЕНИЯ

Обзор

© 2020 Н.Б. Устинов1, А.В. Коршунова1,2, Н.Б. Гудимчук1,2*

Митотическое деление – решающее событие
в жизненном цикле любой эукариотической
клетки. От того, насколько успешно оно завер�
шится, зависит не только судьба ее прямых по�
томков, но и, в конечном счете, генетическая
идентичность всего многоклеточного организма.
Хромосомы равномерно распределяются между
дочерними клетками в результате точной работы
митотического аппарата клетки, в основе кото�
рого лежит так называемое веретено деления [1].
Оно формируется в прометафазе митоза из мик�
ротрубочек – протяженных полимеров белков
α� и β�тубулина [2, 3] (рис. 1). Эти динамические
структуры присоединяются своими растущими
(+)�концами к центромерным участкам репли�
цированных хромосом [4] и обеспечивают при
своей дальнейшей разборке правильное расхож�
дение сестринских хроматид в анафазе митоза

[5]. Площадками для прикрепления микротру�
бочек к хроматидам служат кинетохорные комп�
лексы [6], включающие 50–60 различных белков
у почкующихся дрожжей [7, 8] и >100 у высших
эукариот, включая человека [9, 10].

Среди кинетохорных белков, отвечающих за
прикрепление к микротрубочкам, центральную
роль играет комплекс NDC80. Будучи компо�
нентом т.н. KMN�сети (KNL1/MIND(Mis12)/
NDC80) [11], он участвует в сборке митотичес�
кого веретена и прохождении соответствующей
контрольной точки [12].

Комплекс NDC80 обнаружен в кинетохорах
большинства эукариот, включая царства грибов,
растений и животных. У дрожжей кинетохоры
устроены проще и более приспособлены к взаи�
модействию с малым количеством микротрубо�
чек. По имеющимся оценкам, каждый дрожже�
вой кинетохор имеет в своем составе 5–10 ко�
пий комплексов NDC80 [13, 14]. Кинетохоры
животных организованы сложнее: они оптими�
зированы для транспорта хромосом на большие

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : а.о. – аминокислотные ос�
татки.

* Адресат для корреспонденции.
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расстояния, и, как правило, связываются со
множеством микротрубочек одновременно. На
каждом кинетохоре человека в норме находится
~ 240 копий комплексов NDC80 [15], что соот�
ветствует ~ от 14 до 20 молекул этого комплекса
на каждую связанную с кинетохором микротру�
бочку [15, 16]. Увеличение числа молекул
NDC80 коррелирует с неправильным распреде�
лением сестринских хроматид в ходе митоза и
образованием анеуплоидных клеток со склон�
ностью к злокачественной пролиферации [17].

Центральная роль NDC80 в клеточном деле�
нии и многочисленные указания на корреляцию
нарушений экспрессии его генов [18–22] с раз�
витием опухолей делают этот комплекс потен�
циальной мишенью для разработки антимито�
тических противораковых лекарств нового по�
коления. Несмотря на ряд попыток, к нему до
сих пор не подобрано ни одного лиганда с при�
емлемым сродством и очевидным терапевтичес�
ким потенциалом. Возможно, что детальный
анализ структуры, партнеров по связыванию и
функционального состояния NDC80, которому
посвящен наш обзор, поможет уточнить тактику
и стратегию дальнейшего поиска подобных пре�
паратов.

СТРУКТУРА КОМПЛЕКСА NDC80

Субъединичная и доменная архитектура.
Комплекс NDC80 представляет собой гетеро�
тетрамер, состоящий из четырех субъединиц –
Нес1 (Ndc80 у дрожжей), Nuf2, Spc24 и Spc25
[23] (рис. 2). Интерфейс его взаимодействия с

микротрубочкой представлен доменами Hec1 и
Nuf2 [24–27]; за прикрепление NDC80 к белкам
внутреннего кинетохора отвечают Spc24 и Spc25
[24, 28, 29]. Нес1 и Nuf2 соединяются в гетеро�
димер за счет суперспирализации C�концевых
[23, 26], а Spc24 и Spc25 – N�концевых фрагмен�
тов [23, 26, 30]. При этом С�конец Hec1 (Ndc80)
выдается на ~ 80 а.о. относительно C�конца
Nuf2, а N�конец Spc24 – на ~ 20 а.о. по сравне�
нию с N�концом Spc25 [23], что позволяет суб�
комплексам Нес1(Ndc80)/ Nuf2 и Spc24/Spc25
соединиться и образовать полнофункциональ�
ный комплекс NDC80 [23, 31]. В результате
сборки образуется суперспираль длиной ~ 515 Å
с участком 4�х α�спиралей протяженностью
20 а.о. (~ 3 гептадных повторов) на стыке субко�
мплексов Нес1(Ndc80)/Nuf2 и Spc24/Spc25 [23,
31]. Глобулярные головки, на долю которых
приходятся 10% общей длины комплекса,
окаймляют этот фибриллярный стержень c обо�
их концов.

C�концевые домены Spc24 и Spc25 формиру�
ют со стороны кинетохора структуру с псевдо�
симметрией 2�го порядка [30]. С противополож�
ного конца суперспирали располагается
Hec1(Ndc80)/Nuf2�модуль, образованный N�
концевыми кальпонин�гомологичными доме�
нами обеих субъединиц. Структурно каждый та�
кой домен представлен шестью α�спиралями
(α1�α6) [30]. Кальпонин�гомологичный домен в
составе Hec1(Ndc80)�субъединицы отделен от
фибриллярного продолжения шпилькой α�спи�
ралей [31]. Похожие домены также присутству�
ют в белках семейства EB,связывающихся с рас�
тущими концами [32].
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Рис. 1. Комплекс NDC80 опосредует взаимодействие микротрубочек с хромосомами во время митоза: а – схема веретена
деления; б – биориентированное закрепление хромосомы за микротрубочки. Показаны микротрубочки, хромосомы и ки�
нетохоры (в виде кружков на хромосомах). Для пары кинетохорных микротрубочек, прикрепленных к сестринским хро�
матидам, отмечены (–)� и (+)�концы. Штриховая линия обозначает плоскость метафазной пластинки, а замкнутые штри�
ховые контуры очерчивают центромерные участки хромосом, куда прикрепляются кинетохоры.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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Конформационная подвижность и ее предпо?
сылки. В структуре Spc24/Spc25 суперспирали�
зованные фрагменты соединены с С�концевыми
доменами слабо структурированными перемыч�
ками. У Spc24 такая перемычка образована а.о.
со 126�го по 157�й, а у Spc25 – со 117�го по 133�й
[30]. Поскольку участки полипептидных цепей
богаты пролинами и глицинами, предполагает�
ся, что они образуют относительно гибкий
«шарнир» между глобулярным Spc24/Spc25� мо�
дулем и фибриллярным стержнем комплекса
NDC80. Аналогично «головка» Hec1(Ndc80)/
Nuf2�гетеродимера может отклоняться на 30° от
оси суперспирали [31].

Помимо всего прочего, глобулярные участки
Hec1(Ndc80)/Nuf2� и Spc24/Spc25�гетеродиме�
ров способны менять взаимную ориентацию за
счет гибкости самого фибриллярного стержня,
которую придает ему выпетливание в С�конце�
вом фрагменте Hec1 между связывающим мик�
ротрубочки Hec1(Ndc80)/Nuf2�модулем и мес�
том стыка двойных суперспиралей от разных
субкомплексов (рис. 2). Петля включает
50–100 а.о., не вовлеченных в суперспирализа�
цию, 10 из которых, предположительно, образу�
ют β�тяж [26, 33]. По данным электронной мик�
роскопии с негативным контрастированием об�

разцов, в точке излома фибриллярный стержень
может сгибаться на угол от 0 до 120° и скручи�
ваться вдоль своей оси на 90° в обе стороны [33].

Гибкая петля NDC80 образует дополнитель�
ный интерфейс для связывания других белков и
их комплексов (Ska1�3, Cdt1 и т. д.) [34–37]. Так,
например, у почкующихся дрожжей она участ�
вует в правильном позиционировании комплек�
са NDC80 не на латеральной поверхности мик�
ротрубочки, а на ее (+)�конце за счет взаимо�
действия петли и DASH�комплекса [38]. Кроме
того, наличие петли придает жесткому фибрил�
лярному стержню способность изгибаться, что
может быть важно в работе кинетохора. Так, у
почкующихся дрожжей расстояние между N�
концом Ndc80 и C�концом Spc24 меняется в
разные фазы митоза [39]. В метафазе оно состав�
ляет 55 нм, что примерно соответствует полной
длине комплекса. Впрочем, 15 из этих 55 нм
приходится на неструктурированный N�конце�
вой «хвост» Ndc80 (113 а.о.), после удаления
(Δ113�Ndc80) которого проекция того же рас�
стояния на ось взаимодействия между кинето�
хором и микротрубочкой составляет уже 40 нм
[14]. В поздней анафазе (при расхождении по�
люсов) расстояние между субъединицами Ndc80
и Spc24 сокращается до 35 нм, учитывая нест�
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Рис. 2. Субъединичная/доменная архитектура и конформационная подвижность комплекса NDC80. Ключевые структур�
ные элементы NDC80 подписаны непосредственно на рисунке. Сайты фосфорилирования в N�концевом «хвосте» Ndc80�
субъединицы показаны кружками. Диапазон значений угла ϕ демонстрирует, в каких пределах фибриллярный стержень
NDC80 способен изгибаться в плоскости рисунка.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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руктурированный хвост, что косвенно свиде�
тельствует о переходе NDC80 из выпрямленной
в изогнутую конформацию. Все это указывает
на то, что комплекс выпрямляется под действи�
ем сил натяжения, которые возникают в мета�
фазе [39]. Эксперименты по фёрстеровскому ре�
зонансному переносу энергии in vitro обнаружи�
ли еще одну, экстремально изогнутую конфор�
мацию NDC80 [40]. Предполагается, что кон�
формация и степень изогнутости NDC80 влия�
ют на доступность сайтов фосфорилирования
комплекса для киназы Aurora B, что позволяет
проводить проверку правильности сборки вере�
тена деления [41].

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ КОМПЛЕКСА NDC80
С МИКРОТРУБОЧКОЙ

Роль глобулярных доменов Hec1(Ndc80) и
Nuf2. Как уже было отмечено, ключевую роль в
связывании комплекса NDC80 с (+)�концами
микротрубочек играет глобулярный Hec1(Ndc80)/
Nuf2�модуль. Комплекс NDC80 сохраняет спо�
собность к взаимодействию c микротрубочками
вне зависимости от наличия Spc24/Spc25�«го�
ловки» и длины суперспирального фрагмента.
Так, рекомбинантному белковому комплексу
NDC80bonsai, в котором первые 286 а.о. Ndc80
слиты с последними 107 а.о. Spc25, а первые 169
а.о. Nuf2 – c последними 76 а.о. Spc24, укоро�
ченный в 7 раз фибриллярный стержень ни�
сколько не мешает связываться с микротрубоч�
ками in vitro [26]. То же касается изолированно�
го гетеродимера Ndc80/Nuf2 – как полнораз�
мерного [25], так и с частично обрезанными С�
концевыми суперспирализованными участками
(Ndc80�Δ135/Nuf2�Δ112 или «Broccoli») [40].

Аминокислотные остатки, формирующие
интерфейс взаимодействия комплекса NDC80 c
микротрубочкой, кластеризуются в двух поло�
жительно заряженных островках на поверхнос�
ти глобулярного Hec1(Ndc80)/Nuf2�модуля
(рис. 3). Эксперименты in vitro с человеческим
NDC80bonsai показали, что наибольший вклад в
связывание вносят 3 остатка лизина – K89 и
K166 в Ndc80�субъединице, а также K115 в
Nuf2�субъединице [26]. При замене любого из
них остатками глутаминовой кислоты или ала�
нина константа диссоциации увеличивается в
30–50 или ~ 6 раз соответственно. Таким обра�
зом, инверсия заряда сильнее, чем его обнуле�
ние, влияет на присоединение комплекса к
микротрубочке, что указывает на существен�
ный вклад электростатических взаимодействий
в связывание. Интерфейс взаимодействия
Hec1(Ndc80)/Nuf2�модуля c микротрубочкой не

ограничивается тремя упомянутыми остатками
лизина. Так, мутации K146E и K156E в Ndc80, а
также K33E и K41E в Nuf2 умеренно (в 6–12 раз)
ухудшают связывание человеческого NDC80bonsai

с микротрубочками in vitro. Наконец, чуть сла�
бее влияют на связывание с микротрубочкой за�
мены K123A, H176A в Ndc80 и K29A, N39A в
Nuf2 [26].

Ключевая роль остатков лизина, сущест�
венно влияющих на константу диссоциации
комплекса NDC80 от микротрубочки in vitro, от�
части подтверждается и наблюдениями in vivo.
В живых клетках аналогичные вышеперечис�
ленным мутации в белке Hec1 действительно
приводят к существенным нарушениям в проте�
кании митоза. В частности, мутация Hec1K166D

ведет к уменьшению вероятности формирова�
ния метафазной пластинки в 15 раз [27]. О коли�
честве контактов между микротрубочкой и ки�
нетохором можно также судить по числу стаби�
лизированных данными контактами микротру�
бочек, которые не деполимеризуются при холо�
довой обработке. Таких микротрубочек, а зна�
чит, и контактов между ними и кинетохорами
становится меньше, если в белке Ndc80 присут�
ствуют мутации [27].

Что касается глобулярного домена белка
Nuf2, то точечная инверсия заряда в нем в поло�
жениях K33, K41 и даже K115 (в отличие от экс�
периментов in vitro), практически не препят�
ствует выравниванию метафазных хромосом в
экспериментах in vivo. Для единичных замен
(мутанты Nuf2K33D, Nuf2K41D и Nuf2K115D) наблю�
дается лишь задержка клетки в метафазе на 47,
21 и 42% дольше нормы, соответственно. При
введении двойных и тройных мутаций
(Nuf2K33D/K41D и Nuf2K33D/K41D/K115D) доля клеток
со сформированной метафазной пластинкой
падает с 56 до 25% [27]. Приведенные данные о
роли мутаций в Nuf2 in vivo могут быть интерп�
ретированы как указание на ограниченный
вклад Nuf2�субъединицы в связывание с мик�
ротрубочками в клетках или же могут объяс�
няться наличием механизмов компенсации эф�
фектов точечных мутаций Nuf2 in vivo. Тем не
менее, вырезание целого кальпонин�гомоло�
гичного домена белка Nuf2 (Δ142–Nuf2) пол�
ностью блокирует клетки в прометафазе [27].
Впрочем, неизвестно, влияет ли столь обшир�
ная делеция только на взаимодействие Nuf2 c
микротрубочкой или еще и на конформацию
соседней Ndc80�субъединицы – в частности, на
ориентацию ее N�концевого «хвоста».

Роль N?концевого «хвоста» Hec1(Ndc80) в ре?
гуляции аффинности взамиодействия с микротру?
бочками. N�концевой «хвост» белка Hec1(Ndc80),
аналог которого отсутствует в структуре белка
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Nuf2, дополнительно стабилизирует взаимодей�
ствие комплекса NDC80 с поверхностью мик�
ротрубочки [24–27, 42, 43]. Этот богатый лизи�
нами фрагмент длиной 80 а.о. не имеет четкой
структуры, что затрудняет исследование его
трехмерной укладки при взаимодействии
NDC80 комплекса с тубулинами в микротру�
бочке экспериментальным путем. Для осталь�
ной части белкового комплекса NDC80bonsai уда�
лось получить информацию о молекулярном
строении с относительно неплохим разрешени�

ем [26]. Не исключено, что N�концевой хвост
субъединицы Hec1 узнает такой же слабострук�
турированный С�концевой фрагмент α� или
β�тубулина [26, 43]. При повышении ионной
силы раствора N�концевой «хвост» Нес1 отсое�
диняется от С�конца тубулина, несущего избы�
точный отрицательный заряд из�за множества
остатков глутамата и аспартата, что иллюстри�
рует ключевую роль электростатических взаи�
модействий в таком узнавании [43]. Человечес�
кие и дрожжевые мутанты, лишенные N�конце�
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Рис. 3. Связывание глобулярного Hec1/Nuf2�модуля NDC80 с поверхностью микротрубочки: а – вид перпендикулярно
оси микротрубочки; б – то же, с разворотом на 180° вокруг оси z; в – вид вдоль отдельного протофиламента; г – то же, с
разворотом на 180° вокруг оси z. Результирующие структуры получены наложением pdb�структур 3IZ0 и 6BJC в програм�
ме молекулярной визуализации VMD (Иллинойский университет в Урбане�Шампейне, США). Поперечный срез микро�
трубочки (a и б) ограничен тремя мономерами α�тубулина из смежных протофиламентов, а отдельный протофиламент
(в и г) – двумя тубулиновыми α/β�димерами. Латеральные контакты между тубулиновыми мономерами обозначены
штриховыми, а интра� и интердимерные продольные контакты – сплошными и пунктирными линиями, соответственно.
Для наглядности показано связывание Hec1/Nuf2�головки: а и б – только с одним мономером α�тубулина; в и г – только
на стыке между тубулиновыми α/β�димерами. Выделены отдельные а.о. Hec1 и Nuf2, сильно, умеренно и слабо вовлечен�
ные во взаимодействие с тубулином.
C цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/



УСТИНОВ и др.

вого «хвоста» (Δ80�NDC80bonsai и Δ80�Ndc80/
Nuf2, соответственно) in vitro связываются с
микротрубочками на 1–2 порядка хуже, чем их
полноразмерные прототипы [25, 26]. Экспери�
менты in vivo дают сходную картину: в клеточ�
ных линиях, продуцирующих укороченный ва�
риант человеческого Hec1 (Δ80�Hec1), среднее
количество микротрубочек, связанных с одним
кинетохором, уменьшается с ожидаемых 19,5 до
2,8 [42]. Изолированный «хвост» человеческого
Hec1 (Hec1(1�80)) и сам присоединяется к мик�
ротрубочке с Kd ~ 0,64 мкМ. Более длинный
фрагмент Hec1, содержащий еще и кальпонин�
гомологичный домен (Hec1(1–230)), связывает�
ся с ними чуть хуже (Kd ~ 1,0 мкМ), а кальпо�
нин�гомологичный домен сам по себе (Hec1(81�
230)) – крайне слабо [43].

N�концевой «хвост» человеческого
Ndc80(Hec1) содержит 9 остатков серина/трео�
нина (S4, S5, S8, S15, S44, T49, S55, S62 и S69),
как минимум 7 из которых являются мишенями
внутриклеточных Aurora�киназ A и B [24, 26, 44,
45]. Фосфорилирование этих а.о., которое нейт�
рализует положительный заряд «хвоста», сопря�
жено с отсоединением комплексов NDC80 от
микротрубочки in vitro [11, 26] и c ослаблением
контактов между микротрубочкой и кинетохо�
ром in vivo [46]. Aurora�киназа B, как и ее дрож�
жевой гомолог Ipl1 [47], динамически регулиру�
ет прочность этих контактов при переходе из од�
ной фазы митоза в другую, редактируя профиль
фосфорилирования NDC80 в тандеме с фосфа�
тазой PP1 [48].

По имеющимся данным, пока веретено де�
ления не сформировано, Hec1�«хвост» несет
больше всего фосфатных групп (до 4�х в профа�
зе и до 2�х в прометафазе) [46, 49, 50], из кото�
рых в метафазе остается максимум одна (S69�P),
изначально вносимая Aurora�киназой A [45, 49].
Параллельно доля ассоциированного с микро�
трубочками комплекса NDC80 возрастает с 17%
в прометафазе до 33% в метафазе [50]. Сами же
микротрубочки с каждой следующей фазой де�
ления всё менее активно перераспределяются
между разными кинетохорами [24, 49], что так�
же свидетельствует о большем сродстве дефос�
форилированного NDC80 к полимеризованно�
му тубулину.

Эксперименты с фосфомиметическими му�
тантами NDC80 подтверждают регуляторную
роль Aurora�киназ в клетке и значимость моди�
фикаций, вносимых этими ферментами [24, 27,
42, 45, 49–54]. Одновременная замена всех 9 ос�
татков серина и треонина на остатки аспараги�
новой кислоты в человеческом Hec1 (9D�Hec1)
в 10 раз ухудшает сродство NDC80 к микротру�
бочкам in vitro [54] и приводит к разбалансиров�

ке веретена деления in vivo [27, 42, 50]. Так, в
клетках, продуцирующих 9D�Hec1, с (+)�кон�
цами микротрубочек ассоциировано всего 20%
кинетохоров – примерно столько же, что и в
случае «бесхвостого» мутанта Δ80�Hec1. В норме
же к началу метафазы к 80% всех кинетохоров
прикрепляется хотя бы одна микротрубочка
[42]. Примечательно, что нефосфорилируемый
мутант с беззарядными остатками аланина в тех
же положениях (9A�Hec1) не снижает плотность
контактов между микротрубочками и кинетохо�
рами, хотя и не позволяет хромосомам выров�
няться по экватору делящейся клетки [42, 45].
Это согласуется с избыточной прочностью таких
контактов в 9A�Hec1�продуцирующих клетках,
где с микротрубочками ассоциировано в 1,7 ра�
за больше комплексов, чем в случае Hec1 дико�
го типа [50].

In vitro белковые комплексы NDC80 с фос�
фомиметическими заменами только в 7 подтве�
рждённых из 9 известных сайтов фосфорилиро�
вания (7D�NDC80(bonsai)) в 3–5 раз хуже связыва�
ются с микротрубочками по сравнению с натив�
ным комплексом [52,53]. Так, в экспериментах c
лазерной ловушкой кинетохорные частицы, со�
держащие фосфомиметический мутант 7D�
NDC80, могут удерживаться на концах микро�
трубочек под силой до 5,7 пН (при норме в
9,1 пН) [53]. В клетках, продуцирующих 7D�
NDC80, вероятность формирования метафаз�
ной пластинки падает в 5,8 раз [52]. Замена семи
аминокислот в сайтах фосфорилирования на
аланины (7A�NDC80) почти не влияет ни на
сродство комплекса к микротрубочке, ни на ус�
тойчивость контактов между микротрубочками
и кинетохорами к растяжению [53].

В опытах in vitro фосфомиметические мута�
ции [51, 52], как и удаление 80 а.о. с N�конца
Ndc80 (Hec1) [26], не только нарушают взаимо�
действие NDC80 с полимеризованным тубули�
ном, но и дезорганизуют кластеризацию комп�
лекса на поверхности микротрубочки, что было
интерпретировано как указание на возможный
кооперативный вклад Ndc80(Hec1)�«хвоста» в
связывание. Согласно данным электронной
микроскопии [52], при большой концентрации
NDC80bonsai образует кластеры на микротрубоч�
ках. Если типичный NDC80bonsai�кластер содер�
жит 3–6 молекул комплекса, то 3D�NDC80bonsai

и 4D�NDC80bonsai образуют скопления по 2–3
молекулы [51], а 7D�NDC80bonsai и Δ80�
NDC80bonsai – не более 2 молекул [52]. Отсечение
половины Hec1�«хвоста», на которую приходят�
ся остатки S5, S8 и S15, а также S4 (Δ40�
NDC80bonsai), очень слабо влияет на средний раз�
мер кластера [52]. Благодаря этим наблюдениям
(вместе со структурными реконструкциями)
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возникла гипотеза о том, что две зоны в преде�
лах «хвоста», разделенные богатым пролином
линкером, по�разному регулируют посадку
NDC80 на микротрубочку. Alushin et al. предло�
жили зональную гипотезу, согласно которой
участок, где сосредоточены а.о. S44, S55, и S69,
а также T49 и S62 (зона 1, а.о. 44–69), в дефосфо�
рилированном виде взаимодействует с подвиж�
ным отрицательно заряженным С�концом тубу�
лина, а N�концевой фрагмент NDC80 слабо
контактирует со смежной молекулой комплекса
в кластере. Согласно их экспериментальным
данным, фосфорилирование а.о. S5, S8, S15 и,
возможно, S4 в зоне 2 (а.о. 4–15) дестабилизиру�
ет взаимодействия комплексов NDC80 друг с
другом и сводит на нет кооперативность связы�
вания этих комплексов с микротрубочкой [52].
В согласии с этой гипотезой, а.о. S8 и S15, в от�
личие от S44 и S55, действительно защищены от
спонтанного рефосфорилирования по ходу ми�
тоза, что указывает на недоступность зоны 1 для
Aurora�киназ после оформления контактов
между микротрубочкой и кинетохором. Зона 2 в
метафазе остается, напротив, открыта для мно�
гократного ре� и дефосфорилирования, что,
предположительно, порождает хромосомные
осцилляции in vivo [46].

В противоречии с зональной моделью Алу�
шина находятся данные Zaytsev ey al. [49, 54]. В
этих работах последовательное введение всё
большего числа фосфомиметических замен (от
1D�NDC80bonsai (S8D) до 9D�NDC80bonsai) in vitro
постепенно ослабляло взаимодействие комп�
лекса с микротрубочкой, но почти не влияло на
прочность смежных NDC80�NDC80 контактов.
Кооперативность связывания во всех случаях
была настолько мала, что кластеризовалось
лишь ~ 10% молекул комплекса, причем 8% свя�
зывались с микротрубочками в виде димеров.
Поскольку в клетке на одну кинетохорную мик�
ротрубочку приходится не более 20 молекул
NDC80 [15,16], исследователи пришли к выводу,
что кооперативные эффекты почти не вносят
вклада в формирование контактов между мик�
ротрубочками и кинетохорами in vivo, а числом
фосфатных групп в Ndc80(Hec1)�«хвосте» экс�
периментально регулируется только прочность
этих отдельно взятых контактов [54].

Роль глобулярного Spc24/Spc25?модуля комп?
лекса NDC80. Эффект автоингибирования.
NDC80 может частично подавлять свое присое�
динение к микротрубочкам [11, 40]. Феномен
автоингибирования связан с тем, что комплекс
способен переходить в экстремально изогнутое
состояние [40]. В такой конформации глобуляр�
ный Spc24/Spc25�модуль настолько сближается
с Nuf2/Hec1�«головкой», что частично загора�

живает интерфейс ее контакта с поверхностью
микротрубочки и ослабляет связывание. Так,
дрожжевой белковый комплекс NDC80�
«Broccoli» без Spc24/Spc25�модуля и части фиб�
риллярного стержня (Ndc80�Δ135/Nuf2�Δ112) в
1,9 раза дольше остается связан с поверхностью
микротрубочки, чем полноразмерный NDC80.
Эксперименты с флуоресцентными метками на
концах комплекса показали, что автоингибиро�
вание происходит за счет изгибания NDC80, а
исчезновение сигнала Ферстеровского резонан�
сного переноса энергии при делеции 30 а.о.
(Δ490�510) в Ndc80�субъединице подтвердило
участие шарнирной петли в таком изгибании
[40].

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ КОМПЛЕКСА NDC80
C ДРУГИМИ КИНЕТОХОРНЫМИ БЕЛКАМИ

Кинетохорные рецепторы NDC80. Основную
роль в присоединении комплекса NDC80 к ки�
нетохору играет комплекс Mis12, гомолог кото�
рого у дрожжей носит название MIND
(рис. 4, а, б). Комплекс MIND (Mis12) состоит
из четырех субъединиц: Mtw1/Nnf1/Nsl1/Dsn1
[11, 29, 55]. Комплекс NDC80 присоединяется к
нему за счет взаимодействия глобулярных доме�
нов Spc24/Spc25 с субъединицами Nsl1/Dsn1
Mis12(MIND)�комплекса [28, 56]. У NDC80 ин�
терфейс взаимодействия с MIND(Mis12)�комп�
лексом формируют а.о. 136–213 и 116–221 в С�
концевых доменах Spc24 и Spc25. Комплекс
MIND (Mis12) соединяет NDC80 с белком
KNL1 и с белком СENP�C у человека (Mif2 у
дрожжей) [57, 58]. Последний непосредственно
взаимодействуют с центромеро�специфическим
гистоном CENP�A (Сse4 у дрожжей), определя�
ющим локализацию всего кинетохора на хромо�
соме (рис. 4, а, б). На ключевую роль Mis12 в ло�
кализации комплекса NDC80 на кинетохорной
пластинке указывают эксперименты с мутанта�
ми. Так, у дрожжей удаление Dsn1�субъединицы
MIND�комплекса (Δdsn) является летальным
[59]. Кроме того, нежизнеспособные мутанты
возникают при изменении интерфейса взаимо�
действия путем внесения аминокислотных за�
мен: Spc24L160D, Spc25V159D или Dsn1L562D/L563D,
Dsn1–Δ29 [29].

Интересно, что мутации, вносимые в Mis12,
в клеточных линиях человека не всегда ле�
тальны, как в случае дрожжей. Нокаут челове�
ческого Mis12, в отличие от дрожжевого MIND�
комплекса, не фатален, хотя и чреват хромосом�
ными дефектами и задержкой митоза из�за вчет�
веро меньшего количества NDC80 на кинетохо�
ре [60]. Это свидетельствует о существовании
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компенсирующих или дополнительных меха�
низмах связывания NDC80 с кинетохором. И
действительно, у эукариот присутствует второй
кинетохорный рецептор NDC80, который у че�
ловека называется CENP�T, а у дрожжей – Cnn1
[29, 61, 62] (рис. 4, a, б). Известно, что белок
Cnn1 (CENP�T) связывается с NDC80 в таком
же сайте, что и Dsn1�субъединица MIND�комп�
лекса [29].

Распределение NDC80 между двумя кинето�
хорными рецепторами в клеточном цикле регу�
лируется циклин�зависимыми (CDK), Aurora� и
некоторыми другими киназами [29, 58]. Так, у
S. cerevisiae замена в Cnn1 всех 16 известных сай�
тов фосфорилирования на остатки аланина
(16A�Cnn1) резко увеличивает сродство этого

белка к NDC80 [29]. В результате мутантный бе�
лок 16A�Cnn1, в отличие от своего прототипа,
начинает конкурировать с MIND�комплексом
еще до сборки метафазной пластинки, когда
связыванию нативного Cnn1 с NDC80 препят�
ствует высокая активность митотических киназ
Cdk1 и Mps1 [29, 63]. Из�за такого фальстарта
NDC80/MIND�комплексы не успевают образо�
ваться в нужном количестве к моменту сборки
митотического веретена, что порождает хромо�
сомные дефекты в 16A�Cnn1�продуцирующих
дрожжевых клетках – в частности, неравномер�
ное расхождение сестринских хроматид [29]. В
отсутствие Cnn1 (Δcnn1) схожие дефекты прояв�
ляются ощутимо слабее [61, 62]. Поначалу счи�
талось, что весь NDC80, который дополнитель�
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Рис. 4. Взаимодействие комплекса NDC80 с микротрубочками и белками кинетохора (схема): а – у высших эукариот;
б – в почкующихся дрожжах (S. cerevisiae). Названия белков кинетохора подписаны на иллюстрации.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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но садится на кинетохор в анафазе (≥50% от уже
связавшегося ранее) [64], присоединяется имен�
но к Cnn1 [61, 62]. Однако ни делеция, ни дере�
гуляция (16A�Cnn1) этого белка, как выясни�
лось впоследствии, никак не влияют на постме�
тафазную локализацию NDC80 [64], что ставит
под вопрос значимость Cnn1 для сборки полно�
функционального кинетохора в анафазе.

Впрочем, при дерегуляции основного рецеп�
тора MIND у S. cerevisiae Cnn1�зависимый путь
посадки может стать решающим [65]. Так, трой�
ная аланиновая замена в сайтах фосфорилиро�
вания Dsn1 субъединицы комплекса MIND ки�
назами Ipl1� и Cdk1 сама по себе не снижает ко�
личество ассоциированных с кинетохором
комплексов NDC80 [66], однако в сочетании с
делецией Δcnn1 приводит к гибели дрожжевых
клеток [65].

В человеческих клетках фосфорилирование
CENP�T не препятствует, как у S. cerevisiae, а,
напротив, способствует ранней посадке NDC80
на этот кинетохорный рецептор. Связывание
происходит еще в G2�фазе клеточного цикла и
длится до полного расхождения сестринских
хроматид, несмотря на инактивацию CDK в
анафазе, что указывает на возможный вклад до�
полнительных факторов в стабилизацию CENP�
T/NDC80�комплексов после дефосфорилиро�
вания CENP�T [58]. Таким образом, у человека,
в отличие от почкующихся дрожжей, контактов
с CENP�C(Mif2)/Mis12(MIND) не хватает для
первичной локализации NDC80 на кинетохоре.
Это дополнительно подтверждается тем, что ко�
личество кинетохор�ассоциированного NDC80
снижается при нокауте CENP�T ~ в 3 раза [15].
Более того, на эктопических кинетохорах, кото�
рые собираются на неоцентромерных последо�
вательностях без участия CENP�A (варианта
гистона H3), в отсутствие CENP�T локализуется
~10% NDC80 от нормы [58].

Сборка внешнего кинетохора характеризует�
ся устойчивой стехиометрией. Показано, что in
vitro CENP�C, Mis12 и NDC80 связываются в со�
отношении 1 : 1 : 1, зато на каждую молекулу
фосфорилированного CENP�T садится три мо�
лекулы NDC80 – две в свободном виде и еще од�
на при участии всё того же Mis12. Фосфорили�
рование Cdk1�киназой остатков T11 и T85 в
CENP�T отвечает за непосредственное, а остат�
ка S201 – за Mis12�зависимое связывание
NDC80 [67]. Подсчитано, что в HeLa�клетках на
каждую молекулу CENP�C и CENP�T в среднем
приходится ~ 0,4 и 2,0–2,2 ассоциированных
молекул NDC80 соответственно [15]. Значимые
отклонения от целочисленных стехиометричес�
ких соотношений, по всей вероятности, связа�
ны с различиями в профилях фосфорилирова�

ния in vitro и in vivo и/или с частичным вытесне�
нием NDC80 другими белками – в частности,
HP1�α [55], – из комплекса с Mis12.

Медиаторы взаимодействия NDC80 с микро?
трубочками. NDC80 при взаимодействии с мик�
ротрубочками не обходится без партнеров, пос�
редников и модуляторов из числа других кине�
тохорных белков. Некоторые из них и сами об�
ладают способностью связываться с микротру�
бочками. К таким белкам, в частности, долгое
время относили KNL1 (Spc105 у S. cerevisiae) –
третий компонент KMN�сети наряду с NDC80 и
MIND (Mis12) [11, 68, 69] (рис. 4, a, б). Как и
NDC80�комплекс, KNL1 присоединяется к
(+)�концам микротрубочек – во всяком случае,
in vitro [11, 70]. KNL1 (Spc105) отчасти дублиру�
ет и смежные функции NDC80, упорядочивая
белок�белковые взаимодействия внутри кине�
тохора [68, 69] и участвуя в успешном прохожде�
нии контрольной точки сборки веретена деле�
ния [70, 71].

Убедительных свидетельств тому, что NDC80
напрямую связывается с KNL1 после своей по�
садки на кинетохор, не найдено ни у дрожжей
[56, 72], ни у человека [55], ни у нематод [11].
KNL1 и NDC80, вероятно, взаимодействуют че�
рез посредника, который узнает гибкую петлю
NDC80, на что указывает 30–40%�ное снижение
количества белков KNL1 на кинетохоре при
нокдауне NDC80 или частичном удалении этой
петли (Ndc80Δ427�452) [36]. У человека и других
высших эукариот таким посредником, видимо,
служит гетеротримерный (Ska1, Ska2, Ska3
(RAMA1)) Ska�комплекс [73], взаимодействую�
щий как с NDC80, так и с KNL1 (рис. 4, a). В са�
мом деле, он почти не локализуется на кинето�
хоре ни в отсутствие NDC80, ни в NDC80Δ427�452�
продуцирующих клетках [36]. Ранее предполага�
лось, что C�концевой неструктурированный фраг�
мент Ska3(RAMA1)�субъединицы (а.о. 102–412)
узнает гибкую петлю NDC80, хотя, согласно
современным представлениям, более вероят�
ный вклад в связывание вносят жесткие участки
фибриллярного стержня [74, 75]. Подобно само�
му NDC80, Ska�комплекс присоединяется к
микротрубочкам in vitro [73, 76, 77] и in vivo [76,
77], а также следует за их деполимеризующими�
ся (+)�концами [76], причем за непосредствен�
ное узнавание концов микротрубочки, вероят�
но, отвечает C�концевой домен Ska1�субъеди�
ницы [77], а за кооперативность связывания –
Ska3(RAMA1)�субъединица [76]. При этом Ska�
комплекс, в отличие от NDC80 [51], связывает�
ся не только с прямыми, но и с изогнутыми про�
тофиламентами на (+)�концах микротрубочки
[76, 77]. NDC80� и Ska�комплексы не связыва�
ются друг с другом в растворе, однако проявля�
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ют синергию при взаимодействии с микротру�
бочками in vitro [74, 76]. Так, человеческий
комплекс NDC80�«Broccoli», лишенный C�кон�
цевых доменов, повышает сродство Ska к мик�
ротрубочке до 5 раз, а полноразмерный NDC80
из C. elegans – вдвое. В отсутствие Ska связыва�
ние NDC80 с микротрубочками ухудшается
почти в 40 раз [76]. Примечательно, что Ska�
комплекс частично компенсирует удаление
(Δ80�NDC80) или дерегуляцию (9D�NDC80) N�
концевого «хвоста» Hec1 [74,75]. Так, при внесе�
нии 9D�замены в аминокислотную последова�
тельность N�конца белка Ndc80, сила отрыва
комплекса NDC80 от микротрубочки уменьша�
ется примерно на порядок, но добавление Ska
вновь повышает ее в 5–6 раз [74]. Результирую�
щий эффект такой замены in vivo должен состо�
ять в двукратном ослаблении контактов между
микротрубочкой и кинетохором, что интуитив�
но согласуется с уменьшением доли кинетохо�
ров, прикрепленных хотя бы к одной микротру�
бочке, с 80% до 20% [42].

У дрожжей и других грибов ортологов Ska�
комплекса не найдено; вместо него схожие
функции выполняет Dam1/DASH�комплекс,
включающий у S. cerevisiae 10 различных белков
(Duo1, Dam1, Ask1, Spc19, Spc34, Hsk3 и Dad1�4)
[78]. За присоединение этого комплекса к мик�
ротрубочке в основном отвечает Dam1�субъеди�
ница, о чем можно судить по сопоставимым
значениям Kd для нее и цельного гетеродекаме�
ра [79]. В присутствии полимеризованного тубу�
лина Dam1/DASH�комплекс олигомеризуется,
по разным данным, с образованием 16�, 17� или,
что менее вероятно, 25�членных замкнутых ко�
лец (реже – спаренных спиралей) вокруг мик�
ротрубочки [79–81] (риc. 4, б). При разборке
микротрубочек Dam1/DASH�кольца следуют за
их деполимеризующимися (+)�концами
[82–84]. Аналогичное поведение демонстриру�
ют и некольцевые структуры [83, 85], которыми
Dam1/DASH�комплекс представлен у S. cerevisiae
более чем наполовину [81]. Dam1/DASH�комп�
лекс умеренно взаимодействует с NDC80 в экс�
периментах in vitro уже в растворе, где присут�
ствует в основном в виде димеров [86]. Посадку
NDC80 на микротрубочку улучшают и эти ди�
меры, и незамкнутые олигомеры большей мас�
сы, и тем более кольцевые структуры [86,87], ко�
торые образуются при концентрациях ≥1 нМ в
пересчете на мономерные единицы [86]. Уже
при 500 пМ Dam1/DASH�комплекса диффузия
NDC80 по поверхности микротрубочки замед�
ляется как минимум в 5 раз, а скорость его дис�
социации обратно в раствор – вдвое [86].
Dam1/DASH�кольца позволяют NDC80 не
только в большем количестве присоединяться к

стенкам микротрубочек [87], но и процессивно
следовать за их (+)�концами [84, 86], к чему
NDC80 не способен без искусственной олиго�
меризации [88]. Поливалентные NDC80�клас�
теры в присутствии Dam1/DASH�комплекса бо�
лее эффективно преобразуют энергию деполи�
меризации микротрубочки в движение хромо�
сом in vitro и грузов in vivo [86, 89]. Так, микро�
сферы, покрытые NDC80, при добавлении
Dam1/DASH следуют за (+)�концами микро�
трубочек в 3 раза дольше, а соответствующая
скорость отрыва уменьшается в 5 раз [86].
Dam1/DASH�комплексы, искусственно лишен�
ные способности к олигомеризации, также уси�
ливают взаимодействие NDC80 с микротрубоч�
ками, но не настолько, чтобы обеспечить кон�
тактам микротрубочек и кинетохоров проч�
ность, необходимую для расхождения сестринс�
ких хроматид [89]. Таким образом, Dam1/
DASH�кольца служат для NDC80 таким же фак�
тором процессивности, как, например, белки
скользящего зажима для репликативных ДНК�
полимераз [90], а динактин – для моторного
белка динеина [91]. Cо стороны Dam1/DASH�
комплекса в связывании с NDC80 участвуют С�
концевые домены субъединиц Dam1, Ask1 и
Spc34, каждому из которых соответствует своя
область на поверхности NDC80 [87, 92, 93].
Dam1 узнает шпильку α�спиралей между каль�
понин�гомологичным доменом Ndc80�субъеди�
ницы и фибриллярным стержнем [87, 93], а Ask1
и Spc34 – участки стержня по разные стороны
от гибкой петли [93]. Сама эта петля не участву�
ет в связывании с Dam1/DASH, хотя ее частич�
ные делеции нарушают взаимодействие комп�
лексов in vivo и друг с другом, и с (+)�концами
микротрубочек [38]. Предположительно, дефе�
ктные молекулы NDC80, лишенные гибкой пет�
ли, не могут должным образом изогнуться, что�
бы образовать контакты с Dam1� и Ask1�субъе�
диницами одного и Spc34�субъединицей друго�
го Dam1/DASH�кольца. Интересно наблюдение
in vitro, что такие кольца часто формируются на
микротрубочках парами, причем не только при
насыщающих [80], но и при физиологических
концентрациях Dam1/DASH�ком�плекса [93].
Без добавления NDC80�комплекса расстояние
между Dam1/DASH�кольцами в таких дублетах,
как правило, составляет ~13 нм, а в присутствии
NDC80 оно возрастает до ≈33 нм. При искус�
ственном удлинении стержня NDC80�комплек�
са на 10 гептадных повторов (NDC8010hep) это
расстояние увеличивается еще на 9 нм, что поз�
воляет предположить. Это NDC80 образует кри�
тически важные мостиковые контакты между
соседними Dam1/DASH�кольцами. В согласии
с этим мутации во всех трех NDC80�связываю�
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щих участках Dam1/ DASH�комплекса приво�
дят к серьезным дефектам во взаимодействии
микротрубочек и хромосом в митозе [93]. Инте�
ресно, однако, что (по данным криотомогра�
фии) такие мостики, если и образуются, то до�
вольно редко и в основном при участии незамк�
нутых Dam1/DASH�колец [81].

Аналогично Ska�комплексу у высших эука�
риот взаимодействие NDC80 с дрожжевым
Dam1/DASH�комплексом, как и с (+)�концами
микротрубочек, регулируется Ipl1�киназой по 6
сайтам фосфорилирования, 4 из которых сосре�
доточены в Dam1�субъединице [84–86, 92, 93].
Фосфатные группы либо фосфомиметические
замены в большинстве из этих позиций ослаб�
ляют взаимодействие Dam1/DASH с (+)�конца�
ми микротрубочек [84, 86] и с NDC80 [92] in
vitro, а также дестабилизируют контакты мик�
ротрубочек и кинетохоров in vivo [53, 92]. Безза�
рядные замены в тех же положениях, напротив,
укрепляют эти взаимодействия, однако препят�
ствуют исправлению аберрантных прикрепле�
ний микротрубочек к кинетохорам с помощью
киназы Ipl1 (дрожжевого варианта киназы
Aurora B) [92]. Все эти эффекты усиливаются,
если какому�то из описанных типов мутаций в
Dam1/DASH�комплексе сопутствуют аналогич�
ные мутации в N�концевом «хвосте» NDC80.
(См. раздел «Роль N�концевого «хвоста»
Hec1(Ndc80) в регуляции аффинности взаимо�
действия с микротрубочками».)

В почкующихся дрожжах одного
Dam1/DASH�комплекса, по�видимому, доста�
точно, чтобы придать необходимую прочность
контактам NDC80 с микротрубочками. Однако
у некоторых других эукариот прикрепление
микротрубочек к кинетохорам дополнительно
стабилизируются за счет белков, напрямую уз�
нающих гибкую петлю NDC80 [34, 35, 37]. Сре�
ди них известны белок Dis1 и белковый комп�
лекс Alp7/Alp14 у S. pombe [34, 37], а также фак�
тор ДНК�репликации Cdt1 у человека [35].
Предполагается, что Dis1, соединяющий петлю
NDC80 c (+)�концом микротрубочки, возмеща�
ет дефицит Dam1/DASH�комплекса, которого у
делящихся дрожжей не хватает для сборки пол�
ностью замкнутых колец [34]. В самом деле, но�
каут Dis1 (Δdis1), удаление гибкой петли в
NDC80 (Ndc80Δ400�476) либо мутация L405P внут�
ри нее приводит к коллапсу веретена и останов�
ке митоза [34]. Alp7/Alp14�комплекс присоеди�
няется к NDC80 независимо от Dis1. Мутация
F420S в гибкой петле NDC80 препятствует лока�
лизации Alp7/Alp14 на NDC80, однако, в отли�
чие от Dis1, почти не нарушает морфологию ве�
ретена, хотя и дезорганизует расхождение хро�
мосом из�за предполагаемого ослабления кон�

цевых контактов микротрубочек и кинетохоров
[37]. Этот же комплекс служит платформой для
прикрепления регуляторных и моторных бел�
ков – в частности, фосфатазы PP1 и кинезина�8
(Klp5�Klp6 у S. pombe), которые участвуют в про�
хождении контрольной точки сборки веретена
деления и ускоряют деполимеризацию микрот�
рубочек в анафазе, соответственно [94]. Досто�
верно не ясно, узнают ли человеческие гомоло�
ги Dis1(Alp14) и Alp7 – ch�TOG и TACC соответ�
ственно – именно гибкую петлю NDC80. Как
бы то ни было, ch�TOG связывает NDC80 in
vitro, а также упрочняет контакты микротрубо�
чек и кинетохоров и пролонгирует время жизни
этих контактов in vivo [95]. В то же время белок
Cdt1, ранее известный как лицензирующий
фактор ДНК�репликации, связывается у H. sapi�
ens как раз с петлей NDC80. Действительно,
после ее удаления (Ndc80Δ420�460) Cdt1 уже не ло�
кализуется на кинетохоре [35]. Обладая значи�
тельным сродством еще и к микротрубочке,
Cdt1 кооперирует с NDC80 подобно Ska�комп�
лексу, причем вклад данного белка в прочность
контактов между кинетохорами и микротрубоч�
ками негативно регулируется Aurora B�киназой
по 10 предполагаемым сайтам фосфорилирова�
ния [96].

ВОЗМОЖНАЯ ВЗАИМОСВЯЗЬ
ИЗМЕНЕНИЯ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ

КОМПЛЕКСА NDC80 С ОНКОГЕНЕЗОМ

Известно, что гиперэкспрессия генов всего
комплекса NDC80 или его отдельных субъеди�
ниц наблюдается при злокачественных опухо�
лях различной локализации [18–22], зачастую
сопутствуя неблагоприятному прогнозу [20, 22].
Индуцированная гиперактивация гена Hec1
также провоцирует [97], а нокдаун, напротив,
подавляет рост раковых клеток в мышиной мо�
дели [98]. Относительно недавно была высказа�
на пока не доказанная гипотеза, согласно кото�
рой NDC80 может служить триггером онкоге�
неза за счет своей гибкой петли [99]. А именно,
в соответствии с этим дискуссионным предпо�
ложением, избыточные или «лишние» молеку�
лы комплекса NDC80 не локализуются на ки�
нетохоре, а оказываются в цитоплазме, где свя�
зывают (секвестрируют) подтвержденные
(Cdt1) и предполагаемые (ch�TOG, TACC, Ska)
лиганды петли вместе с партнерами по связыва�
нию (кинезином�8 и т. д.), препятствуя участию
тех и других в регуляции контактов микротру�
бочек и кинетохоров и провоцируя хромосом�
ные дефекты в дочерних клетках. Следом дере�
гулируется экспрессия генов секвестрирован�
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ных белков, что только подстегивает дальней�
шее размножение анеуплоидных клеток, неко�
торые из которых рано или поздно перерожда�
ются в раковые.

Действительно, в опухолях, где высока
экспрессия генов NDC80, зачастую повышается
и уровень вышеупомянутых белков, ассоцииро�
ванных с микротрубочками [100–102]. То же ка�
сается некоторых других белков, которые свя�
зываются не с петлей NDC80, а с другими струк�
турными элементами комплекса [97, 103]. В
частности, компоненты (Mad1, Mad2) и регуля�
торы (Mps1, Nek2) контрольной точки сборки
веретена деления, которые обеспечивают своев�
ременный переход клетки из метафазы в анафа�
зу, также вырабатываются в опухолевых тканях в
повышенном количестве. Так, гиперэкспресси�
руются ген Mps1�киназы, которая узнает сво�
бодные кальпонин�гомологичные домены
Ndc80�субъединиц и активирует контрольную
точку сборки веретена деления, как и гены са�
мого комплекса NDC80 [22] при колоректаль�
ном раке [103]. Задержка анафазы, связанная с
гиперэкспрессией гена киназы Mps1 и сопут�
ствующей гиперактивацией контрольной точки,
столь же чревата онкогенными хромосомными
дефектами, что и мислокализация белков, ассо�
циированных с микротрубочками [97, 104]. Из�
вестно, что NDC80, будучи в избытке, связыва�
ет больше Mad1 и Mad2, чем требуется для кор�
ректного прохождения контрольной точки [97].
Что же касается Mps1� и Nek2�киназ, то пока
неизвестно, гиперэкспрессируются ли их гены
сами по себе или уже вслед за повышением
экспрессии генов NDC80.

Таким образом, вопрос о том, повышается
ли уровень экспрессии генов комплекса NDC80
в клинических случаях возникновения злокаче�
ственных новообразований еще до того, как они
становятся анеуплоидными, или уже в ответ на
хромосомные нарушения, возникновение кото�
рых не связано с NDC80, остается открытым.
Вполне возможно, что оба этих сценария на
практике почти никогда не реализуются и гипе�
рэкспрессия генов NDC80 служит не первопри�
чиной и не следствием рака, а скорее промежу�
точным триггером при переходе опухоли из уме�
ренного в агрессивный режим роста.

Митотическое деление венчает собой жиз�
ненный цикл любой эукариотической клетки
вне зависимости от того, является ли она частью
многоклеточного организма или самодостаточ�
ным целым. В митозе участвуют десятки белко�
вых комплексов, одни из которых напрямую

осуществляют контакты между кинетохором и
микротрубочкой, другие регулируют прочность
этих контактов, а третьи – синхронизируют
сборку и разборку микротрубочек со своевре�
менным переключением между фазами деления.
Комплекс NDC80 вносит вклад во все эти про�
цессы, играя роль своеобразного регуляторного
хаба. В связи с этим, не удивительно, что деле�
ние клеток оказывается чувствительным не
только к мутациям в NDC80, но и к уровню
экспрессии генов этого комплекса. Действи�
тельно, патологической пролиферации опухо�
левых клеток, которая не обходится без тех или
иных сбоев в аппарате деления, зачастую сопут�
ствует повышенная выработка NDC80.

Можно предположить, что направленная
блокировка NDC80 может оказаться перспек�
тивной в терапии злокачественных новообразо�
ваний. Ассортимент известных малых молекул,
способных каким�то образом модулировать ра�
боту NDC80 комплекса, пока ограничивается
лишь несколькими соединениями, одно из ко�
торых, вероятно, препятствует посадке NDC80
на микротрубочку, связываясь с тубулином
[105], а остальные – ингибируют взаимодей�
ствие комплекса NDC80 с Nek2�киназой
[106–109]. Как и ожидалось, все эти вещества в
той или иной степени подавляют рост целого
ряда опухолей in vitro и/или in vivo [106–109].
Подбор блокаторов не к тубулину, а напрямую к
NDC80 в будущем, возможно, обеспечит не
только высокую эффективность остановки кле�
точного деления, но и меньшее количество не�
гативных побочных воздействий на организм по
сравнению с существующими препаратами.
Последние подавляют динамику не только ми�
тотических, но и, например, аксональных мик�
ротрубочек, тем самым провоцируя нейродеге�
неративные эффекты [110]. Прямые ингибито�
ры функций NDC80 обещают быть избавленны�
ми от этой проблемы и помочь в борьбе со зло�
качественными новообразованиями с меньши�
ми отрицательными последствиями для нерв�
ной системы и организма человека в целом.
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Mitotic division maintains the genetic identity of any multicellular organism throughout a whole lifetime. Each time
when a mother cell divides, chromosomes are equally distributed between daughter cells thanks to the action of mitot�
ic spindle apparatus, assembled from microtubules – dynamic polymers of the tubulin protein. Spindle microtubules
attach to kinetochores – large multi�protein complexes on chromosomes – in a manner called end�on attachment.
This review is devoted to one of the most important kinetochore elements, the four�subunit complex NDC80, which
plays a major role in the attachment of assembling and disassembling microtubule ends to chromosomes. Here we sys�
tematize literature data about the structure, properties and regulation of the NDC80 complex in cells. In the review,
we also trace the possible relationship between misexpression of the genes, coding components of the NDC80 com�
plex, mitotic disorders and oncogenesis, drawing the readers’ attention to the diagnostic and therapeutic potential of
this protein complex.

Keywords: mitosis, mitotic spindle, microtubules, kinetochore, phosphoregulation, inhibition of mitosis, NDC80,
antimitotic drugs
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Несмотря на физиологическое значение альдоновых сахарных кислот для живых организмов, мало извест�
но о метаболических путях этих соединений. В данной работе мы исследовали функциональное разнообра�
зие гомологов дегидрогеназы L�треоновой кислоты (ThrDH, UniProt ID: Q0KBC7) – фермента, имеющего
два NAD�связывающих домена (PF14833 и PF03446). Мы изучили десять гомологов ThrDH с различным ге�
номным контекстом и охарактеризовали семь новых ферментативных активностей ((R)�пантоатдегидроге�
наза, L�дегидрогеназа альтроновой кислоты, дегидрогеназа 6�дезокси�L�талоновой кислоты, дегидрогеназа
L�идоновой кислоты, дегидрогеназа D�ксилоновой кислоты, дегидрогеназа D�глюконовой кислоты и ре�
дуктаза 2�гидрокси�3�оксопантоевой кислоты). Кроме того, нами также были идентифицированы два ассо�
циированных метаболических пути: было обнаружено, что дегидрогеназа L�идоновой кислоты участвует в
деградации L�идоновой кислоты посредством ее окисления/декарбоксилирования у Agrobacterium radiobac�
ter K84, в то время как 2�гидрокси�3�оксопантоатредуктаза участвует в катаболизме D�глукарата посред�
ством дегидрирования/расщепления субстрата у Ralstonia metallidurans CH34.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: (R)�пантоатдегидрогеназа, катаболизм L�идоновой кислоты, катаболизм D�глукара�
та, дегидрогеназа L�альтроновой кислоты, дегидрогеназа D�ксилоновой кислоты.

DOI: 10.31857/S0320972520040065

СУБСТРАТНОЕ РАЗНООБРАЗИЕ ГОМОЛОГОВ ДЕГИДРОГЕНАЗЫ
L�ТРЕОНОВОЙ КИСЛОТЫ*,**

© 2020 Ч. Чжан1#, Юй Лю1#, С. У1, С. Чжан2***, Х. Хуан1***

Сахарные кислоты представляют собой саха�
риды с карбоксильной группой. Их подразделя�
ют на альдоновые, улозоновые, уроновые и аль�
даровые кислоты. Альдоновые кислоты, у кото�
рых альдегидная функциональная группа альдо�
зы окислена с образованием карбоксильной
группы, выполняют важные физиологические
функции. Например, D�глюконовая кислота яв�
ляется регулятором кислотности и хелатором
ионов металлов [1], аскорбиновая кислота (ви�

тамин C) – жизненно важное соединение для
живых организмов [2], сиаловые кислоты –
важные составляющие структур клеточной по�
верхности [3]. Согласно Human Metabolome
Database (http://www.hmdb.ca/), альдоновые са�
харные кислоты выявляются в биологических
жидкостях и экскрементах человека. Так, D�
глицериновая, D�глюконовая и L�ксилоновая
кислоты обнаруживаются в слюне, а L�треоно�
вая кислота и D�ксилоновая кислота – в крови и
моче [4]. Поэтому изучение метаболизма альдо�
новых кислот может помочь определить их био�
логические функции на молекулярном уровне.
Большинство альдоновых кислот катаболизиру�
ется посредством их последовательного дегид�
рирования и расщепления, в ходе которых аль�
доновые кислоты или их фосфаты сначала под�
вергаются дегидрированию с образованием про�
межуточных кетодезоксипроизводных соедине�
ний, которые затем расщепляются альдолазой
на два фрагмента [5–9].

В связи с быстрым увеличением количества
аминокислотных последовательностей в дос�
тупных базах данных белков, разнообразие пу�
тей катаболизма альдоновых кислот оказалось в

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : EryDH – дегидрогеназа D�
эритроновой кислоты; PanDH – (R)�пантоатдегидрогена�
за; SSN – сеть сходства последовательностей (sequence
similarity network); ThrDH – дегидрогеназа L�треоновой
кислоты.

* Первоначально английский вариант рукописи опубли�
кован на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.bio.
msu.ru/biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM19�334,
11.02.2020.

** Приложение к статье на английском языке опубликова�
но на сайте журнала «Biochemistry» (Moscow) и на сайте из�
дательства Springer (https://link.springer.com/journal/10541),
том 85, вып. 4, 2020.

*** Адресат для корреспонденции.
# Авторы внесли равный вклад в работу.
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значительной степени недооцененным. Ранее
группа Gerlt et al. охарактеризовала дегидроге�
назу L�треоновой кислоты (ThrDH) и дегидро�
геназу D�эритроновой кислоты (EryDH), кото�
рые участвуют в деградации тетроновых кислот
в различных катаболических путях [10]. В насто�
ящей работе с целью изучения новых дегидроге�
наз альдоновых кислот и связанных с ними ме�
таболических путей нами были отобраны четы�
ре гомолога EryDH (UniProt ID: Q0KBD2) и де�
сять гомологов ThrDH (UniProt ID: Q0KBC7) на
основе сходства их аминокислотных последова�
тельностей, разнообразия геномного контекста
(рис. S1 Приложения) и доступности данных по
геномной ДНК. В результате проведенной рабо�
ты мы смогли продемонстрировать большое
разнообразие субстратов для семи новых дегид�
рогеназ альдоновых кислот, а также определили
два новых катаболических пути.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. Все сахара были приобретены в
«Carbosynth» (Китай) или синтезированы хими�
ческим путем (Хуайхуа, Китай). Другие хими�
ческие реактивы были приобретены в «Sigma�

Aldrich» (США), нуклеотиды – в «General
Biosystems» (Анху, Китай), ферменты – в «New
England Biolabs» (США), плазмиды – в
«Novagen» (Германия), геномная ДНК была по�
лучена от ATCC (США) и DSMZ (Германия).
Эксперименты были проведены с использова�
нием спектрометра Varian 600 MHz NMR,
спектрофотометров Nanodrop 2000 и UV�visible
(AOE instruments UV�1800).

Генерирование сетей сходства последователь�
ностей (SSN). Сеть сходства последовательнос�
тей (SSN – sequence similarity network) позволяет
анализировать и визуализировать структурно�
функциональные взаимосвязи в больших семей�
ствах белков. SSN были построены, как описано
ранее [11]. Вкратце, аминокислотная последова�
тельность белка, его идентификационный номер
(ID) в базе данных UniProt или номер семейства
в базе данных Pfam (например, PF14833 на
рис. 1) использовали как вводные данные для
программы EFI�EST (http://efi.igb.illinois.edu/
efi�est/). В сети репрезентативного узла (repre�
sentative node network) показатель 50% rep, на�
пример, означает, что аминокислотные последо�
вательности с идентичностью более 50% будут
представлены в виде одного узла. Как правило,
первоначально SSN создается на основе вырав�
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Рис. 1. Структурно�функциональное пространство гомологов ThrDH в контексте SSN (PF14833, 61 955 членов, e–67, иден�
тичность 40%, 50%rep). Ферменты с известными функциями выделены красным цветом, охарактеризованные в настоя�
щей работе ферменты – синим цветом. Q12H32 показан темно�серым цветом (фермент с низкой активностью).
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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нивания, соответствующего ~30%�ной идентич�
ности последовательности. Затем критерий
оценки выравнивания может быть увеличен,
чтобы различить разные функции белка (узлы с
одинаковой функцией объединяются в один
кластер).

Очистка ферментов. Фрагменты генов, коди�
рующих гомологи ThrDH и EryDH разных ви�
дов бактерий, амплифицировали по стандарт�
ному протоколу ПЦР с использованием соответ�
ствующих геномных ДНК и праймеров (табл. S1
Приложения) и лигировали в вектор PET�28a
(рис. S2 Приложения). Полученными плазмида�
ми с подтвержденными нуклеотидными после�
довательностями трансформировали клетки E.
coli BL21 (DE3) для экспрессии белков. Транс�
формированные клетки инокулировали в 1 л
культуральной среды Лурия–Бертани (LB), со�
державшей 50 мкM канамицина, и культивиро�
вали при 37 °С и 200 об/мин до достижения
OD600 0,5–0,8. Для индукции экспрессии белка
добавляли 0,4 мМ IPTG и инкубировали клетки
в течение ночи (20 °С, 180 об/мин). Далее клет�
ки собирали и суспендировали в 50 мМ Tris�
HCl�буфере (pH 8,0), лизировали с использова�
нием французского пресса (French press) и цент�
рифугировали. Полученный супернатант нано�
сили на колонку с Ni�NTA�агарозой, колонку
промывали тремя объемами буфера A (25 мМ
Tris, pH 8,0) и двумя объемами 25 мМ имидазола

в буфере A. Белки элюировали 250 мМ имидазо�
лом в буфере A. Полученные белковые фракции
анализировали в SDS�PAGE (рис. S3 Приложе�
ния). Фракции, содержавшие очищенные бел�
ки, объединяли и трижды диализовали против
буфера A. Полученные белковые фракции быст�
ро замораживали в жидком азоте и хранили при
–80 °С до их дальнейшего использования.

Анализ ферментативной активности. Сначала
была проанализирована дегидрогеназная актив�
ность полученных ферментов – четырех гомо�
логов EryDH и десяти гомологов ThrDH – в от�
ношении библиотеки альдоновых сахарных
кислот (34 монокарбоновых сахарных кислот,
табл. S2 Приложения) в 96�ячеечном микро�
планшете. Дегидрогеназную активность оцени�
вали путем измерения образующегося NADH
(ε = 6,2 мМ–1 cм–1 при 340 нм). Реакционная
смесь (150 мкл, 25 °С) содержала 1 мкM дегидро�
геназы, 100 мМ Tris�HCl�буфер (pH 8,0), 1 мМ
Mg2+, 0,5 мМ NAD+, 1 мМ субстрата. Значения
оптической плотности регистрировали через
каждую секунду в течение 5 мин. Субстраты, в
отношении которых была выявлена наибольшая
ферментативная активность, отбирали для про�
ведения более тщательных кинетических изме�
рений с использованием описанного выше ме�
тода (табл. 1). Для запуска ферментативной ре�
акции в 200 мкл реакционной смеси, содержав�
шей 100 мМ Tris�HCl�буфер (pH 8,0), 1 м Mg2+,
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Ферменты (UniProt ID)

Q1QSN8/Q1QSM2/B9J8U2/A9CHF5

Q1QSN6

B9JKN9

Q1QSM4/Q120Q9

Q12H32

Q92TT0

B9J8U1/A9CHF6

D7A6R3/Q1LMW1

Таблица 1. Активные альдоновые кислоты, использованные в настоящей работе в качестве субстратов для тестирования
гомологов ThrDH и EryDH

Субстраты

D�эритроновая кислота

L�треоновая кислота

L�треоновая кислота, L�идоновая кислота, L�рибоновая кислота

(R)�пантоат

L�аллоновая кислота

6�дезокси�L�талоновая кислота, L�альтроновая кислота, L�луксоновая кислота,
L�рамноновая кислота, L�манноновая кислота

L�треоновая кислота, L�идоновая кислота, D�глюконовая кислота, D�ксилоновая
кислота, D�галактоновая кислота

D�глицериновая кислота

Гомологи EryDH (PF01370)

Гомологи ThrDH (PF14833�PF02446)

Примечание. Полужирным шрифтом выделены субстраты, в отношении которых показана наибольшая ферментативная
активность.
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Таблица 2. Репрезентативные данные кинетики для гомологов ThrDH

kcat/KM, с−1 · M−1

1,68 × 105

8,3 × 103

3,6 × 104

5,8 × 103

4,1 × 103

3,4 × 103

3,0 × 103

2,5 × 103

3,2 × 105

2,7 × 104

1,3 × 103

1,27 × 104

kcat, с
−1

20,00 ± 0,92

16,40 ± 1,66

22,40 ± 0,65

21,10 ± 0,92

4,20 ± 0,17

15,20 ± 0,91

6,30 ± 0,46

7,90 ± 0,45

9,30 ± 0,28

6,10 ± 0,23

1,09 ± 0,04

15,80 ± 0,75

KM, мМ

1,19 ± 0,16

1,98 ± 0,42

0,62 ± 0,06

3,60 ± 0,34

1,00 ± 0,13

4,45 ± 0,43

2,10 ± 0,31

3,10 ± 0,32

0,030 ± 0,004

0,23 ± 0,03

0,82 ± 0,10

1,24 ± 0,18

Ферменты (UniProt ID) и субстраты

L�треоновая кислота

L�идоновая кислота

D�глюконовая кислота

L�идоновая кислота

L�треоновая кислота

D�ксилоновая кислота

6�дезокси�L�талоновая кислота

L�альтроновая кислота

D�глицериновая кислота

(R)�пантоат

D�эритроновая кислота

D�эритроновая кислота

B9JKN9

B9J8U1

Q92TT0

D7A6R3

Q1QSM4

B9J8U2

Q1QSM2

Рис. 2. Спектрофотометрический анализ катаболических путей, ассоциированных с L�треоновой и L�идоновой кислота�
ми. Реакционные смеси содержали 100 мМ Tris�HCl�буфер (pH 8,0), 1,0 мМ Mg2+, 0,5 мМ NAD+, 0,5 мМ АТP и 1 мМ
субстратов L�треоновой (а) или L�идоновой кислоты (b). Последовательность добавления в реакционную смесь фермен�
тов ThrDH (B9JKN9), AP_endo (B9JKP0) и DUF1537 (B9JKP1) показана на каждой панели.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/

a b
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0,5 мМ NAD+ и различные концентрации
субстратов альдоновых кислот, добавляли фер�
мент в соответствующей концентрации. На�
чальные скорости реакции при различных кон�
центрациях субстрата соответствовали уравне�
нию Михаэлиса–Ментен (табл. 2).

Определение метаболических путей. Последо�
вательность реакций катаболических путей для
L�треоновой и L�идоновой кислот определяли
путем последовательного добавления соответ�
ствующих ферментов и последующей регистра�
ции изменений значений оптической плотности
при 340 нм. К 200 мкл реакционной смеси
(100 мМ Tris�HCl�буфер (pH 8,0), 1 мМ Mg2+,
0,5 мМ NAD+, 0,5 мМ АТP, 1 мМ L�треоновой
кислоты или 1 мМ L�идоновой кислоты) добав�
ляли 1 мкM дегидрогеназы (B9JKN9) и 1 мкM
изомеразы (B9JKP0). По достижении состояния
равновесия в реакционную смесь вносили
1 мкM киназы DUF1537 (B9JKP1) (рис. 2). В
случае D�глукарат�ассоциированного катаболи�
ческого пути ферментативную активность де�
гидратазы D�глукаровой кислоты (Q1LQ56) и
альдолазы (Q1LMW0) подтверждали продукци�
ей пирувата, которую регистрировали с по�
мощью сопряженной с лактатдегидрогеназой
реакции в присутствии NADH. Реакционная
смесь (200 мкл, 25 °С) содержала 100 мМ Tris�
HCl�буфер (pH 8,0), 1 мМ Mg2+, 0,2 мМ NADH
и 1,0 мМ D�глукарат. Для инициации реакции в
реакционную смесь добавляли 2 единицы LDH,
1 мкM дегидратазы (Q1LQ56), 1 мкM альдолазы
(Q1LMW0) и регистрировали изменения значе�
ний оптической плотности при 340 нМ. Дегидро�
геназную активность Q1LMW1 определяли по та�
кому же протоколу, но вместо LDH в реакцион�
ную смесь добавляли 0,05 мкM Q1LMW1 (рис. 3).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Субстратная специфичность дегидрогеназ. На�
ми была выявлена специфичность четырех гомо�
логов EryDH (UniProt ID: Q1QSN8, Q1QSM2,
B9J8U2, A9CHF5; идентичность аминокислот�
ной последовательности ~38–76%) в отношении
D�эритроновой кислоты, что согласуется с дан�
ными предыдущей работы [10], в то время как го�
мологи ThrDH были способны катализировать
реакции с разнообразными субстратами (табл. 1).

Из представленной на рис. 1 SSN для гомо�
логов ThrDH (рис. 1) видно, что Q1QSN6 обла�
дает специфической активностью в отношении
L�треоновой кислоты (расположена в верхнем
левом синем круге). Однако B9JKN9 (~49%�ная
идентичность аминокислотной последовательнос�
ти с Q1QSN6) может окислять как L�треоновую
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Рис. 3. Спектрофотометрический анализ метаболического
пути, ассоциированного с D�глукаратом. Исходная реак�
ционная смесь содержала 100 мМ Tris�HCl�буфер (pH 8,0),
1,0 мМ Mg2+, 0,2 мМ NADH, 1 мМ D�глукарата. a – Для
определения ферментативной активности Q1LQ56 и
Q1LMW0 в реакционную смесь добавляли 2 единицы
LDH, 1 мкM дегидратазы (Q1LQ56) и 1 мкM альдолазы
(Q1LMW0); b – для определения редуктазной активности
Q1LMW1 в отношении 2�гидрокси�3�оксопантаноевой
кислоты в реакционную смесь добавляли 1 мкM дегидра�
тазы (Q1LQ56), 1 мкM альдолазы (Q1LMW0) и 0,05 мкM
ThrDH (Q1LMW1); с – для определения ферментативной
активности Q1LMV9 в отношении пирувата и 2�гидрокси�
3�оксопантаноевой кислоты в реакционную смесь добав�
ляли 1 мкM дегидратазы (Q1LQ56), 1 мкM альдолазы
(Q1LMW0) и 5 мкM Q1LMV9.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в
электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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кислоту, так и L�идоновую кислоты (табл. 1 и 2).
D7A6R3 и Q1LMW1 (63%�ная идентичность
аминокислотной последовательности, распола�
гаются в верхнем правом синем круге) специфи�
чески окисляют D�глицериновую кислоту с об�
разованием 2�гидрокси�3�оксопантоевой кис�
лоты, в то время как для B9J8U1 и A9CHF6
(67%�ная идентичность аминокислотной после�
довательности) была показана активность в от�
ношении четырех субстратов (D�глюконовая,
L�идоновая, L�треоновая и D�ксилоновая кис�
лоты, табл. 1). Кроме того, выявлены новые
ферменты: (R)�пантоатдегидрогеназа (PanDH,
Q120Q9 и Q1QSM4, 61%�ная идентичность ами�
нокислотной последовательности) и дегидроге�
наза L�альтроновой кислоты (расположены в

нижнем синем круге). Кинетические величины
(kcat/KM) вышеперечисленных ферментов с
субстратами альдоновых сахарных кислот ко�
леблются в диапазоне от 103 до 105 с–1 M–1

(табл. 2).
Определение катаболического пути. Геномные

контексты для B9JKN9 и Q1LMW1 показаны на
рис. 4, a. Проведенные эксперименты in vitro
подтвердили, что L�идоновая кислота может
подвергаться деградации путем, сходным с изве�
стным путем катаболизма L�треоновой кислоты
(рис. 4, b) [10]. В этом метаболическом пути L�
идоновая кислота окисляется с помощью
B9JKN9 с образованием 2�оксогексоновой кис�
лоты, которая затем изомеризуется и фосфори�
лируется с участием изомеразы AP_endo
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Рис. 4. Генные контексты для дегидрогеназы L�идоновой кислоты (B9JKN9), редуктазы 2�гидрокси�3�оксопантановой
кислоты (Q1LMW1) (а) и их соответствующие катаболические пути (b–d). а – Генный контекст для B9JKN9 (arad_9439)
и Q1LMW1 (rmet_1632), выделено красным цветом. Субстрат Q1LMV9 (rmet_1634) неизвестен, однако эта дегидрогеназа
проявляет редуктазную активность в отношении фенилпировиноградной и α�кетоглутаровой кислот; b, c – катаболичес�
кие пути, ассоциированные с L�треоновой и L�идоновой кислотами у Agrobacterium radiobacter K84. Разные ферменты,
участвующие в этих путях, вызывают деградацию обеих альдоновых сахарных кислот с образованием соответствующих
фосфатов кетопроизводных сахаров; d – катаболический путь D�глукарата у Ralstonia metallidurans CH34; гомологи ThrDH
выделены синим цветом.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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(B9JKP0) и киназы DUF1537 (B9JKP1). На за�
ключительном этапе нестабильная 3�оксо�гек�
соновая кислота�6P может распадаться с обра�
зованием L�ксилулозо�5Р – самопроизвольно
либо под действием альдолазы (B9JKP2) [10, 12]
(рис. 2; рис. 4, с).

У Ralstonia metallidurans CH34 Q1LMW1 при�
нимает участие в типичном пути катаболизма
D�глукарата [13]. Сначала D�глукарат дегидри�
руется D�глукаратдегидратазой (Q1LQ56) с об�
разованием 2�кето�3�дезокси�D�глукарата. Да�
лее этот промежуточный продукт может рас�
щепляться альдолазой (Q1LMW0) с образовани�
ем пирувата и 2�гидрокси�3�оксопропановой
кислоты (полуальдегид тартроновой кислоты).
В завершение Q1LMW1 превращает 2�гидрок�
си�3�оксопропановую кислоту в D�глицерино�
вую кислоту (рис. 3; рис. 4, d).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Альдоновые сахарные кислоты широко
распространены в окружающей среде и в биоло�
гических жидкостях человека и выполняют
множество важных физиологических функций
[14, 15]. Однако до настоящего времени прово�
дились лишь единичные исследования метабо�
лизма альдоновых сахарных кислот [16, 17]. В
данной работе нами была предпринята попытка
определить метаболические пути посредством
тщательного анализа разнообразия субстратов
двух известных семейств дегидрогеназ сахарных

кислот (EryDH: PF01370; ThrDH: PF14833 и
PF03446). Во�первых, с использованием комби�
нированного биоинформатического анализа
(анализ гомологии с помощью SSN и анализ ин�
дивидуальных геномных контекстов) мы отоб�
рали ферменты, которые могли бы обладать раз�
личными функциями. Во�вторых, основываясь
на структуре субстратов (�COOH/�SO3H) ранее
охарактеризованной ThrDH, отобранные нами
гомологи ThrDH были подвергнуты скринингу
против библиотеки 34 сахарных кислот. Затем
гомологи ThrDH были протестированы индиви�
дуально с соответствующими субстратами на
предмет детального сравнения кинетических
параметров. В завершение на основании выяв�
ленных активностей ThrDH по отношению к
тестируемым субстратам были изучены ассоци�
ированные с этими ферментами метаболичес�
кие пути.

На основе полученных результатов можно
утверждать, что гомологи EryDH специфичны в
отношении D�эритроновой кислоты, в то время
как функции гомологов ThrDH довольно разно�
образны. Некоторые гомологи ThrDH являются
разнородными и проявляют высокую актив�
ность в отношении различных структурно сход�
ных сахарных кислот. Например, субстраты
фермента Q92TT0 (6�дезокси�L�талоновая кис�
лота, L�альтроновая кислота) имеют (2R)�кон�
фигурацию, в то время как субстраты B9JKN9/
B9J8U1/A9CHF6 (L�треоновая, L�идоновая, D�
ксилоновая и D�глюконовая кислоты) – кон�
сервативную (2R,3S)�конфигурацию (рис. 5).
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Рис. 5. Структура субстратов и сравнение аминокислотных последовательностей гомологов ThrDH. Консервативные
структуры субстратов показаны синим цветом (левая панель), последовательности субстратсвязывающих мотивов выде�
лены пунктирными рамками (правая панель). Для проведения выравнивания аминокислотных последовательностей бы�
ли использованы структуры дегидрогеназы 3�гидроксиизомасляной кислоты (P9WNY5, PDB: 5Y8N) из Mycobacterium
tuberculosis и L�сериндегидрогеназы (Q9I5I6, PDB: 3OBB) из Pseudomonas aeruginosa, идентичность их аминокислотных
последовательностей с анализируемыми в данной работе ThrDHs составляет 22,4–29,5%.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/

(R)�pantoate
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Рис. 6. Верхняя часть: SSN для 3000 гомологов Q1QSM4 (e–72, сходство 50%, 90% rep). Четыре охарактеризованных в нас�
тоящей работе гомолога ThrDH выделены синим цветом. Для проведения филогенетического анализа был отобран клас�
тер с (R)�пантоатдегидрогеназой. Нижняя часть: присутствие (R)�пантоатдегидрогеназы (выделена синей рамкой в верх�
ней части рисунка) в различных организмах. Идентификационные номера из SSN были использованы для построения
филогенетического дерева с помощью NCBI Taxonomy common tree: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/
CommonTree/wwwcmt.cgi. Затем скачанный файл с филогенетическим деревом открывали в программе iToL (https://
itol.embl.de/upload.cgi).
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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Некоторые гомологи ThrDH (Q1QSN6,
Q1QSM4, Q120Q9, D7A6R3 и Q1LMW1) катали�
зируют реакцию с субстратами, типичными для
дегидрогеназы L�треоновой кислоты, дегидро�
геназы D�глицериновой кислоты и новой
(R)�пантоатдегидрогеназы (PanDH). Выравни�
вание аминокислотных последовательностей
этих ThrDHs и дегидрогеназ β�гидроксикислот
позволило выявить присутствие консерватив�
ных последовательностей, необходимых для
связывания карбоксильных групп (мотив
DAPVSGG) и соседних атомов углерода (мотив
FXXXXXXKDL) [18, 19]. Однако из�за ограни�
ченности данных по структурам с близкой гомо�
логией трудно выявить корреляцию между
субстратной специфичностью и аминокислот�
ной последовательностью фермента.

В отличие от широко распространенной
PanDH (PF02558�PF08546), которая является
важным ферментом биосинтеза кофермента A
[20], (R)�пантоатдегидрогеназа (Q1QSM4,
PF14833�PF03446) обнаружена исключительно
в протеобактериях (рис. 6). Несмотря на то что
Q12H32 (идентичность ее аминокислотной по�
следовательности с Q1QSM4 составляет 35,7%),
Q92TT0 и Q1QSM4 демонстрируют различную
субстратную специфичность, они локализуются
в одном кластере в сети гомологов ThrDH
(рис. 1). Увеличение строгости критериев оцен�
ки выравнивания (e–72) позволило разделить эти
ферменты на разные кластеры в соответствии с
их функциями (рис. 6).

Приведенные выше данные о субстратной
специфичности гомологов ThrDH согласуются с
данными о разнообразии их геномного контекс�
та (рис. S1 Приложения). Аналогично дегидро�
геназе L�треоновой кислоты (Q1QSN6) и дегид�
рогеназе L�идоновой кислоты (B9JKN9) было
доказано, что DUF1537 и соседняя альдолаза
участвуют в деградации сахаров, представлен�
ных на рис. 4 [10]. Однако B9J8U1 и A9CHF6,
которые демонстрируют сходную активность в

отношении L�треоновой и L�идоновой кислот,
имеют геномный контекст дегидратаз (треонин�
дегидратаза, дегидратаза дигидроксикислот),
что может указывать на их участие в различных
метаболических путях. В отличие от PanDH, ко�
торая кластеризуется с другими ферментами био�
синтеза пантотената [21], охарактеризованная в
настоящей работе (R)�пантоатдегидрогеназа
(Q120Q9, Q1QSM4) имеет тенденцию образовы�
вать пару с альдегиддегидрогеназой. Кроме то�
го, две дегидрогеназы D�глицериновой кислоты
(Q1LMW1, D7A6R3) имеют разные геномные
контексты. Так, Q1LMW1 кластеризуется с аль�
долазой (Q1LMW0) и катализирует следующую
за этим ферментом стадию в катаболизме D�
глукарата у Ralstonia metallidurans CH34 (рис. 4).
В то же время D7A6R3, возможно, вовлечена в
метаболизм гликолевой кислоты благодаря
близко расположенной карболигазе глиоксило�
вой кислоты [22]. Дегидрогеназа L�альтроновой
кислоты (Q92TT0) и находящиеся поблизости
метилтрансфераза и гликозилат указывают на
существование совершенно незнакомого пути,
который необходимо будет определить.

Проведенная в настоящей работе идентифи�
кация субстратов для гомологов ThrDH не толь�
ко проясняет метаболические пути этих соеди�
нений, но также способствует дальнейшему вы�
явлению физиологических функций гомологов
ThrDH. 
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Despite physiological importance of aldonic sugar acids for living organisms, little is known about metabolic pathways
of these compounds. Here, we investigated the functional diversity of homologs of L�threonic acid dehydrogenase
(ThrDH; UniProt ID: Q0KBC7), an enzyme composed of two NAD�binding domains (PF14833 and PF03446). Ten
ThrDH homologs with different genomic context were studied; seven new enzymatic activities were identified, such
as (R)�pantoate dehydrogenase, L�altronic acid dehydrogenase, 6�deoxy�L�talonate dehydrogenase, L�idonic acid
dehydrogenase, D�xylonic acid dehydrogenase, D�gluconic acid dehydrogenase, and 2�hydroxy�3�oxopantoate
reductase activities. Two associated metabolic pathways were identified: L�idonic acid dehydrogenase was found to be
involved in the degradation of L�idonic acid through oxidation/decarboxylation in Agrobacterium radiobacter K84,
while 2�hydroxy�3�oxopantoate reductase was found to participate in D�glucarate catabolism through dehydra�
tion/cleavage in Ralstonia metallidurans CH34.

Keywords: (R)�pantoate dehydrogenase, L�idonic acid catabolism, D�glucarate catabolism, L�altronic acid dehydro�
genase, D�xylonic acid dehydrogenase



547

БИОХИМИЯ,  2020,  том  85,  вып.  4,  с.  547  –  555

УДК 577.214.6; 575.113.2

Институт молекулярной генетики РАН, 123182 Москва, Россия; электронная почта: slavrov@img.ras.ru

Поступила в редакцию 30.12.2019
После доработки 24.02.2020

Принята к публикации 24.02.2020

Перемещение гена в результате хромосомной перестройки из эухроматина к конститутивному гетерохрома�
тину может сопровождаться эпигенетической инактивацией этого гена – цис�инактивацией. При гетеро�
хроматиновой транс�инактивации происходит репрессия репортерных трансгенов в нормальной хромосо�
ме под воздействием вызывающей цис�инактивацию гомологичной хромосомы с перестройкой. Транс�
инактивация является результатом соматического спаривания гомологов и перемещения участка нормаль�
ной хромосомы в гетерохроматиновый компартмент ядра. Показано, что степень транс�инактивация ре�
портерного гена UAS%eGFP под влиянием перестройки In(2)A4 у взрослых мух зависит от уровня его тран�
скрипции. В настоящей работе детально исследовали эпигенетическое наследование активного/репресси�
рованного состояния транс�инактивируемого репортерного гена при разных уровнях экспрессии путем из�
мерения уровня флуоресценции eGFP в отдельных клетках мальпигиевых сосудов взрослых мух. Было об�
наружено, что высокий уровень экспрессии на эмбриональной стадии препятствует транс�инактивации
eGFP у взрослых особей даже при низком уровне экспрессии на постэмбриональных стадиях развития.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: гетерохроматин, Drosophila, эффект положения, транс�инактивация, экспрессия,
GAL4, GAL80ts.

DOI: 10.31857/S0320972520040077

ВЫСОКИЙ УРОВЕНЬ ТРАНСКРИПЦИИ ГЕНА
НА СТАДИИ ЭМБРИОНА ПРИВОДИТ К ПОДАВЛЕНИЮ
ЕГО ГЕТЕРОХРОМАТИНОВОЙ транс�ИНАКТИВАЦИИ

У ВЗРОСЛЫХ ОСОБЕЙ Drosophila melanogaster*,**

© 2020 А.А. Солодовников, В.А. Гвоздев, С.А. Лавров***

Эффектами положения (ЭП) называются
нарушения экспрессии генов, происходящие
при изменении локализации генов в геноме без
нарушения их нуклеотидной последовательнос�
ти. Частным случаем ЭП является гетерохрома�
тиновый эффект положения, при котором
экспрессия эухроматиновых генов подавляется
при их перемещении к конститутивному гете�
рохроматину. В результате хромосомной пере�
стройки эухроматин вблизи новых эу�гетерох�
роматиновых границ приобретает свойства гете�
рохроматина (гетерохроматинизация), этот про�
цесс может распространяться на большие рас�

стояния (сотни т.п.н.–миллион п.н.). При гете�
рохроматинизации в эухроматиновых районах
появляются специфические для гетерохромати�
на белки (HP1a и другие) и модификации гисто�
нов (Н3К9me2/3) [1–3], что и приводит к нару�
шениям работы генов. При гетерохроматиновом
ЭП гены могут инактивироваться лишь в части
клеток на стадии эмбриона, при этом актив�
ное/репрессированное состояние способно
эпигенетически наследоваться в клеточной ли�
нии, давая в результате мозаичную экспрессию в
пределах одной ткани.

В некоторых случаях перестроенная хромо�
сома с новыми эу�гетерохроматиновыми грани�
цами способна инактивировать гены нормаль�
ной неперестроенной хромосомы [4–6]. Это яв�
ление, транс�инактивация, не может быть объ�
яснено распространением гетерохроматина
вглубь эухроматина от новой границы и связа�
но, по современным представлениям, с переме�
щением эухроматинового района в гетерохрома�
тиновый компартмент ядра при соматическом
спаривании нормальной хромосомы и гомоло�
гичной хромосомы с перестройкой. При транс�
инактивации происходит формирование гете�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : UAS%eGFP – ген eGFP под
контролем регуляторного элемента UAS, А4 – хромосомная
инверсия In(2)A4, ЭП – эффекты положения.

* Приложение к статье на английском языке опубликова�
но на сайте журнала «Biochemistry» (Moscow) и на сайте из�
дательства Springer (https://link.springer.com/journal/10541),
том 85, вып. 4, 2020.

** Первоначально английский вариант рукописи опубли�
кован на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.bio.
msu.ru/biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM19�351,
13.04.2020.

*** Адресат для корреспонденции.
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рохроматина de novo в нормальной хромосоме
[7–10].

Хромосомная инверсия In(2)A4 (далее А4,
рис. 1) вызывает цис�инактивацию генов рядом с
новыми эу�гетерохроматиновыми границами и
транс�инактивацию репортерных конструкций
в гомологичной хромосоме [6, 9–12]. С целью
изучения наследуемости эпигенетических состо�
яний транс�инактивируемого гена в процессе
развития, были получены мухи, содержащие ре�
портерный ген UAS%eGFP в нормальной хромо�
соме 2, инверсию A4 в гомологичной хромосоме
и комбинацию трансактиватора GAL4 и термо�
чувствительной формы репрессора GAL80
(GAL80ts) в хромосоме 3. Комбинация GAL4 и
GAL80ts позволяет регулировать экспрессию ре�
портерного гена путем изменения температуры
развития мух. Генетическая система была ис�
пользована для исследования зависимости сте�
пени транс�инактивации репортерного гена у
взрослых мух от уровня его экспрессии на раз�
ных стадиях развития. Показано, что высокий
уровень экспрессии на эмбриональной стадии
приводит к эпигенетически наследуемой в ходе
дальнейшего развития устойчивости репортер�
ного гена к транс�инактивации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Использованные в работе линии мух. Линия
w67c23; In(2)A4/CyO, содержащая вызывающую
транс�инактивацию хромосомную перестройку
In(2)A4 (A4), получена и исследуется в ОМГК
ИМГ РАН [6].

Следующие линии получены из коллекции
Bloomington («Bloomington Drosophila Stock

Center», США), номера линий соответствуют
идентификаторам в коллекции: линия 7018 (w*;
snaSco/CyO; P{tubP%GAL80 ts}7) содержит на хро�
мосоме 3 источник белка GAL80ts под промото�
ром alphaTub84B [13]; линия 5138 (y1 w*; P{tubP%
GAL4}LL7/TM3 Sb1 Ser1) содержит источник
GAL4 под промотором alphaTub84B [14].

Линия w*; UAS%eGFP/CyO; P{tubP%GAL4}LL7;
P{tubP%GAL80 ts}7/ TM3 Sb1 Ser1 содержит репор�
терный ген UAS%eGFP на хромосоме 2 [11] и ре�
гуляторные гены GAL4 и GAL80 ts на хромосоме 3.
Хромосома 3 с GAL4 и GAL80 ts получена путем
рекомбинации между линиями 7018 (w*; snaSco/
CyO; P{tubP%GAL80 ts}7) и 5138 (y1 w*; P{tubP%
GAL4}LL7/TM3 Sb1 Ser1). Описание скрещива�
ний приведено в Приложении к статье.

Влияние активации eGFP на разных стадиях
развития на транс�инактивацию, регистрируемую
у взрослых мух. Для исследования зависимости
степени транс�инактивации eGFP от уровня его
экспрессии на разных стадиях развития было
проведено скрещивание w*; UAS%eGFP; GAL80 ts

GAL4/TM3 Sb1 Ser1 × w*; In(2)A4/CyO; +/+. В по�
томстве от скрещивания появляются мухи четы�
рех генотипов. Мухи w*; UAS%eGFP/In(2)A4;
GAL80 ts GAL4/+ (опыт) и w*; UAS%eGFP/CyO;
GAL80 ts GAL4/+ (контроль) содержат GAL4 и
GAL80 ts, и при повышении температуры у них
повышается экспрессия eGFP. В опыте UAS%
eGFP подвергается транс�инактивации под вли�
янием In(2)A4, в контроле транс�инактивация
отсутствует. Температуру развития особей варь�
ировали, согласно представленным схемам (таб�
лица и рис. 2, а).

Флуоресценцию eGFP в отдельных клетках
мальпигиевых сосудов анализировали у двух�
дневных взрослых самок. Причиной выбора
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Рис. 1. Система контроля экспрессии репортерного гена. Хромосома 2 с перестройкой A4 вызывает транс�инактивацию
репортера UAS%eGFP в гомологичной нормальной хромосоме. Хромосома 3 получена путем рекомбинации и несет источ�
ники GAL4 (tubGal4) и GAL80ts (tubGal80 ts). Повышение температуры приводит к разрушению репрессора GAL80ts, повы�
шению содержания активного GAL4 и усилению транскрипции UAS�eGFP



ЭФФЕКТ ПОЛОЖЕНИЯ И ТРАНСКРИПЦИЯ

мальпигиевых сосудов, как объекта исследова�
ния, было то, что в мальпигиевых сосудах моза�
ичный ЭП был хорошо выражен, а морфология
ткани (крупные изолированные клетки, форми�
рующие однослойные трубки) существенно об�
легчала количественные измерения.

У мух w*; UAS%eGFP/In(2)A4; TM3 Sb1 Ser1/+
и w*; UAS%eGFP/CyO; TM3 Sb1 Ser1/+ отсутствует

активатор GAL4, и eGFP экспрессируется на
уровне фона. Сравнение экспрессии eGFP при
транс�инактивации (UAS%eGFP/In(2)A4) и без
нее (UAS%eGFP/CyO) при разных температурах
позволяет оценить влияние температуры непо�
средственно на транс�инактивацию.

Измерения уровня флуоресценции eGFP в
клетках мальпигиевых сосудов. Изображения
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Рис. 2. Транс�инактивация репортерного гена UAS�eGFP у взрослых мух после модуляции его экспрессии на разных ста�
диях развития. а – Схема вариантов температурных воздействий (от A до I) (cм. также таблицу) в ходе развития мух
eGFP/A4; GAL80 ts GAL4/+ (A4, транс�инактивация) и eGFP/CyO; GAL80 ts GAL4/+ (A4–, контроль). E – эмбрионы, L1–L3 –
личинки возрастов 1–3, P – куколки, A – взрослые мухи). б – Флуоресценция eGFP в мальпигиевых сосудах мух с хро�
мосомой A4 и без нее (A4–, контроль). В вариантах B и D–G (A4) заметна существенная неравномерность флуоресценции
от клетки к клетке, отражающая гетерохроматиновую транс�инактивацию. в – Распределение интенсивностей флуорес�
ценции eGFP в клетках мальпигиевых сосудов у мух с транс�инактивацией (A4) и в контроле (A4–). Измеряли интенсив�
ность флуоресценции в каждой клетке мальпигиевого сосуда и нормировали на модальный (встречающийся чаще всего)
уровень флуоресценции в мальпигиевых сосудах мух A4– при 18 °С, принятый за единицу (столбец С, A4–). Полученные
значения (FC, fold change) показывают во сколько раз уровень флуоресценции выше принятого за единицу. Весь диапа�
зон уровней флуоресценции был разбит на поддиапазоны (указаны в крайнем левом столбце), и для каждого варианта об�
работки подсчитан процент клеток, попадающий в поддиапазон (цифры в ячейках). Желтым цветом выделен диапазон
флуоресценции, в который попадает большинство клеток мальпигиевых сосудов у мух без транс�инактивации (A4–), т.е.
нормальное значение флуоресценции при данном варианте температурной обработки. Величины достоверности разли�
чий между уровнями флуоресценции в каждом из вариантов (Р�величины) представлены в табл. S1 в Приложении, зна�
чения погрешностей – в табл. S2 и на рис. S1 в Приложении.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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мальпигиевых сосудов (рис. 2, б) были получены
с использованием флуоресцентного микроскопа
Leica DM6000 («Leica Microsystems», ФРГ), ос�
нащенного камерой ORCA ER («Hamamatsu
Photonics», Япония) и набором фильтров для де�
текции флуоресценции. Мальпигиевые сосуды
извлекали в PBT (1× PBS с 0,1% (v/v) Tween 20),
инкубировали в PBT с DAPI 15 мин при комнат�
ной температуре и фотографировали. Все изобра�
жения получены при увеличении 5× и при оди�
наковых параметрах съемки (экспозиция, сте�
пень усиления, разрешение), экспозицию под�
бирали, избегая насыщения изображения на на�
иболее ярких образцах. Съемку проводили в ка�
налах для GFP (488 нм) и DAPI (405 нм), изо�
бражения сохраняли в виде 16bit TIFF и обраба�
тывали в программе ImageJ, загружая изображе�
ния сосуда в каналах DAPI и GFP. Изображение
ядер (DAPI) использовали для сегментации
изображения (Инструмент Threshold). Получен�
ный набор областей интереса (ROI) переносили
на изображение с eGFP, для вычитания фона
выделяли область, не содержащую объектов.
Для набора областей измеряли площадь, мо�
дальную величину плотности изображения (зна�
чение, наблюдаемое в большинстве клеток), а
также стандартное отклонение интенсивности
пикселей в области и ее сферичность (Инстру�
мент MultiMeasure в ImageJ). Полученные дан�
ные переносили в Excel, где проводили филь�
трацию записей по площади (30–300 пикселей),
величине стандартного отклонения (не более
интенсивности области) и сферичности (>0,2).
В итоге для каждого изображения было получе�

но ~100 записей измерений флуоресценции
eGFP, соответствующих отдельным клеткам.
Полученные результаты использовали для по�
строения гистограмм распределений интенсив�
ности флуоресценции eGFP и подсчета статис�
тики в программах MS Excel и R (https://cran.r�
project.org/). Результаты получены для двух не�
зависимых скрещиваний, для каждого генотипа
и варианта температурной обработки анализи�
ровали 5–10 мух.

Количественная ПЦР. Выделение РНК из
взрослых мух w*; UAS%eGFP/In(2)A4; GAL80 ts

GAL4/+ (опыт), w*; UAS%eGFP/CyO; GAL80 ts

GAL4/+ (контроль), w*; UAS%eGFP/In(2)A4 (ис�
следование влияния температуры выращивания
непосредственно на транс�инактивацию), об�
ратную транскрипцию и количественную ПЦР с
праймерами к гену eGFP проводили, как описа�
но ранее [11]. Количество мРНК eGFP нормиро�
вали на количество мРНК гена домашнего хо�
зяйства Rpl32.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Использованная в работе репортерная
конструкция не содержит каких�либо функцио�
нальных элементов кроме UAS%eGFP, который
без трансактиватора GAL4 экспрессируется на
низком уровне на всех стадиях развития мухи.
Экспрессию UAS%eGFP можно менять при помо�
щи активатора транскрипции GAL4 и его тер�
мочувствительного репрессора GAL80ts [11].
Трансактиватор GAL4 и репрессор GAL80ts на�
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Измерение температуры развития, Т °C

Стадия
Вариант

A

B

C

D

E

F

G

H

I

Личинка перед
окукливанием 24 ч

29

18

18

18

18

18

25

18

29

Куколка
0–24 ч

18

29

18

18

18

18

25

18

29

Куколка 2 дня →
вылупление

18

18

18

18

18

18

25

18

29

Взрослые
48–72 ч

18

18

18

25

29

25

25

25

29

Эмбрион
0–24 ч

18

18

18

18

18

25

25

29

29

Личинка
L1–L3

18

18

18

18

18

18

25

18

29

Взрослые
2 дня

18

18

18

18

18

18

25

18

29

Использованные варианты изменений температуры на разных стадиях развития особей (к рис. 1). Пример (вариант B):
развитие при 18 °С до окукливания, куколки развивались сутки при 29 °С, далее развитие продолжалось при 18 °С до
взрослых двухдневных мух, у которых в клетках мальпигиевых сосудов оценивали уровни флуоресценции. L1–L3 – пери�
од личиночного развития (личинки первого, второго и третьего возраста).
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ходятся под контролем промоторов повсемест�
но активного альфа�тубулина, поэтому экспрес�
сируются на сходном высоком уровне на всех
стадиях развития. Репрессор GAL80ts блокирует
активаторный домен GAL4 при 18 °С, но разру�
шается при повышении температуры, освобож�
дая активатор GAL4 и приводя к увеличению
экспрессии eGFP [13]. Понижение температуры
приводит к накоплению активной формы
GAL80ts, выключению GAL4 и понижению
уровня экспрессии репортера. Процесс актива�
ции репортерного гена не требует запуска
экспрессии GAL4, а определяется межбелковы�
ми взаимодействиями GAL4 и GAL80ts, уже
присутствующих в клетках. Таким образом,
комбинация воздействия GAL4 и GAL80ts поз�
воляет предсказуемо регулировать уровень
экспрессии гена путем изменения температуры
[11]. Использование eGFP в качестве репортер�
ного гена позволяет наблюдать эффект положе�
ния in vivo, а измерение относительного уровня
флуоресценции eGFP является прямым методом
оценки уровня экспрессии и в целом коррели�
рует с количеством его мРНК (рис. S1 в Прило�
жении). Проведенные ранее измерения количе�
ства мРНК eGFP при помощи ПЦР показали,
что в образцах РНК из целых взрослых мух
экспрессия репортерного гена при 18 °С возрас�
тает в ~3 раза, при 25 °С – в ~50 раз и при 29 °С –
в ~100 раз относительно мух без источника
GAL4 (уровень фона) [11]. Уровни активации
транскрипции eGFP при разных температурах у
взрослых мух и на стадии эмбрионов сходны
(неопубликованные данные). Экспрессия eGFP
при 18 °С обозначается далее как слабая (~3 ра�
за), при 25 °С – как умеренная (~50 раз) и при
29 °С – как сильная (~100 раз).

Использованная в работе генетическая сис�
тема с рекомбинантной хромосомой 3, несущей
оба регуляторных трансгена, представлена на
рис. 1. У мух генотипа UAS%eGFP/A4; GAL4
GAL80 ts/+ (eGFP/A4) репортерный ген транс�
инактивируется под влиянием инверсии A4, а
мухи UAS%eGFP/CyO; GAL4 GAL80 ts/+ (eGFP/+),
лишенные хромосомы A4, служат контролем. В
мальпигиевых сосудах взрослых мух транс�
инактивация проявляется в появлении клеток
со сниженным уровнем или отсутствием флуо�
ресценции eGFP (рис. 2, б, варианты B, D–G).

Представляло интерес оценить устойчивость
эпигенетического наследования состояния
экспрессии гена, испытывающего гетерохрома�
тинизацию, индуцированную гомологичной пе�
рестроенной хромосомой А4. Мы исследовали,
как степень транс�инактивации у взрослых мух
может зависеть от уровня экспрессии репортера
(слабая, умеренная и сильная) на более ранних

стадиях развития, начиная с эмбриональной.
Степень транс�инактивации репортера оцени�
вали по уровню флуоресценции eGFP в отдель�
ных клетках мальпигиевых сосудов взрослых
мух при изменении уровня экспрессии репорте�
ра на разных стадиях развития. Общая схема ва�
риантов температурных воздействий (варианты
A–I) в ходе развития представлена на рис. 2, a и
в таблице, а визуальная и количественная оцен�
ки интенсивности флуоресценции представле�
ны, соответственно, на рис. 2, б и в. Значения P�
величин при попарном сравнении распределе�
ний интенсивностей флуоресценции и стандарт�
ные отклонения уровней флуоресценции между
экспериментами приведены в табл. S1 и S2 и на
рис. S2 в Приложении.

Для количественной оценки степени транс�
инактивации уровни флуоресценции в отдель�
ных клетках мальпигиевых сосудов в опыте (му�
хи UAS%eGFP/A4, A4 на рис. 2, б, в) и контроле
(мухи UAS%eGFP/CyO, A4– на рис. 2, б, в) были
измерены и нормированы на принятый за еди�
ницу модальный (встречающийся чаще всего)
уровень флуоресценции в мальпигиевых сосудах
контрольных мух, развивавшихся при 18 °С (ва�
риант С, A4–). Полученная величина показыва�
ет, во сколько раз уровень флуоресценции в об�
разце больше принятого за единицу. На основа�
нии полученных данных для всех вариантов
температурных обработок для опыта и контроля
были построены гистограммы, отражающие
процент клеток образца, попадающих в задан�
ные диапазоны интенсивности флуоресценции.
К примеру, в случае D (рис. 2, в) контрольные и
опытные мухи развивались до взрослой стадии
при 18 °С (слабая активация eGFP), затем у
взрослых особей репортер был умеренно акти�
вирован при 25 °С перед измерением флуорес�
ценции. При этом, при транс�инактивации
(D, столбец А4) 61% клеток имеет уровень флуо�
ресценции меньше или равный принятому за
единицу, тогда как в контроле без транс�инак�
тивации (D, столбец А4%) 89% клеток показыва�
ют уровень экспрессии, превышающий приня�
тый за единицу, в 4–32 раза. Распределения ин�
тенсивностей флуоресценции в опыте и контро�
ле практически не перекрываются, это пример
сильной транс�инактивации под влиянием ин�
версии A4.

Анализ полученных данных позволяет сде�
лать следующие заключения. Низкий уровень
экспрессии репортера на ранних стадиях разви�
тия сопровождается его сильной транс�инакти�
вацией у взрослых мух (варианты A–D), во всех
случаях обнаруживается популяция клеток с
флуоресценцией eGFP на уровне фона. При
умеренной и сильной активации экспрессии на
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стадии эмбриона у взрослых мух отсутствуют
клетки с флуоресценцией eGFP на уровне фона
(варианты F–I). При умеренной экспрессии в
течение всего развития (25 °С, вариант G) ~45%
клеток показывают транс�инактивацию eGFP,
их уровень флуоресценции ниже минимального
уровня флуоресценции в контроле. Сильная
экспрессия eGFP в течение всего развития пре�
пятствует транс�инактивации в основной массе
клеток, распределение уровней флуоресценции
в опыте и контроле достоверно не отличаются
(вариант I). Однако ~10% клеток содержат
транс�инактивированный репортер и, что не�
ожиданно, в ~10% клеток мух UAS%eGFP/A4 уро�
вень флуоресценции превышает максимальный
уровень флуоресценции в контроле. Репресси�
рованное состояние репортерного гена, устано�
вившееся на ранних стадиях развития, может
быть преодолено путем сильной активации
транскрипции. Так, в варианте D eGFP слабо
экспрессируется на протяжении всего развития
(18 °С) и затем умеренно активируется у взрос�
лых мух (25 °С), тогда как в варианте Е у взрос�
лых мух репортер активируется сильно (29 °С).
В итоге в случае E обнаруживается лишь девять
процентов клеток с полной репрессией репорте�
ра по сравнению с вариантом D, где число таких
клеток достигает 60%. Иными словами, при
сильной активации транскрипции у взрослых
мух до 80% клеток с транс�инактивированным
eGFP начинают его активно экспрессировать
(рис. 2, в, вариант E). При этом уровень флуо�
ресценции в случае E у мух с транс�инактиваци�
ей был в целом ниже контрольного (А4–).

Сравнение вариантов развития D, F и H по�
казало, что активация репортера на стадии эм�
брионов приводит к формированию устойчиво�
го в развитии активного эпигенетического имп�
ринтинга в присутствии хромосомы A4. На ста�
дии эмбриона в варианте D eGFP активировался
слабо (18 °С), в варианте F – умеренно (25 °С) и
в варианте H – сильно (29 °С). Дальнейшее раз�
витие во всех случаях проходило при 18 °С (сла�
бая экспрессия репортера) вплоть до вылупле�
ния, после чего экспрессию репортера умеренно
активировали (25 °С) для анализа степени
транс�инактивации. Оказалось, что доли клеток
мальпигиевых сосудов, в которых eGFP был реп�
рессирован, существенно различались между
вариантами. В случае D наблюдается сильный
эффект положения (85% клеток c нарушенной
активацией репортера), в случае F репрессию
демонстрируют ~ 40% клеток, а в случае H –
только 12% клеток. Cравнение вариантов D, F и
H показывает, что для поддержания активного
состояния хроматина (устойчивости к транс�
инактивации) до стадии взрослых мух необхо�

дим высокий уровень экспрессии именно на
эмбриональной стадии развития, тогда как на
постэмбриональных стадиях активная тран�
скрипция репортера необязательна.

Хорошо известно, что степень выраженнос�
ти гетерохроматинового эффекта положения,
как правило, снижается при повышении темпе�
ратуры в процессе развития [1, 3]. Поскольку в
исследуемой нами системе уровень экспрессии
репортерного гена регулировали путем измене�
ния температуры, то такое воздействие могло
влиять на степень транс�инактивации непосред�
ственно, а не только через активацию экспрес�
сии репортера с участием GAL4. Однако оценка
с помощью количественной ПЦР не выявила
заметных различий в содержании мРНК eGFP у
мух UAS%eGFP/A4, лишенных источника GAL4
(UAS%eGFP/A4; +/+), развивавшихся при 18 °С и
29 °С (рис. S3 в Приложении). Также известно,
что при ЭП зависимость репрессии от темпера�
туры развития особи варьирует в разных пере�
стройках, иногда влияние температуры отсут�
ствует [3, 15]. Представляется более вероятным,
что наблюдаемое нами влияние уровня экспрес�
сии репортерного гена на степень его транс�
инактивации обусловлено именно активацией
транскрипции с участием GAL4.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Исследования репрессии генов при гетеро�
хроматиновом эффекте положения в ходе инди�
видуального развития были ранее проведены в
ряде работ [16–19]. В двух из них [18, 19] изучали
поведение репортерной конструкции, содержа�
щей UAS%eGFP (а также другие функциональные
элементы), под влиянием гетерохроматина, при�
чем в работе Sage et al. [19] исследовали именно
транс�действующий эффект положения.

В работе Ahmad et al. [18] была использована
репортерная конструкция, содержащая гены
GFP (под контролем UAS) и mini%white.
Конструкция подвергалась ЭП, а экспрессия
GFP могла быть запущена на разных стадиях
развития при помощи источников GAL4 под
ткане� или стадия�специфичным промотором.
Анализировались глазные имагинальные диски
у личинок и глаза взрослых мух. Было показано,
что сильная активация экспрессии репортерно�
го гена GFP на стадии эмбриона (драйвер GAL4
под актиновым промотором) приводит к суп�
рессии ЭП, однако при активации экспрессии в
меньшей степени (GAL4 под контролем слабо�
го, но активного в большинстве тканей и на всех
стадиях развития промотора гена armadillo, arm)
эффект положения сохраняется. ЭП наблюдали
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также при активации транскрипции на пост�
эмбриональных стадиях развития. Дерепрессию
репортерного гена (появление экспрессирую�
щих GFP клеток) наблюдали в процессе диффе�
ренцировки имагинальных дисков у личинок,
причем дерепрессия происходила как в деля�
щихся, так и в уже дифференцированных клет�
ках. Это наблюдение означает, что для реактива�
ции репрессированного при ЭП гена не требует�
ся прохождение клеточного цикла.

В работе Sage et al. [19] была исследована
транс�инактивация репортерной конструкции,
содержащей UAS%eGFP и mini%white, под влияни�
ем аллеля BwD на соседней хромосоме. BwD

представляет собой вставку сателлитной ДНК в
ген Brown. Экспрессию UAS%eGFP активировали
при помощи источников GAL4 под контролем
промоторов разной силы и специфичности (в
том числе актина и arm, как и в работе Ahmad et
al. [18]), а затем анализировали степень транс�
инактивации репортера в тканях личинок 3 воз�
раста и у взрослых мух. Транс�инактивация UAS%
eGFP в данной работе демонстрировала замет�
ную тканеспецифичность и наблюдалась в тех
случаях, когда экспрессия репортерного гена
была на низком уровне на стадиях развития,
предшествующих исследованным (личинки 3
возраста и взрослые мухи).

Анализ полученных в ранних работах дан�
ных позволяет отметить следующие общие осо�
бенности проявления инактивации генов, об�
щие для цис� и транс�действующего гетерохро�
матинового ЭП в процессе развития. Репрессия
при ЭП начинается со стадии гаструляции у
эмбрионов. Если ген экспрессируется на высо�
ком уровне, начиная со стадии эмбриона (высо�
кий уровень обеспечивает, к примеру, промотор
актина), то такой ген устойчив к ЭП. Если ген
экспрессируется, начиная со стадии эмбриона
на низком/среднем уровне (уровень промотора
arm), то он может быть репрессирован. Также
репрессируются гены, экспрессия которых
включается на постэмбриональных стадиях раз�
вития. Ген, репрессированный на ранних этапах
развития, может реактивироваться на более
поздних стадиях (обычно в ходе метаморфоза).
Реактивация не требует прохождения цикла
клеточного деления [18, 19].

Используемая нами система позволяла
предсказуемо и количественно регулировать
уровень экспрессии репортера [11], тогда как
источники GAL4, применяемые для активации
транскрипции в ранних работах, имели лишь
качественно охарактеризованные профили
экспрессии в ходе развития в разных типах тка�
ней. Кроме того, транс�инактивацию детекти�
ровали в одном типе ткани (мальпигиевых сосу�

дах взрослых мух). Мальпигиевые сосуды фор�
мируются из эктодермы и мезодермы на стадиях
5–13 развития эмбриона, клеточные деления за�
канчиваются на стадии 13, далее число клеток
не меняется. Мальпигиевые сосуды не подвер�
гаются гистолизу в ходе метаморфоза [20]. По�
литенные хромосомы в ядрах клеток мальпигие�
вых сосудов в ходе развития проходят до 8 цик�
лов эндорепликации ДНК без цитокинеза и мо�
гут содержать до 256�ти сестринских хроматид
[21]. Мальпигиевые сосуды состоят из терми�
нально�дифференцированных клеток и схожи с
клетками слюнных желез, но в отличие от пос�
ледних сохранены у взрослых мух. 

Согласно нашим данным, транс�инактива�
ция репортерного гена под влиянием инверсии
A4 демонстрирует свойства, обнаруженные в
упомянутых выше более ранних работах и отра�
жающие, видимо, характерные черты гетерохро�
матиновой репрессии в целом. Так, на стадии
эмбриона экспрессия UAS%eGFP на высоком
уровне супрессирует наблюдаемую у взрослых
мух транс�инактивацию. При 100× повышении
экспрессии репортера на стадии эмбриона
транс�инактивация у взрослых мух достоверно
не наблюдалась, но при активации в 30–50 раз
репрессия была хорошо выражена. При актива�
ции в 100 раз уровень экспрессии eGFP состав�
лял ~17% от уровня экспрессии гена домашнего
хозяйства Rpl32 [11]. Это наблюдение позволяет
предполагать, что гены, экспрессирующиеся на
сходных или более высоких уровнях на стадии
эмбриона, не будут подвергаться гетерохрома�
тиновой репрессии. В двух работах, в которых
исследовали уровень транскрипции генов при
цис�действующем ЭП [9, 22], было обнаружено,
что гетерохроматиновой репрессии подвергает�
ся лишь несколько генов из десятков, находя�
щихся в области распространения эффекта по�
ложения. Достаточно высокий уровень тран�
скрипции этих генов на эмбриональной стадии
может служить объяснением этого наблюдения.

В случаях транс�инактивации эпигенетичес�
кий эффект ассоциируется с изменениями внут�
риядерной локализации репортерного гена. Ра�
нее было показано [7–9, 23], что репрессия со�
провождается переносом гена в гетерохромати�
новый компартмент ядра, и наоборот, сохране�
ние активного состояния приводит к локализа�
ции гена в эухроматине. Локальная активация
UAS%eGFP может приводить к нарушению спари�
вания транс�инактивируемого района нормаль�
ной хромосомы с инверсией и к переносу облас�
ти расположения репортерного гена в эухрома�
тиновый компартмент ядра. Представляет инте�
рес при помощи FISH�гибридизации сравнить
локализацию малоактивного и активированного
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СОЛОДОВНИКОВ и др.

в 100 раз репортера в отдельных клетках мальпи�
гиевых сосудов политенных хромосом, демон�
стрирующих разную степень транс�инактива�
ции.

Мы обнаружили, что установившуюся на
стадии эмбриона транс�инактивацию репорте�
ра можно преодолеть сильной активацией тран�
скрипции у молодых взрослых мух (рис. 2, б, ва�
риант E, A4). Температурный уровень для акти�
вации экспрессии совпадает с тем, который не�
обходим для предотвращения транс�инактива�
ции на стадии эмбриона. По�видимому, дости�
гается пороговый уровень экспрессии репорте�
ра, при котором гетерохроматинизированное
состояние в районе гена становится нестабиль�
ным, не формируется у эмбрионов и разрушает�
ся у взрослых мух. Так как мальпигиевые сосуды
представляют собой неделящуюся терминально
дифференцированную ткань, то изменение ор�
ганизации хроматина/положения в ядре репор�
тера при реактивации достигается без прохож�
дения клеточного деления и в политенизиро�
ванных ядрах.

При сильной активации репортера на протя�
жении всего развития (29 °С) на фоне инверсии
A4 до ~10% клеток мальпигиевых сосудов демон�
стрируют уровень флуоресценции более высо�
кий, чем в контроле (рис. 2, вариант I). Это оз�
начает, что гетерохроматиновое окружение мо�
жет поддерживать высокий уровень экспрессии
и, более того, усиливать транскрипцию. Пред�
ставляется, что гетерохроматин не является не�
специфическим репрессором эухроматиновых
генов – часть из них может вести себя аналогич�
но генам гетерохроматина, демонстрирующим
высокий уровень транскрипции именно в гете�
рохроматиновом окружении. Можно предполо�
жить, что гиперактивированные репортерные
гены локализуются в гетерохроматиновом ком�
партменте ядра, а по организации хроматина
похожи на сильно экспрессирующиеся гетеро�

хроматиновые гены, то есть включают как мар�
керы гетерохроматина (НР1a и Н3K9me2/3), так
и маркеры активной транскрипции, например,
H3K4me3 [24].

В настоящей работе мы продемонстрирова�
ли возможность исследования эпигенетически
наследуемых изменений экспрессии генов при
гетерохроматиновой транс�инактивации в гене�
тической системе, в которой осуществляли
контролируемое изменение экспрессии гена�
репортера в процессе развития и следили за на�
следованием этого состояния у взрослых осо�
бей, выключая индуктор транскрипции. Обна�
ружено, что сильная активация экспрессии гена
на стадии эмбриона приводит к переключению
репрессированного состояния на активное у
взрослых мух. Предложенная в работе генети�
ческая система может быть использована для
дальнейших исследований гетерохроматиново�
го эффекта положения, включая выявление но�
вых генов, вовлеченных в процессы эпигенети�
ческого наследования, а также механизмов уста�
новления гетерохроматиновой репрессии.
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The movement of the gene as a result of chromosomal rearrangement from euchromatin to constitutive heterochro�
matin in some cases is accompanied by epigenetic inactivation of this gene � cis�inactivation. In the case of trans�inac�
tivation, the transgenes in the normal chromosome are repressed by the cis�inactivation�causing homologous
rearranged chromosome. Trans�inactivation is the result of somatic pairing of homologs and movement of the normal
chromosome region into the heterochromatiс compartment of the nucleus. Previously, we showed that the degree of
trans�inactivation of the UAS%eGFP reporter gene in adult flies depends on the level of its transcription, which was reg�
ulated by temperature changes on the background of GAL4 transcription activator and GAL80ts temperature�sensi�
tive inhibitor presenting in the same genome. In this paper we investigated in detail the epigenetic inheritance of the
active/repressed state of the trans�inactivated reporter gene at different expression levels by measuring the fluores�
cence level of eGFP in individual cells of Malpigian tubes in adult flies. It was found that the high level of expression
at the embryonic stage protects the eGFP gene from trans�inactivation in adults, and the activated state is inherited
in the continuation of the entire development and differentiation while the activating effect of GAL4 is turned off.

Keywords: heterochromatin, Drosophila, PEV, trans�inactivation, expression, GAL4, GAL80ts
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Поврежденные азотистые основания ДНК удаляются в процессе эксцизионной репарации оснований. Этот
ферментативный процесс начинается с действия одной из ДНК"гликозилаз, которые находят и удаляют
поврежденные гетероциклические основания путем гидролиза N"гликозидных связей с образованием апу"
ринового/апиримидинового сайта (AP"сайта). Затем апуриновая/апиримидиновая эндонуклеаза APE1 гид"
ролизует фосфодиэфирную связь с 5′"стороны от АР"сайта с образованием одноцепочечного разрыва в
ДНК. Снижение функциональной активности отдельных ферментов BER связано с повышенным риском
развития сердечно"сосудистых, нейродегенеративных и онкологических заболеваний. В данной работе про"
ведена разработка и апробация метода флуоресцентного анализа для измерения активности ключевых
ДНК"гликозилаз и AP"эндонуклеазы человека в клеточных экстрактах. Эффективность флуоресцентных
ДНК"зондов проверяли с помощью очищенных ферментов. Перспективные конструкции зондов были ис"
пытаны для определения активности ферментов в экстрактах клеточных линий A549, MCF7, HeLa, WT"7,
HEK293T и HKC8. Показано, что общий уровень активности ферментов, отвечающих за репарацию АР"
сайтов, удаление урацила и 5,6"дигидроурацила, был выше в линиях раковых клеток по сравнению с нор"
мальной линией клеток почек человека HKC8.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: ферментативная активность, флуоресценция, ДНК"зонд, ДНК"гликозилаза, АР"эн"
донуклеаза.
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ СРАВНИТЕЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ
КЛЮЧЕВЫХ ФЕРМЕНТОВ ЭКСЦИЗИОННОЙ РЕПАРАЦИИ

ОСНОВАНИЙ В КЛЕТОЧНЫХ ЭКСТРАКТАХ*
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Окисление, алкилирование, дезаминирова"
ние, апуринизация/апиримидинизация, обра"
зование разрывов цепей ДНК – это неполный
спектр процессов, которые приводят к повреж"
дению структуры ДНК [1–7]. С одной стороны,
такие повреждения ДНК могут инициировать

процесс опухолевой трансформации клеток. С
другой стороны, этот же спектр повреждений
возникает при химио" и лучевой терапии опухо"
левых заболеваний [8–10]. Поэтому система за"
щиты клетки от повреждений – ферментатив"
ная система репарации ДНК выполняет важную
роль в протекании процессов образования и
деградации новообразований. Многочисленные
исследования показали, что активность некото"
рых ферментов репарации ДНК влияет на ток"
сичность генотоксинов и/или повреждающих
факторов, в том числе, используемых в ходе хи"
мио" и лучевой терапии онкологических заболе"
ваний [11, 12]. Также известно, что нарушения
работы ферментов репарации ДНК вызывают
тяжелые последствия в организме человека и
часто ведут к возникновению рака и преждевре"
менному старению [13, 14]. Считается, что глав"
ную роль в одном из путей репарации ДНК, экс"

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : OGG1 – 8"оксогуанин"
ДНК"гликозилаза; AAG – алкиладенин"ДНК"гликозила"
за; APE1 – АР"эндонуклеаза человека; MBD4 – метилци"
тозин"связывающий домен 4 человека; TDG – тимин"
ДНК"гликозилаза; NEIL1 – эндонуклеаза VIII; NTHL1 –
эндонуклеаза II; АР"сайт – апуриновый/апиримидиновый
сайт; F"сайт – остаток (2R,3S)"2"(гидроксиметил)"3"гид"
рокситетрагидрофурана; εА – 1,N6"этеноаденозин;
oxoG – 8"оксогуанозин; DHU – 5,6"дигидроуридин.

* Первоначально английский вариант рукописи опубли"
кован на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.bio.
msu.ru/biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM20"017,
16.03.2020.
** Адресат для корреспонденции.
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цизионной репарации оснований (BER), игра"
ют ДНК"гликозилазы, которые узнают различ"
ные модифицированные и неправильно спарен"
ные основания и катализируют их удаление [15,
16]. Затем апуриновая/апиримидиновая эндо"
нуклеаза (АР"эндонуклеаза) удаляет оставший"
ся фрагмент 2′"дезоксирибозы. Основная задача
этих ферментов состоит в том, чтобы быстро и
точно определить местоположение модифици"
рованного основания или апуринового/апири"
мидинового сайта среди огромного количества
неповрежденных азотистых оснований и ини"
циировать процесс репарации.

Показано, что клетки и нокаутные живот"
ные, лишенные различных ДНК"гликозилаз,
становятся более чувствительными к воздей"
ствию факторов, приводящих к повреждению
ДНК [17–19]. Генно"инженерное удаление из
клеток АР"эндонуклеазы приводит к их гибели,
что свидетельствует о критической роли этого
фермента в процессе восстановления неповреж"
денной структуры ДНК [20–22].

Необходимо отметить, что в последнее время
интенсивно развиваются методы определения
активности ферментов репарации в клеточных
экстрактах [23–29]. Для определения фермента"
тивной активности ДНК"гликозилаз было пред"
ложено несколько различных подходов. Эти
подходы обычно связаны с регистрацией флуо"
ресцентного сигнала, генерируемого ДНК"зон"
дами, содержащими поврежденный нуклеотид,
который является субстратом для фермента"ми"
шени [30–32]. Как правило, в качестве источни"
ков сигнала используются разнообразные флуо"
ресцентные красители, например, взаимодей"
ствующие по принципу резонансной передачи
энергии флуоресценции (FRET) или изменяю"
щие интенсивность флуоресценции аналоги азо"
тистых оснований, расположенные в одноцепо"
чечных или двухцепочечных ДНК"зондах [33].
Например, в работе [23] используются ДНК"зон"
ды, дополнительно модифицированные биоти"
ном для иммобилизации на магнитных наночас"
тицах. Реакционную смесь, содержащую ДНК"
зонд и разное количество фермента (AAG и/или
APE1), выдерживали 1 ч, после чего регистриро"
вали интенсивность флуоресценции раствора.
Авторы [23] подтверждают, что данные наночас"
тицы деградируют со скоростью 2% в сутки. Та"
ким образом, использование таких конструкций
осложняется контролем качества данных нано"
частиц и контролем концентрации флуоресцент"
ного ДНК"зонда на поверхности этих наночас"
тиц. В другой работе [30] для анализа активности
ферментов OGG1 и AAG использовали специа"
лизированное оборудование, позволяющее реги"
стрировать сигнал на уровне одной молекулы.

Реакционную смесь выдерживали 1,5 ч, а затем
по значению флуоресцентного сигнала, возникаю"
щего за счет образования продуктов реакции,
определяли специфическую активность. Недав"
но для определения низких концентраций ура"
цил"ДНК"гликозилазы был предложен метод,
основанный на использовании терминальной
дезоксинуклеотидилтрансферазы, с помощью
которой в образце происходило образование
флуоресцентных кластеров меди [34]. Были раз"
работаны также другие способы усиления сигна"
ла для определения активности урацил"ДНК"
гликозилазы [35–37]. Однако, несмотря на оби"
лие различных вариантов регистрации фермен"
тативной активности в клеточных экстрактах,
некоторые упомянутые способы включают в се"
бя выполнение большого количества подготови"
тельных этапов, специализированного оборудо"
вания или требуют использования других фер"
ментов, таких как ДНК"полимераза, ДНК"ника"
за, рибонуклеаза и даже AP"эндонуклеаза.

Кроме того, необходимо отметить, что коли"
чественное определение активности ферментов,
как правило, основано на сравнении уровня флу"
оресцентного сигнала в реакционной смеси через
определенное время с уровнем сигнала, который
получен для очищенного препарата этого же фер"
мента. Однако множественные литературные
данные [38–43] свидетельствуют о том, что актив"
ность ферментов репарации значительно изменя"
ется при взаимодействии с другими белками и
ферментами, которые могут присутствовать в
клеточном экстракте и отсутствуют в «калибро"
вочных кривых». Таким образом, одно и то же ко"
личество фермента будет приводить к разному из"
менению флуоресцентного сигнала в контроль"
ной реакционной смеси и клеточном экстракте.

В настоящей работе проведена апробация ме"
тода определения активности основных фермен"
тов эксцизионной репарации оснований (ДНК"
гликозилазы и AP"эндонуклеазы человека) в
экстрактах различных клеточных линий челове"
ка. Основная цель этой работы – это разработка
простого в использовании метода измерения ак"
тивности ферментов BER в клеточных экстрак"
тах. Преимущество представленного FRET"ана"
лиза перед другими заключается в простоте, ос"
нованной на использовании небольшого коли"
чества клеток и синтетического FRET"меченого
ДНК"дуплекса, содержащего специфический
поврежденный нуклеотид. Новизна данной ра"
боты заключается в анализе не только амплитуды
изменения сигнала через определенное время,
но и скорости расщепления ДНК"зонда.

В ходе работы был синтезирован ряд флуо"
ресцентных ДНК"зондов, содержащих в качест"
ве повреждения такие нуклеотиды, как F"сайт,
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5,6"дигидроуридин (DHU), 1,N6"этеноаденозин
(εA), 8"оксогуанозин (oxoG) и уридин (табл. 1).
Эффективность данных зондов определена с по"
мощью очищенных препаратов нескольких
ДНК"гликозилаз и АР"эндонуклеазы человека.
Перспективные конструкции были использова"
ны для определения активности ферментов в
экстрактах клеточных линий A549, MCF7, HeLa,
WT"7, HEK293T и HKC8. В качестве контроля
неспецифического расщепления ДНК"зондов
использовали дуплекс, не содержащий повреж"
денных нуклеотидов, что позволило оценить ус"
тойчивость используемых зондов к неспецифи"
ческим эндо" и экзонуклеазам в клеточных
экстрактах. Было показано, что флуоресцентные
ДНК"зонды можно использовать для измерения
активности нескольких ДНК"гликозилаз и АР"
эндонуклеазы APE1 человека. Чувствительность
анализа позволяет измерить активность некото"
рых ферментов в экстракте, содержащем
106 клеток. Анализ различных раковых и нерако"
вых клеточных линий выявил различия в актив"
ности ключевых ферментов BER.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Структура ДНК8зондов. ДНК"зонды содер"
жали FRET"пару красителей FAM/BHQ1 и пов"
режденный нуклеотид, обеспечивающий специ"

фичность к определенному ферменту или груп"
пе ферментов (табл. 1). При удалении повреж"
денного азотистого основания, входящего в сос"
тав ДНК"зонда, происходит либо образование
AP"сайта (в случае действия монофункциональ"
ных ДНК"гликозилаз, таких как UNG2,
SMUG1, MBD4, TDG и AAG), либо образова"
ние разрыва в цепи, содержащей повреждение
(в случае действия бифункциональных ДНК"
гликозилаз, таких как OGG1, NEIL1 и NTHL1).
Фермент APE1 также образует одноцепочечный
разрыв в цепи, содержащей F"сайт. После обра"
зования разрыва происходит плавление корот"
ких участков ДНК"продукта и пространствен"
ное отдаление FRET"красителей FAM и BHQ1
друг от друга, что приводит к значительному
росту флуоресцентного сигнала FAM.

Клеточные линии. Для анализа активности
ферментов репарации ДНК с помощью ДНК"
зондов использовали клетки человека различ"
ных линий: A549, HeLa, MCF7, WT"7, HEK293T
и HKC8 (табл. 2). Клетки линий HEK293T, A549,
WT"7, HeLa, HKC8 культивировали в среде
DMEM («Gibco», «ThermoFisher Scienific»,
США), клетки линии MCF7 культивировали в
среде RPMI"1640 («Gibco», «ThermoFisher
Scienific») с 10%"ной фетальной сывороткой те"
лят («Gibco», «Thermo FS»), 100 мкг/мл стрепто"
мицина и 100 ед./мл пенициллина в атмосфере
5%"ного CO2 при 37 °C.
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Целевой фермент

APE1

OGG1

UNG2, SMUG1, MBD4, TDG

NEIL1, NTHL1

AAG

Неспецифическое расщепление

Таблица 1. Последовательность ДНК"зондов, использованных в работе, содержащих специфическое повреждение для
различных ДНК"гликозилаз и AP"эндонуклеазы

Последовательность ДНК"зонда

5′"FAM" GCTCA(F)GTACAGAGCTG"3′
3′"BHQ1"CGAGT(G)CATGTCTCGAC"5′

5′"FAM"GCTCA(oxoG)GTACAGAGCTG"3′
3′"BHQ1"CGAGT (C) CATGTCTCGAC"5′

Тип I
5′"FAM"GCTCA(U)GTACAGAGCTG"3′
3′"CGAGT(G)CATGTCTCGAC"BHQ1"5′

Тип II
5′"FAM"GCTCA(U)GTACAGAGCTG"3′
3′"BHQ1"CGAGT(G)CATGTCTCGAC"5′

5′"FAM"GCTCA(DHU)GTACAGAGCTG"3′
3′"BHQ1"CGAGT (G) CATGTCTCGAC"5′

5′"FAM"GCTCA(εεA)GTACAGAGCTG"3′
3′"BHQ1"CGAGT (T)CATGTCTCGAC"5′

5′"FAM"GCTCA(С)GTACAGAGCTG"3′
3′"BHQ1"CGAGT(G)CATGTCTCGAC"5′

Поврежденный нуклеотид

F

oxoG

U

DHU

εεA

C

Примечание. FAM – остаток 6"карбоксифлуоресцеина, BHQ1 – тушитель флуоресценции «black hole quencher».
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Клетки механически снимали с поверхности
культурального флакона, осаждали центрифуги"
рованием (1000 об/мин, 2 мин), ресуспендиро"
вали в растворе PBS и также осаждали центри"
фугированием (1000 об/мин, 2 мин). Данную
процедуру повторяли два раза.

Подсчет клеток проводили, используя авто"
матический счетчик клеток Countess II
Automated Cell Counter («Thermo FS»). Для это"
го 10 мкл клеточной суспензии смешивали с
10 мкл трипанового синего, 10 мкл смеси поме"
щали в кассету для подсчета клеток (Bio"Rad,
США).

Подготовка клеточного экстракта. Для анали"
за активности ферментов репарации ДНК ис"
пользовали 1×106 клеток. Лизис клеток прово"
дили в CHAPS буфере (10 мМ Tris"HCl, pH 7,5,
1 мМ MgCl2, 1 мМ EDTA, 0,5%"ный CHAPS,
10%"ный глицерин, 0,1 мМ PMSF, 0,5 мМ β"
меркаптоэтанол). Общую концентрацию белка
измеряли по методу Бредфорда (концентрация
белков, как правило, составляла 1–2 мкг/мкл).
Клеточный экстракт хранили при –80 °C и раз"
мораживали непосредственно перед работой.

Определение активности ферментов в клеточ8
ном экстракте. Пробы готовили в 100 мкл буфер"
ного раствора (50 мМ Tris"HCl, pH 7,5, 50 мМ
KCl, 1 мМ ЭДТА, 1 мМ ДТТ, 7%"ный глицерин),
содержащего 70 мкл экстракта клеток. ДНК"
зонд, содержащий определенный тип повреж"
денного нуклеотида (табл. 1), добавляли к кле"
точному экстракту до конечной концентрации
1 мкМ. После быстрого перемешивания ДНК"
зонда и клеточного экстракта проводили реги"
страцию FRET"сигнала, используя прибор
FLUOstar Omega («BMG Labtech», Германия).
Длина волны возбуждения флуоресценции сос"
тавляла λex = 485 нм, регистрацию эмиссии про"
водили на длине волны λem = 520 нм. Макси"
мальное время реакции составляло 2000 с, тем"
пература 37 °С. Каждый эксперимент проводили
трижды. Амплитуду FRET"сигнала после инку"
бирования реакционной смеси в течение 2000 с
использовали для определения относительной
активности ферментов в разных клеточных ли"
ниях.

Кинетический анализ рекомбинантных фер8
ментов методом «остановленного потока». Кине"
тические кривые, характеризующие взаимодей"
ствие рекомбинантных ферментов с ДНК"зон"
дом, были получены на спектрометре останов"
ленного потока SX.18MV («Applied Photophysics
Ltd.», Великобритания) с регистрацией FRET"
сигнала, как описано ранее [44–47]. Длина вол"
ны возбуждения флуоресценции FAM составля"
ла λex = 494 нм, и регистрацию FRET"сигнала
проводили при λem > 515 нм с использованием

светофильтра OG"515 («Schott», Германия). Все
эксперименты проводили при 25 °С в буфере,
состоящем из 50 мМ Тris"HCl, рН 7,5, 50 мМ
KCl, 1,0 мМ ЭДТА, 1,0 мМ DTT, 5,0 мМ MgCl2 и
7%"ного глицерина.

Раствор, содержащий ДНК"гликозилазы
или смесь ДНК"гликозилазы и AP"эндонуклеа"
зы в буфере, быстро смешивали в реакционной
камере с раствором ДНК"зонда. Мертвое время
прибора – 1,4 мс. Концентрация ферментов и
ДНК"зонда составляла 1,0 мкМ во всех экспе"
риментах. Указанные концентрации реагентов
соответствуют концентрациям в реакционной
кювете после смешивания. Как правило, каж"
дую кинетическую кривую, представленную на
рисунках, воспроизводили несколько раз. Из"
мерение FRET"сигнала характеризует измене"
ние расстояния между красителем FAM и туши"
телем BHQ1 как в процессе конформационных
изменений ДНК"зонда при образовании ката"
литического комплекса фермент–ДНК, так и
при последующем расщеплении ДНК и диссо"
циации комплекса фермент–продукт.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для регистрации каталитической активнос"
ти ДНК"гликозилаз и АР"эндонуклеазы были
разработаны ДНК"субстраты, несущие повреж"
денный нуклеотид, обеспечивающий специ"
фичность к данному ферменту и FRET"пару
красителей на концах дуплекса. Для оценки
чувствительности использовали два типа ДНК"
субстратов (рис. 1): тип I ДНК"субстратов
(рис. 1, а) содержал красители FAM и BHQ1 на
5′"концах олигонуклеотидов, а тип II ДНК"
субстратов (рис. 1, б) содержал FAM на 5′"конце
и BHQ1 на 3′"конце олигонуклеотидов, форми"
рующих дуплекс.

Необходимо отметить, что анализ активнос"
ти монофункциональных ДНК"гликозилаз, об"
разующих в ДНК"дуплексе АР"сайт, представ"
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Название

A549

HeLa

MCF7

WT"7

HEK293T

HKC8

Таблица 2. Клеточные линии человека, использованные в
работе

Происхождение клеточной линии

карцинома легкого

карцинома шейки матки

карцинома молочной железы

карцинома почки

эмбриональные клетки почки

клетки почки
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ляет нетривиальную задачу по сравнению с би"
функциональными ДНК"гликозилазами и АР"
эндонуклеазой, которые формируют одноцепо"
чечный разрыв в модельном ДНК"субстрате.
Поэтому чувствительность обоих типов ДНК"
субстратов была проанализирована при исполь"
зовании монофункциональных ДНК"гликози"
лаз MBD4 и TDG (рис. 2). Взаимодействие
MBD4 и TDG с модельными дуплексами, содер"
жащими в качестве повреждения уридин, при"
водило к удалению урацила и образованию АР"
сайта (рис. 1, стадия 1), этот процесс сопровож"
дается медленным ростом FRET"сигнала
(рис. 2, a). Сравнение кинетических кривых с
ранее полученными данными для MBD4 пока"
зывает, что медленный рост FRET"сигнала в ин"
тервале времени 100–3000 с совпадает с медлен"
ным накоплением продуктов реакции и, по"ви"
димому, характеризует скорость"лимитирую"
щую стадию диссоциации комплекса фермента
с продуктом реакции, содержащим АР"сайт
[48].

Второй тип ДНК"субстрата (рис. 1, б), содер"
жащий красители на одном конце ДНК"дуплек"
са, обладал большей амплитудой изменения
FRET"сигнала и, соответственно чувствитель"
ностью, при взаимодействии с MBD4 и TDG.
Поэтому в последующих экспериментах с учас"
тием АР"эндонуклеазы APE1 использовали этот
модельный субстрат. Взаимодействие MBD4 и
TDG с данным субстратом в присутствии APE1
приводило к значительному ускорению и при"
мерно двукратному увеличению амплитуды фа"
зы роста FRET"сигнала (рис. 2, б), что свиде"
тельствует об образовании одноцепочечного
разрыва по АР"сайту, катализируемого АР"эндо"
нуклеазой. Кроме того, ранее было показано,
что АР"эндонуклеаза APE1 стимулирует актив"
ность ДНК"гликозилаз в условиях множествен"
ного оборота фермента [38–43]. Таким образом,
присутствие АР"эндонуклеазы в реакционной
смеси позволяет увеличить амплитуду измене"
ний FRET"сигнала при взаимодействии с моно"
функциональными ДНК"гликозилазами и по"
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Рис. 1. Принципиальная схема анализа процессов взаимодействия монофункциональных ДНК"гликозилаз с модельны"
ми FRET"субстратами: (а) тип I, (б) тип II. Стадия 1 – удаление поврежденного основания X и образование АР"сайта.
Стадия 2 – расщепление АР"сайта АР"эндонуклеазой APE1, которое ведет к пространственному отдалению флуорофора
FAM и тушителя BHQ1 и значительному росту FRET"сигнала.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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высить чувствительность модельного суб"страта
к данным ферментам. На основании получен"
ных данных далее в работе с клеточными
экстрактами использовали ДНК"субстраты ти"
па II.

Полученные данные показывают, что в слу"
чае ДНК"зонда типа I чувствительность к рас"
щеплению ДНК невысока, но все же достаточ"
на для обнаружения этого процесса in vitro. Од"
нако даже такая низкая чувствительность поз"
воляет регистрировать процесс образования
AP"сайта, который сопровождается увеличени"
ем гибкости дуплекса ДНК после удаления ура"
цила монофункциональными ДНК"гликозила"
зами и уменьшением расстояния между краси"
телями. ДНК"зонд типа II обладает более высо"
кой чувствительностью к расщеплению ДНК
из"за более короткого расстояния между флуо"
рофором и тушителем. Кроме того, в случае од"
новременного действия ДНК"гликозилазы и
AP"эндонуклеазы, который реализуется в кле"
точном экстракте, амплитуда изменения
FRET"сигнала дополнительно увеличивается
~ в 2 раза (рис. 2, б). Поэтому для оценки фер"
ментативной активности в клеточных экстрак"
тах, в которых присутствуют оба фермента, бы"
ли выбраны более чувствительные ДНК"
субстраты типа II.

Для определения активности определенных
ферментов репарации были использованы
ДНК"субстраты типа II, содержащие опреде"
ленный поврежденный нуклеотид (табл. 1). В
качестве поврежденных нуклеотидов были выб"
раны модификации, возникающие при окисли"
тельном стрессе (8"оксогуанозин и 5,6"дигид"
роуридин), дезаминировании (уридин), алки"
лировании (1, N6"этеноаденозин) и апуриниза"
ции/апиримидинизации (АР"сайт). Набор
ДНК"зондов, содержащих эти повреждения,
позволил охарактеризовать активность всех
ключевых ферментов репарации человека. Для
определения активности 8"оксогуанин"ДНК"
гликозилазы OGG1 использовали ДНК"зонд,
содержащий остаток 8"оксогуанозина (oxoG"
зонд). Для исследования ДНК"гликозилаз
UNG2, SMUG1, MBD4 и TDG, специфически
узнающих урацил в ДНК, в составе ДНК"зон"
дов присутствовал уридин (U"зонд), для ДНК"
гликозилаз NEIL1 и NTHL1 ДНК"зонд содер"
жал остаток 5,6"дигидроуридина (DHU"зонд), а
для алкиладенин"ДНК"гликозилазы AAG в
составе ДНК"дуплексов был остаток 1, N6"эте"
ноаденозина (εA"зонд). ДНК"зонд, содержа"
щий в составе аналог AP"сайта – остаток
(2R,3S)"2"(гидроксиметил)"3"гидрокситетра"
гидрофурана (F"зонд), являлся субстратом для
AP"эндонуклеазы APE1. Поскольку в общих

клеточных экстрактах содержатся экзо" и эндо"
нуклеазы, которые могут неспецифически гид"
ролизовать ДНК"зонд, для контроля такого
расщепления использовали ДНК"дуплекс, не
содержащий поврежденных нуклеотидов в сво"
ей структуре (С"зонд) (табл. 1).

Для анализа активности ферментов репара"
ции ДНК с помощью ДНК"зондов были выбра"
ны клетки опухолевых линий человека различ"
ного гистологического происхождения (табл.
2). Все подготовленные образцы содержали
клеточный экстракт и ДНК"зонд с определен"
ным поврежденным нуклеотидом. На рис. 3
приведены кинетические кривые изменения
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Рис. 2. Кинетические кривые изменения FRET"сигнала
при взаимодействии MBD4 и TDG с модельными ДНК"
субстратами типа I и типа II, содержащими в качестве пов"
реждения уридин. а – Сравнение чувствительности ДНК"
субстратов типа I и типа II при взаимодействии с MBD4 и
TDG; б – влияние АР"эндонуклеазы APE1 на взаимодей"
ствие MBD4 и TDG с U"субстратом типа II.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в
электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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FRET"сигнала, соответствующие расщеплению
ДНК"зондов в клеточном экстракте каждой ли"
нии. Для всех линий клеток расщепление ДНК"
зондов, содержащих F"сайт, уридин и 5,6"ди"

гидроуридин, проходило до 2000 с и сопровож"
далось значительным ростом амплитуды FRET"
сигнала, характеризующим активность соответ"
ствующих ферментов (табл. 1). Необходимо от"
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Рис. 3. Изменения FRET"сигнала, характеризующие активность ферментов в клеточных экстрактах линий A549 (а),
MCF7 (б), HeLa (в), WT"7 (г), HEK293T (д), HKC8 (е). Буквенное обозначение ДНК"зондов соответствует табл. 1.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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метить, что расщепление неповрежденного
дуплекса (С"зонд) сопровождалось небольшим
ростом FRET"сигнала, что свидетельствует о
значительно более медленном неспецифичес"
ком расщеплении ДНК. Для защиты от экзо"
нуклеазного расщепления используют различ"
ные подходы: шпилечные структуры, модифи"
цированные концевые нуклеотиды или фос"
фатные группы. Однако полученные данные
свидетельствуют о том, что использование не"
большого количества клеток позволяет пренеб"
речь вкладом неспецифического расщепления
ДНК"зондов за время проведения анализа. Та"
ким образом, предлагаемый метод определения
активности позволил сопоставить специфичес"
кое и неспецифическое расщепление и заклю"
чить, что в случае F", U" и DHU"зондов можно
пренебречь деградацией ДНК"зонда клеточны"
ми нуклеазами и, соответственно, использовать
стандартные олигонуклеотиды без введения до"
полнительных защитных конструкций в струк"
туру ДНК"зонда.

При этом для всех клеточных линий при ис"
пользовании oxoG" и εА"зондов, расщепляемых
ферментами OGG1 и AAG, соответственно,
после незначительного роста FRET"сигнала на
начальном участке кинетических кривых проис"
ходило его уменьшение в диапазоне времени до
2000 с. Такое изменение FRET"сигнала не соот"
ветствует модели прямого расщепления ДНК"
зонда ни за счет специфического расщепления
ферментами OGG1 и AAG, ни за счет неспеци"
фической деградации, так как в обоих случаях
такое расщепление должно сопровождаться
ростом FRET"сигнала (рис. 1, б). Полученные
данные могут свидетельствовать как о более

сложных взаимодействиях данных зондов с фер"
ментами, находящимися в клеточном экстракте,
так и о том, что концентрация OGG1 и AAG в
клеточном экстракте слишком мала для измере"
ния активности этих ферментов в клеточном
экстракте, полученном из 106 клеток. Таким об"
разом, можно предположить, что в полученных
клеточных экстрактах концентрация OGG1,
единственной ДНК"гликозилазы, которая отве"
чает за удаление 8"оксогуанина, и AAG, един"
ственной ДНК"гликозилазы, которая отвечает
за удаление метилированных нуклеотидов, зна"
чительно ниже, чем концентрация урацил"
ДНК"гликозилаз UNG2, SMUG1, MBD4 и
TDG, а также ДНК"гликозилаз NEIL1 и
NTHL1, отвечающих за удаление поврежденных
пиримидиновых нуклеотидов.

Для сравнения относительной активности
ферментов в клеточных экстрактах разных ли"
ний использовали амплитуду изменения FRET"
сигнала через 2000 с после начала регистрации.
Как видно на рис. 4, а, неспецифическое рас"
щепление С"зонда происходит с близкой эф"
фективностью во всех линиях клеток. Более зна"
чительный рост FRET"сигнала наблюдался для
F", U" и DHU"зондов. Сравнение амплитуд
FRET"сигнала в случае F"зонда выявило не"
большие различия между клеточными линиями,
не превышающими коэффициент 1,5 (между
клеточными линиями HKC8 и HEK293T). Сле"
довательно, этот результат показывает, что уро"
вень активности AP"эндонуклеазы незначи"
тельно варьирует среди использованных клеточ"
ных линий.

В случае анализа активности NEIL1 и
NTHL1 с использованием DHU"зонда разли"
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Рис. 4. Относительная активность ферментов репарации в экстрактах клеточных линий A549, MCF7, HeLa, WT"7,
HEK293T и HKC8. а – Амплитуда изменения FRET"сигнала; б – начальная скорость роста FRET"сигнала на кинетичес"
ких кривых.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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чия в амплитудах FRET"сигнала были более
значительными и достигли коэффициента 2
при сравнении клеток HKC8 и A549. Анализ
суммарной урацил"ДНК"гликозилазной актив"
ности, характеризующей концентрацию фер"
ментов UNG2, SMUG1, MBD4 и TDG, выявил
пятикратное увеличение амплитуд FRET"сиг"
нала во всех линиях раковых клеток по сравне"
нию с клетками почки человека HKC8. Напро"
тив, уровень урацил"ДНК"гликозилазной ак"
тивности в эмбриональных клетках почки
HEK293T был выше, чем в клеточной линии
HKC8, только в 3,8 раза. Интересно отметить,
что, в целом, уровень репарационной активнос"
ти для всех ДНК"зондов оказался ниже в клет"
ках линии HKC8.

Для сравнения активности ферментов в раз"
личных экстрактах также использовали началь"
ную скорость расщепления ДНК"зондов, кото"
рую оценивали как наклон начального участка
кинетических кривых (рис. 4, б). Анализ началь"
ного участка кинетических кривых может быть
выполнен в условиях стационарного протека"
ния процесса расщепления ДНК"зонда. Однако
в случае анализа экстракта клеточной линии
HKC8 при взаимодействии с ДНК"субстратами,
содержащими урацил, изменения FRET"сигна"
ла имели двухфазный характер (рис. 3, е), что не
позволило определить начальную скорость рас"
щепления U"зонда. Такое отклонение от стацио"
нарного протекания процесса может быть обус"
ловлено сложными белок"белковыми взаимо"
действиями ферментов, участвующих на на"
чальных этапах пути BER, взаимным влиянием
этих ферментов на активность друг друга, а так"
же присутствием в клеточном экстракте нес"
кольких ферментов с одинаковой субстратной
специфичностью. Сравнение начальных ско"
ростей расщепления ДНК"зондов во всех ос"
тальных случаях показало, что скорость расщеп"
ления F"сайта отличается между клеточными
линиями не более чем в три раза для клеток A549
и HeLa соответственно. В случае DHU"зонда
четырехкратная разница была отмечена между
клетками WT"7 и HeLa. Следует отметить, что
активность ферментов, катализирующих рас"
щепление F"сайта и DHU в клетках почки чело"
века HKC8, имела среднее значение, по сравне"
нию с опухолевыми линиями. Из"за нестацио"
нарной кинетики в случае клеточного экстракта
HKC8 с ДНК"зондом, содержащим урацил, наб"
людаемая константа скорости расщепления U"
зонда не была рассчитана. Тем не менее, разли"
чие в активности урацил"ДНК"гликозилаз сре"
ди других клеточных линий не превышало ко"
эффициент 2.

В данной работе был апробирован флуорес"
центный метод определения активности ключе"
вых ферментов репарации человека в экстрактах
клеточных линий HKC8, WT"7, A549, MCF7,
HEK293T и HeLa. Для этого создан ряд флуо"
ресцентных ДНК"зондов, содержащих различ"
ные типы поврежденных нуклеотидов ДНК, в
том числе повреждения ДНК, возникающие при
химио" и лучевой терапии онкологических забо"
леваний. Использование ДНК"зондов позволи"
ло оценить относительную активность ряда
ДНК"гликозилаз и АР"эндонуклеазы человека в
здоровых клетках и клетках опухолевых линий.
Показано, что неспецифическая деградация
ДНК"зондов в общем клеточном экстракте про"
исходит значительно медленнее, чем специфи"
ческое расщепление ДНК, содержащей повреж"
денный нуклеотид. При этом уровень активнос"
ти ферментов репарации, процессирующих F",
DHU" и U"зонды, был выше в раковых линиях
по сравнению с нормальными клетками почки
человека HKC8.

Полученные результаты могут стать основой
для создания статистической библиотеки дан"
ных об относительной активности ферментов
репарации ДНК в индивидуальных линиях ра"
ковых клеток, а также клеток опухолевых тка"
ней человека. В перспективе такая молекуляр"
ная характеристика клеток может помочь выяс"
нить механизмы, лежащие в основе онкогенеза
и развития опухолевых заболеваний, а также
проводить коррекцию методов терапии с целью
повышения ее эффективности.
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DNA glycosylases remove modified, damaged, or mismatched bases from DNA by hydrolyzing the N"glycosidic
bonds and generating an apurinic/apyrimidinic site (AP"site) in DNA. In most cases, the incision reaction of the AP"
site is catalyzed by special enzymes called AP"endonucleases. The decrease in the functional activity of individual
BER enzymes has been associated with an increased risk of cardiovascular, neurodegenerative, and oncological dis"
eases. Here, we report the fluorescence"based assay for measuring the activity of key human DNA glycosylases and
AP endonuclease. The efficacy of fluorescent DNA probes was tested by means of purified enzymes. Promising con"
structs were chosen to determine the activity of enzymes in the extracts of cell lines A549, MCF7, HeLa, WT"7,
HEK293T, and HKC8. It was shown that the level of activity of repair enzymes was higher in cancer cell lines com"
pared to a normal human kidney cell line.

Keywords: enzymatic activity, fluorescence, DNA probe, DNA glycosylase, AP endonuclease
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Комплексное использование методов классической молекулярной динамики, симуляции титрования
ионизируемых остатков, метадинамики, а также комбинированного метода квантовой механики/молеку�
лярной механики позволило выявить альтернативный путь образования промежуточного гликозилфермен�
та в механизме действия нейраминидазы вируса гриппа А H5N1. Ключевую роль в механизме обеспечивает
остаток Asp151, расположенный на подвижной петле и позволяющий реализовать каталитическую функ�
цию фермента в широком интервале pH окружающей среды благодаря формированию сети взаимодействий
с молекулами воды. Так как размножение гриппа у птиц проходит в условиях пищеварительной системы
при низких значениях pH, а у человека – в дыхательных путях в условиях близких к нейтральным, сущест�
вование альтернативных путей протекания реакции при разной кислотности среды может опосредовать
двойной тропизм вируса и циркуляцию специфических штаммов вируса H5N1, склонных к передаче от
птиц к человеку.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: грипп, нейраминидаза, гликозилфермент.
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ГЛИКОЗИЛФЕРМЕНТА В МЕХАНИЗМЕ ДЕЙСТВИЯ
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Высокопатогенные штаммы вируса гриппа
H5N1 («птичий грипп») представляют серьезную
проблему не только для популяций диких и одо�
машненных птиц, но и способны вызывать
вспышки заболевания среди людей (смертность
~60%). Несмотря на то что по данным Всемир�
ной организации здравоохранения пик инфек�
ции наблюдали с 1998 по 2015 гг. [1], до сих пор
выясняют детали адаптации вируса к человеку
[2], т.к. проявление двойного тропизма вируса
(птица/человек) представляет чрезвычайно
опасный путь вирусной эволюции. Заражение,
как правило, происходит путем взаимодействия
вируса с клеткой хозяина через гликановые ре�
цепторы клеточной мембраны – олигосахарид�
ные фрагменты с концевой сиаловой кислотой.
Фермент нейраминидаза, являясь одним из клю�

чевых инструментов в жизнедеятельности виру�
са, обеспечивает гидролиз сиалированных гли�
канов для последующего высвобождения со�
зревших новых вирионов гриппа. Совместно с
другим белком – гемагглютинином, ответствен�
ным за первичное распознавание гликанов, а,
соответственно, и клетки хозяина, нейрамини�
даза формирует базовый механизм вирулентнос�
ти гриппа [3]. В зависимости от антигенных
свойств различают девять типов нейраминидаз,
разделенных на две группы: группа 1 содержит
нейраминидазы N1, N4, N5 и N8 и группа 2 –
N2, N3, N6, N7 и N9 [4]. Одной из особенностей
нейраминидаз штамма H5N1, обнаруженного у
людей и птиц, является их низкая активность
при сильнокислых значениях pH [5], тогда как
нейраминидазы остальных штаммов гриппа
птиц сохраняют высокую активность в сильно�
кислых средах, т.к. распространение вируса у
птиц происходит в пищеварительном тракте.
Большинство сезонных человеческих штаммов
также малоактивны при низких значениях pH
[6, 7], поскольку размножение вируса у человека
адаптировано к условиям дыхательных путей,

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : комбинированный метод
квантовой механики/молекулярной механики – КМ/ММ.

* Первоначально английский вариант рукописи опубли�
кован на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.bio.
msu.ru/biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM20�030,
01.04.2020.
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где в норме поддерживается уровень pH близкий
к нейтральным (pH 6,5–7,0) или слабокислым
значениям (pH 5,7–6,0) [8]. Таким образом,
адаптация нейраминидаз H5N1 штаммов у птиц,
по всей видимости, приблизила их по своим
свойствам к нейраминидазам сезонных штаммов
гриппа человека, что может обуславливать высо�
кую вероятность прямой передачи вируса от
птиц к людям. Установлено, что для семейства
гликозидаз GH34, к которому относится и ней�
раминидаза вируса гриппа, характерен каталити�
ческий гидролиз углеводов по механизму двой�
ного замещения [9, 10]. На этапе образования
промежуточного ковалентного гликозилфермен�
та один из каталитических остатков (Tyr406, ак�
тивируемый Glu277) выступает в роли нуклеофи�
ла, а второй – Asp151, в качестве донора протона
для стабилизации уходящей группы. Данный ме�
ханизм накладывает специфические требования
к функционированию остатка Asp151 в ней�
тральных условиях кислотности среды. Микро�
среда активного центра фермента, характер ок�
ружающих остатков и изолированность от внеш�
него раствора может изменить кислотно�основ�
ные свойства карбоксильной группы. Подобный
механизм был показан для некоторых гликози�
даз, когда при связывании олигосахаридного
субстрата активный центр фермента закрывается
с вытеснением молекул растворителя, и остаток
Asp151 в протонированной форме может непо�
средственно взаимодействовать с уходящей
группой [11]. Однако, по данным рентгенострук�
турного анализа, остаток Asp151 в нейраминида�
зе штамма H5N1 располагается на так называе�
мой подвижной петле�150 (а.о. 147–152) [4] в об�
ласти сайта связывания субстрата, напрямую
доступен растворителю и, казалось бы, не может
выполнять необходимую функциональную роль
при значениях pH окружающей среды 5,7–6,5.

Каким образом обеспечивается выполнение
функции остатка Asp151 в каталитическом
действии нейраминидазы штамма H5N1 вируса
гриппа в нейтральной среде? Как связывание
олигосахаридного субстрата в активном центре
фермента влияет на значение pKa остатка
Asp151? Каково конформационное состояние
субстрата в активном центре, соответствующее
наиболее эффективному протеканию фермента�
тивной реакции и формированию промежуточ�
ного гликозилфермента? В настоящей работе
мы попытались ответить на эти вопросы, ис�
пользуя комплексный подход, объединяющий
возможности методов классической молекуляр�
ной динамики, метадинамики, а также комби�
нированного метода квантовой механики/моле�
кулярной механики (КМ/ММ) и симуляции
титрования ионизируемых остатков.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение структуры субстрата. В качестве
субстрата использовали трисахарид – α�Neu5Ac�
2,3�β�Gal�1,4�β�Glc�O�Me – характерный тер�
минальный структурный фрагмент гликановых
рецепторов птиц. Структура этого соединения
была получена с помощью сервера Glycam
Biomolecule Builder [12] при использовании си�
лового поля Amber.

Двугранные углы гликозидных связей. Дву�
гранные углы гликозидных связей определяли
следующим образом, начиная с терминального
остатка сиаловой кислоты: φ1 и ψ1, φ2 и ψ2. φ1 и ψ1

определяли по атомам O�С2�O3�C3 и С2�С3�
O3�C2, φi и ψi остальных гликозидных связей
были определены как O�C1�O4′�C4′ и C1�O4′�
C4′�С3 для 1→4 связей и O�C1�O3′�C3′ и C1�
O3′�C3′�С2′ для 1→3 связей, апострофом обоз�
начен невосстанавливающий конец гликозид�
ной связи.

Молекулярная динамика. Для подготовки
субстратов была использована программа leap
пакета AmberTools [13]. Для фермента и фер�
мент�субстратных комплексов была создана
система, включающая растворитель TIP3Р [14],
с расстоянием от стенок куба до молекулы
субстрата не менее 15 Å. Для создания условий,
приближенных к физиологическим, в систему
помещали ионы Cl– и Na+ (до достижения 0,1 M
концентраций). Суммарный заряд системы сво�
дили к нулю при добавлении дополнительных
ионов. Для каждой системы проводили мини�
мизацию энергии (2500 шагов), последующий
нагрев до 300 К в течение 60 пс, снятие ограни�
чений с тяжелых атомов в течение 290 пс и ре�
лаксацию в течение 5 нс в NPT ансамбле (посто�
янное число частиц, давление и температура) с
постепенным доведением плотности до посто�
янного значения 1,04 г/см3. Стандартные симу�
ляции в растворе осуществляли в пакете
Amber14 при температуре 300 К, шаге интегри�
рования 2 фс в условиях NVT ансамбля (посто�
янное число частиц, температура и объем). Тем�
пературу системы регулировали с использовани�
ем термостата Ланжевена [15]. Продолжитель�
ность каждой траектории составляла 1 микросе�
кунду, кадры динамики сохраняли каждые 10 пс.

Метод ускоренной молекулярной динамики
был проведен посредством встроенных функ�
ций пакета Amber14 с использованием парамет�
ров, идентичных вышеуказанным, а также зада�
нием специфических методу значений
(EthreshD 13,42; alphaD 3,2; EthreshP –20 203,56;
alphaP 602,24).

Метадинамика. Расчет метадинамики вы�
полняли на базе пакета Amber14, модифициро�
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ванном PLUMED (версия 2.5) [16]. Высота до�
бавочных Гауссовских потенциалов была опре�
делена начальным значением 0,6 ккал/моль,
ширина – 0,01 или 0,0075 для переноса протона.
Новые потенциалы добавляли через каждые 100
шагов динамики при шаге интегрирования
0,25 фс. Температура симуляции составляла
300 K. Коллективные переменные с двух сторон
ограничивали квадратичным потенциалом. Мо�
лекулы воды, входящие в квантовую область,
также ограничивали квадратичным потенциа�
лом на значение координационного числа вок�
руг атома кислорода уходящей группы на рас�
стоянии 7 Å. Для ускорения расчета использова�
ли технологию из 10 параллельных вычислений,
объединенных общим добавленным потенциа�
лом метадинамики [17].

Комбинированный метод квантовой механи;
ки/молекулярной механики. Вычисления КМ/
ММ проводили на базе пакета AmberTools. Для
описания квантового региона использовали ме�
тод SCC�DFTB, который хорошо себя зареко�
мендовал при КМ/ММ моделировании реак�
ций, катализируемых другими ферментами се�
мейства сиалидаз [18, 19]. В квантовый регион
включали остатки Tyr406, Glu277, Arg292,
Asp151, мономеры сиаловой кислоты и следую�
щей за ней галактозы, а также 14 молекул воды в
радиусе 7 Å от атома кислорода уходящей груп�
пы при образовании ковалентного гликозил�
фермента.

Симуляция титрования ионизируемых остат;
ков в явном растворителе. Метод pH�REMD,
имплементированный в Amber14, использовали
для расчета значений pKa Asp151, симуляцию 12
реплик проводили в интервале pH от 2 до 7,5.
Обмен репликами осуществлялся каждые 5000
шагов, попытка перепротонирования – каждые
200 шагов и релаксация – в течение 300 шагов.
Значения pKa остатка рассчитывали по адапти�
рованному уравнению Хендерсона–Хассельба�
ха, учитывая рассчитанную вероятность образо�
вания депротонированной и протонированной
форм остатка [20].

Методы кластеризации. Кластеризацию
структуры субстрата проводили на базе значе�
ний двугранных углов между углеводными мо�
номерами с использованием следующей моди�
фикации:
отображение фазового пространства углов  ui – в
общем случае L�мерного бокса Pc:

посредством преобразования:

.

Продуктом отображения является тор Te –
L�мерная поверхность на единичной сфере S 2L�1.
Отображение является локальной изометрией с
сохранением меры расстояний [21].

Преобразованные переменные использова�
ли для кластеризации с помощью Байесовского
непараметрического метода, имплементирован�
ного в программе dpMMlowVar [22]. Оптимиза�
цию углового параметра для данного метода
проводили в пределах [–0,6; –0,3] с шагом 0,01
на основании оценочной функции силуэта. При
визуализации результатов кластеризации ис�
пользовали метод главных компонент для
трансформированных значений углов с выделе�
нием первых трех главных компонент.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Расчет pKa Asp151. Определение сдвига pKa

остатка Asp151 в активном центре нейрамини�
дазы N1 при связывании субстрата проводили с
использованием КМ/ММ в явном растворителе
и расчетов электростатического поля Пуассо�
на–Больцмана по дискретной модели протони�
рования, которая учитывает состояние иониза�
ции исследуемого остатка в зависимости от его
текущей ориентации, доступности растворите�
лю и кислотности окружающей среды. Метод
позволяет проводить ряд параллельных симуля�
ций в широком интервале значений pH. В ходе
эксперимента проводится семплирование сис�
темы, в которой предусмотрены динамические
переходы между конформациями с протониро�
ванной и непротонированной формой карбок�
сильной группы остатка Asp151. Так как нейра�
минидаза функционирует в виде тетрамера, рас�
чет pKa аспартата проводили независимо для че�
тырех остатков (рис. 1). Проведенные вычисле�
ния показывают, что три остатка Asp151 в сво�
бодном ферменте депротонированы при ней�
тральных условиях среды – значения pKa лежат в
диапазоне 4,1–4,3, в то время как один остаток
(обозначенный Asp2 на рис. 1) имеет более вы�
сокое значение pKa – 6,7. Анализ положения
петли�150 в субъединице с аномально высоким
(6,7) значением pKa Asp151 показал, что при мо�
делировании в сильнокислой среде (рН 2) в этой
субъединице, в отличие от остатков Asp151 в
трех других субъединицах, происходит образо�
вание не наблюдаемой в кристаллографических
структурах фермента карбоксил�карбоксилат�
ной пары между Asp151 и Glu119. Можно пред�
положить, что в этом случае имеет место пере�
ход к денатурированному состоянию, которое
нельзя отнести к каталитически активной фор�
ме.
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Нейраминидазы из разных источников от�
личаются строением активных центров и окру�
жением ионизируемых остатков, различия об�
наружены также в динамическом поведении
петли�150, содержащей Asp151 [23], что может
быть причиной различного влияния связывания

субстрата на pKa остатка в разных ферментах
этого семейства. При расчетах протонирова�
ния/депротонирования аспартата в фермент�
субстратном комплексе, образованном нейра�
минидазой N1, было обнаружено, что значение
pKa Asp151 находится в пределах 3,5–4,9. Обна�
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Рис. 1. Кривые титрования аминокислотных остатков Asp151 в четырех субъединицах гомотетрамера нейраминидазы ви�
руса гриппа H5N1 c приведенными расчетными значениями pKa (см. «Материалы и методы»): а – для свободной формы
фермента; б – для комплекса фермента с олигосахаридным субстратом, связанном в активном центре.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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руженный интервал значений свидетельствует о
наличии различных стабилизированных струк�
турных топологий олигосахаридного субстрата в
активном центре (см. подраздел «Конформаци�
онное состояние олигосахаридного субстрата
при связывании с ферментом»). Наиболее рас�
пространенной конформации субстрата соотве�
тствует значение pKa 4,9. В то же время можно
заключить, что в случае изучаемой нами нейра�
минидазы N1 при связывании субстрата не наб�
людается столь существенного сдвига pKa, как
это было обнаружено для нейраминидазы N9
(до значений 8,0–9,0) [11]. Полученные при мо�
делировании расчетные значения pKa остатка
аспартата в нейраминидазе N1, на первый
взгляд, противоречат возможности осуществле�
ния эффективного катализа в нейтральных сре�
дах с участием этой группы для прямой переда�
чи протона на уходящую группу субстрата. Од�
нако подобное заключение не представляется
столь категоричным, если рассмотреть другие
возможные пути стабилизации уходящей груп�
пы в каталитическом механизме действия фер�
мента. Так, при постоянном доступе молекул
растворителя к карбоксильной группе остатка
Asp151 возможен механизм переноса протонов
Гротгуса, который уже наблюдали в фермента�
тивных системах [24, 25]. Кроме того, депрото�
нированная форма аспартата может стабилизи�
ровать молекулу воды в нейтральной форме или

в форме гидроксония вблизи кислорода уходя�
щей группы и таким образом обеспечить необ�
ходимый перенос протона. Анализ функции
распределения молекул воды вокруг атомов
кислорода уходящей группы и карбоксильного
углерода Asp151 в свободном ферменте и в фер�
мент�субстратном комплексе (рис. 2, а, б), опре�
деленной на основе молекулярно�динамиче�
ских траекторий при значениях pH 5,5; 6,0; 6,5 и
7,0, позволяет оценить возможность реализации
такого механизма.

При анализе распределения расстояний от
атомов кислорода карбоксильной группы до
атома кислорода уходящей группы становится
понятно, что молекулы воды имеют прямой дос�
туп к разрываемой связи и могут быть не только
звеном мостикового соединения между остат�
ком Asp151 и уходящей группой, но и выступать
в качестве донора протона. Включение иона
гидроксония в такую цепочку передачи протона
может быть обусловлено окружающими остат�
ками фермента, а также возможностью опти�
мальной ориентации и стабилизации всей сис�
темы [26]. Чтобы оценить энергетические барь�
еры образования промежуточного гликозилфер�
мента по альтернативному механизму, необхо�
дим конформационный анализ положений уг�
леводного субстрата в активном центре нейра�
минидазы для получения стартовой структуры
фермент�субстратного комплекса.
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Рис. 2. а – Радиальная функция распределения молекул воды (красная линия) вокруг атома кислорода уходящей группы
и функция распределения расстояний от атома кислорода уходящей группы до атомов кислорода карбоксильной группы
Asp151 (синяя линия); б – радиальная функция распределения молекул воды вокруг карбоксильного углерода Asp151 в
свободной (красная линия) и в связанной с олигосахаридным субстратом (синия линия) формах фермента.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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Конформационное состояние олигосахаридно;
го субстрата при связывании с ферментом. Кон�
формационное пространство олигосахаридного
субстрата, связанного в активном центре нейра�
минидазы N1, было определено при анализе
траекторий молекулярной динамики, получен�
ных в результате симуляций титрования Asp151
при различных значениях pH в интервале 5–7.
Значения двугранных углов гликозидных связей
в ходе симуляций были извлечены, преобразо�
ваны (как описано в экспериментальной части)
и использованы для поиска кластеров стабили�
зированных структур – топологий (рис. 3).

Обнаруженные топологии олигосахарида, а
также соответствующие характеристические
значения двугранных углов приведены в табли�
це. Аналогичным образом проведенный поиск
дополнительных структурных кластеров мето�
дом ускоренной молекулярной динамики новых
топологий не выявил. Для субстрата, связанного
в активном центре фермента, характерно суще�
ствование трех возможных топологий (таблица).
Преобладающая топология 1 характеризуется
значениями двугранных углов φ1 – 84,29; ψ1 –
98,90; φ2 – 95,70 и ψ2 – 105,71. Популяции топо�
логии 2 и 3 представлены в активном центре на
8 и 14% соответственно, при этом топология 2
ориентирована вдоль активного центра иден�
тично топологии 1, тогда как топология 3 свиде�

тельствует о существовании альтернативной по�
лости связывания. Следует отметить, что сход�
ную с топологией 1 структуру трисахарида на�
блюдали при связывании с нейраминидазой N2
штамма H3N2 (рентгенографическая структура
4GZW [27]).

Формирование промежуточного гликозилфер;
мента. Моделирование процесса образования
гликозилфермента проводили с использовани�
ем метадинамики. Начальная структура фер�
мент�субстратного комплекса была взята с ха�
рактерными для топологии 1, преобладающей
при связывании олигосахаридного субстрата в
активном центре фермента (см. предыдущий
раздел), двугранными углами и конформацией
кольца остатка нейраминовой кислоты 5S1 [28].
В качестве коллективных переменных, в фазо�
вом пространстве которых происходит гидролиз
субстрата и образование промежуточного про�
дукта реакции гликозилфермента, были исполь�
зованы: 1) параметр CV1, характеризующий раз�
рыв гликозидной связи субстрата по остатку си�
аловой кислоты и образование новой связи с
Tyr406, а также представляющий разницу рас�
стояний между C1SIA�OTyr406 и C1SIA�O3LB; 2) па�
раметр CV2, отражающий активацию нуклео�
фильного остатка Tyr406 переносом протона на
Glu277; 3) параметр CV3, характеризующий пе�
реход протона на уходящую группу от одной из
молекул воды или остатка Asp151 (рис. 4, а) и
определяемый как минимальное расстояние
между одним из протонов, принадлежащих мо�
лекулам воды, входящим в квантовую область
(8 молекул), или протоном, принадлежащим ос�
татку Asp151 – тем самым учитывается возмож�
ность наиболее быстрого и энергетически вы�
годного пути переноса протона как от молекул
воды, так и от остатка Asp151.

Следует отметить, что в стартовой структуре
предусматривали возможность протонирования
остатка Asp151, что позволило при моделирова�
нии учитывать не только механизм передачи
протона от иона гидроксония, координирован�
ного карбоксилатным анионом Asp151, но и те�
оретический вариант передачи протона уходя�
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Рис. 3. Сэмплирование конформационного пространства
олигосахаридного субстрата в активном центре нейрами�
нидазы N1 с последующей кластеризацией. Для нагляд�
ности данные визуализированы относительно первых трех
главных компонент при анализе восьми переменных дву�
гранных углов, характеризующих конформацию олигоса�
харида; принадлежность к одному кластеру обозначена
цветом.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в
электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/

Характерные значения двугранных углов олигосахаридно�
го субстрата в активном центре нейраминидазы N1

Двугранный
угол

Кластер

1

2

3

φ1

78,29

74,89

−171,95

ψ1

−110,90

−112,41

−129,39

Соотно�
шение

78%

8%

14%

φ2

−100,70

−86,49

−76,27

ψ2

105,02

−57,60

136,43
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щей группе напрямую. Таким образом, выбран�
ная квантовая область представляла одинако�
вую стартовую точку для двух возможных путей
передачи протона на уходящую группу гидроли�
зуемого субстрата.

При помощи КМ/ММ с использованием
трех выбранных коллективных переменных бы�
ло проведено моделирование реакции фермен�

тативного гидролиза олигосахаридного субстра�
та и определена энергетическая поверхность
этого процесса (рис. 5). По критериям порядка
связи по Полингу процесс соответствовал дис�
социативному ANDN механизму с барьером по�
рядка 14 ккал/моль (рис. 5, а, б). Остаток сиало�
вой кислоты претерпевал структурное измене�
ние от 5S1 конформации кольца в фермент�
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Рис. 4. Структуры основных стационарных состояний при образовании ковалентного промежуточного соединения – гли�
козилфермента в реакции, катализируемой нейраминидазой вируса гриппа H5N1. Gal обозначена уходящая группа,
Neu – углеводный остаток сиаловой кислоты. а – Структура фермент�субстратного комплекса с обозначением цветным
пунктиром основных составляющих коллективных переменных, включая путь переноса протона на Glu277 и активацию
нуклеофильного остатка Tyr406 (розовый), для указания разрываемой и образуемой связей (желтый), и любой процесс пе�
реноса протона с окружающих молекул воды или Asp151 (голубой); б – структура переходного состояния системы; в – об�
разование гликозилфермента.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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Рис. 5. а) Поверхность свободной энергии стадии образования промежуточного ковалентного соединения – гликозил�
фермента в реакции гидролиза олигосахаридного субстрата, катализируемого нейраминидазой вируса гриппа H5N1,
построенная на основе коллективных переменных разрыва гликозидной связи субстрата по остатку сиаловой кислоты и
образования новой с Tyr406 (CV1), активации нуклеофильного остатка Tyr406 (CV2) и передачи протона от одной из мо�
лекул воды или остатка Asp151 на уходящую группу субстрата (CV3). МС – комплекс фермента с субстратом, ТS – пере�
ходное состояние перед образованием гликозилфермента, IC – промежуточный гликозилфермент. б) Упрощенная энер�
гетическая диаграмма стадии образования промежуточного ковалентного соединения – гликозилфермента.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/

а

б
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субстратном комплексе (MC, рис. 4, а) до кон�
формации E4�

3H4 в переходном состоянии (TS,
рис. 4, б) и 1С4 (IC, рис. 4, в) в промежуточном
гликозилферменте, положение которого на
энергетической диаграмме было выше исходно�
го состояния на 7 ккал/моль (рис. 5, а, б). В ходе
ферментативной реакции протон для нейтрали�
зации уходящей группы переносился от ближай�
шей молекулы воды, образующей связующий
мостик между гликозидной связью субстрата и
остатком Asp151. Следует отметить, что остаток
Asp151, как и молекула воды, может выполнять
двоякую роль. Когда карбоксильная группа
Asp151 протонирована, молекула воды может
выступать в качестве челнока и при передаче
протона на уходящую группу субстрата одновре�
менно забирать протон от Asp151. В случае, ког�
да карбоксильная группа Asp151 депротонирова�
на, она может координировать ион гидроксония,
который служит донором протона для уходящей
группы субстрата. Вероятность реализации того
или иного пути зависит от целого ряда условий:
кроме кислотности среды, важное значение име�
ет подвижность петли�150 и особенности струк�
турной организации активного центра в мутант�
ных формах фермента. Участие остатка Asp151 с
протонированной карбоксильной группой в ка�
талитическом механизме, по�видимому, менее
выгодно, т.к. петля�150 ограничивает движение
остатка и затрудняет формирование цепи прямо�
го переноса протона: подобные состояния не
были обнаружены при независимых запусках
траекторий молекулярной динамики. Тем не ме�
нее такой механизм нельзя исключить при функ�
ционировании фермента в более кислых средах.
В то же время установленный нами путь переда�
чи протона от иона гидроксония, координиро�
ванного отрицательно заряженной карбоксилат�
ной группой Asp151, может быть более универ�
сальным и функционировать в широком интер�
вале рН, обуславливая двойной тропизм вируса и
циркуляцию специфических штаммов H5N1,
способных к прямой передаче от птиц к челове�
ку, наблюдаемой в ходе последних вспышек за�
болеваний 1998–2015 годов.

Каталитический механизм действия нейра�
минидаз различных штаммов вируса гриппа, а

также способность ферментов функциониро�
вать в различных средах, представляют не толь�
ко фундаментальный, но и существенный прак�
тический интерес. Важную роль в превращении
гликанов, катализируемом нейраминидазами,
имеет конформационное состояние олигосаха�
ридного субстрата, а также стадии образования
и последующего гидролиза промежуточного
гликозилфермента. Проведенное молекулярное
моделирование механизма действия нейрами�
нидазы N1 позволило выявить сродство актив�
ного центра фермента к определенному кон�
формеру субстрата и установить, какие последу�
ющие конформационные изменения имеют
место в ходе ферментативного превращения.
Был проведен анализ возможных путей образо�
вания промежуточного гликозилфермента в ре�
акциях под действием нейраминидазы вируса
гриппа H5N1 в средах разной кислотности, что
имеет непосредственное отношение к адапта�
ции и размножению вируса в дыхательных путях
человека, а также передаче штаммов вируса
гриппа от птиц человеку. Понимание особен�
ностей функционирования нейраминидаз раз�
личных штаммов вируса гриппа в различных ус�
ловиях, как одного из ключевых факторов виру�
лентности вируса, является важным этапом как
при разработке методов профилактики, так и
средств борьбы с гриппом, а также другими ин�
фекциями, отличающимися подобным меха�
низмом.

Финансирование. Исследование выполнено
при финансовой поддержке Российского фонда
фундаментальных исследований (грант № 18�
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Comprehensive usage of classical molecular dynamics, constant�pH molecular dynamics simulations, metadynamics
as well as combined quantum mechanical and molecular mechanical approach has revealed an alternative pathway at
the formation of glycosyl�enzyme intermediate in the conversion of oligosaccharide substrates catalyzed by the H5N1
influenza neuraminidase. The Asp151 residue, located on a mobile loop, plays a key role in the mechanism of the pro�
ton transfer from the water molecule to the leaving group of the substrate during the formation of the covalent inter�
mediate glycosyl�enzyme compound. Since the growth and replication of influenza virus in birds takes place under
the conditions of the digestive system at low pH values, and in humans under conditions close to neutral, the imple�
mentation of alternative pathways for the reaction at different acidities of the medium can mediate the double tropism
of the virus and the circulation of specific strains of the H5N1 virus, prone to transmission from birds to humans.
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Для исследования структурной организации и динамических характеристик участка связывания ингибито�
ров конформационной перестройки белка разработаны компьютерные модели гемагглютинина вирусов
гриппа H3N2 и H7N9. Использование метадинамики позволило составить карту свободной энергии данных
участков и установить объемы их наиболее энергетически выгодных состояний. При молекулярном моде�
лировании взаимодействия умифеновира (арбидола) с гемагглютинином показано, что для связывания ли�
ганда необходимо увеличение объема и деформация энергетически наиболее выгодного состояния участка
связывания ингибиторов конформационной перестройки. Идентифицированы аминокислотные остатки,
непосредственно участвующие в связывании ингибитора и определяющие эффективность взаимодействия,
а также динамическое поведение участка связывания ингибиторов конформационной перестройки гемаг�
глютинина. Выявленные свойства и особенности структурной организации участка связывания ингибито�
ров конформационной перестройки гемагглютинина вируса гриппа необходимо учитывать при поиске но�
вых противовирусных препаратов, способных модулировать его функциональные свойства.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: гемагглютинин, вирус гриппа, молекулярная динамика, метадинамика.
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Гемагглютинин (НА) – важнейший глико�
протеин на поверхности вируса гриппа. Он игра�
ет ключевую роль в процессе заражения, так как
распознает рецепторы на поверхности мембра�
ны клетки�хозяина, при связывании претерпе�
вает существенные структурные изменения и
обеспечивает слияние вирусной и клеточной
мембран, а также проникновение вирусных ри�
бонуклеопротеидов в здоровую клетку [1]. По�
давление процесса заражения на ранних стади�
ях – важная задача в борьбе с вирусом гриппа,
поэтому гемагглютинин является привлекатель�
ной мишенью для поиска противовирусных
препаратов. Первичной мишенью действия те�
рапевтических средств является участок связы�
вания олигосахаридных рецепторов, располо�

женный в головной области гемагглютинина,
ориентированной от мембраны вируса в сторону
окружающей среды, что делает его доступным
для иммунной системы. Вакцины против грип�
па часто направлены именно на этот участок [2].
К сожалению, его расположение приводит к то�
му, что этот участок приобрел крайне высокую
вариабельность в результате мутаций [3–6]. В
связи с этим необходим поиск противовирусных
препаратов, направленных на другие, более
консервативные участки связывания в структу�
ре гемагглютинина. В последнее время особый
интерес исследователей вызывает участок, рас�
положенный в высококонсервативной стволо�
вой области [7], вблизи пептида слияния, ответ�
ственного за структурную перестройку белка. С
помощью методов рентгеноструктурного анали�
за показана способность данного участка связы�
вать такие соединения, как третичный бутил�
гидрохинон [7], N�циклогексилтаурин [8] и
умифеновир [9]. Подобные соединения, связы�
ваясь на этом участке в структуре HA, по мне�
нию авторов, способны индуцировать конфор�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : HA — гемагглютинин; CV —
коллективная переменная.

* Первоначально английский вариант рукописи опубли�
кован на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.bio.
msu.ru/biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM20�031,
01.04.2020.

** Адресат для корреспонденции.
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мационные изменения прилежащих остатков,
образуя сеть взаимодействий, стабилизирующих
всю субъединицу НА и препятствующих струк�
турным перестройкам белка. Найденный учас�
ток связывания ингибиторов конформацион�
ной перестройки НА может быть ранее неизве�
стной мишенью действия противовирусных
препаратов и альтернативой для поиска новых
противогриппозных средств.

Широко применяемым методом компьютер�
ного поиска потенциальных ингибиторов бел�
ков является докинг. Для эффективного исполь�
зования этого метода необходимо создать биб�
лиотеку подходящих низкомолекулярных пре�
тендентов и определиться с областью их связы�
вания. Однако в случаях, когда область связыва�
ния не является хорошо изученным участком в
структуре белка, целесообразно разработать
адекватную компьютерную модель молекуляр�
ной мишени, причем от качества созданной мо�
дели в значительной степени зависит успех пос�
ледующего поиска новых ингибиторов. Наряду
с организацией статической трехмерной струк�
туры необходимо также исследовать динамичес�
кие характеристики малоизученного участка.
Как было показано на примере нейраминида�
зы – другого белка вируса гриппа, участки свя�
зывания лигандов могут иметь несколько воз�
можных конформаций, их объем может также
зависеть от штамма вируса [10]. Исследование
динамического поведения участка связывания и
поиск наиболее энергетически выгодных состо�
яний являются ключевыми шагами молекуляр�
ного моделирования, предшествующими ком�
пьютерному поиску новых соединений. Такой
подход в случае участка связывания ингибито�
ров конформационной перестройки гемагглю�
тинина является тем более актуальным, пос�
кольку этот участок располагается в области,
наиболее подверженной структурным измене�
ниям при слиянии вируса со здоровыми клетка�
ми в организме хозяина, и при поиске компле�
ментарных ингибиторов необходимо учитывать
эту особенность.

В данной работе для исследования структур�
ной организации и функциональных особен�
ностей участка связывания ингибиторов кон�
формационной перестройки белка были созда�
ны компьютерные модели гемагглютинина ви�
русов гриппа H3N2 и H7N9. Методы молекуляр�
ного моделирования были использованы для
изучения динамических характеристик участков
связывания ингибиторов конформационной пе�
рестройки в гемагглютининах вирусов гриппа
H3N2 и H7N9, выявления аминокислотных ос�
татков, участвующих в этом процессе, и опреде�
ления наиболее энергетически выгодных состо�

яний участков, а также определения влияния их
динамических свойств на эффективность взаи�
модействия с предполагаемыми ингибиторами
на примере умифеновира. Полученные знания
могут быть полезны для понимания механизма
действия известных препаратов или использова�
ны при поиске новых противовирусных препа�
ратов, способных модулировать функциональ�
ные свойства гемагглютинина вируса гриппа.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Молекулярная динамика. При исследовании
участка связывания умифеновира использовали
структуры гемагглютинина H3N2 (PDB ID 5t6n)
и H7N9 (PDB ID 5t6s). Для атомов белка исполь�
зовали силовое поле Amber ff14SB [11]. Каждый
белок был помещен в ячейку, представленную
прямоугольным параллелепипедом с гранями
100×100×163 Å. Минимальное расстояние между
белком и границей ячейки составляло 12 Å, ог�
раничение на радиус действия невалентных взаи�
модействий составляло 10 Å. Расчет дальнодей�
ствующих электростатических взаимодействий
проводили с использованием PME�алгоритма
для периодических граничных условий; шаг сет�
ки составлял 1 Å. В систему добавляли молекулы
воды типа TIP3P и ионы Na+ Cl– в концентра�
ции 0,1 М для создания ионной силы раствора и
нейтрализации заряда. Стартовые модели опти�
мизировали в ходе 5000 циклов минимизации
энергии. На подвижность атомов белков накла�
дывали ограничения, после чего систему посте�
пенно нагревали от 0 до 300 К при постоянном
объеме. На следующем шаге при постоянной
температуре устанавливали давление в 1 атм.
Итоговый запуск молекулярной динамики НА
при постоянном объеме и температуре системы
проводили в программе pmemd.cuda програм�
много пакета Amber14 [12]. Длительность полу�
ченных траекторий составляла 100 нс, из траек�
торий выделяли по 5000 кадров.

Метадинамика. Для того чтобы охарактеризо�
вать энергетическое состояние участков свя�
зывания в гемагглютининах H3N2 и H7N9 при
изменении их объема применяли метод метади�
намики [13], позволяющий проводить ускорен�
ное накопление статистики редких событий,
контролируя при этом различные параметры
системы с использованием т.н. коллективных
переменных (CV). Ускоренное накопление ста�
тистики (или сэмплирование) происходит за
счет постепенного добавления к общему потен�
циалу системы дополнительного набора задан�
ных гауссовых потенциалов, зависящего от кол�
лективных переменных. При этом коллективные
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переменные могут быть выбраны в очень широ�
ком диапазоне от простых расстояний между
атомами, двугранных или торсионных углов, до
сложных коллективных переменных, которые
могу являться, например, координационными
числами между группами атомов. По результа�
там такого моделирования можно восстановить
поверхность свободной энергии в зависимости
от CV, определив, таким образом, энергетичес�
кие характеристики исследуемого процесса.

При выборе коллективных переменных ру�
ководствовались тремя общепринятыми прин�
ципами: они должны определять начальное,
промежуточное и конечное состояния исследуе�
мого процесса, являться медленными для дан�
ной системы, их количество должно быть мини�
мально возможным, так как введение любой до�
полнительной переменной существенно замед�
ляет расчеты, а также усложняет анализ резуль�
татов. Для исследования участка в НА H3N2 в
качестве CV был выбран объем участка связыва�
ния умифеновира, заданный с помощью функ�
ции CAVITY программы для моделирования ме�
тадинамики Plumed 2.4 [14]. Данная функция
позволяет задавать объем, определяемый распо�
ложением в пространстве четырёх атомов белка.
От первого атома ко второму строится вектор r1.
Затем из первого атома строится вектор r2, пер�

пендикулярный плоскости, содержащей пер�
вый, второй и третий атомы, а также вектор r3,
ортогональный векторам r1 и r2. Первый атом и
проекции четвертого атома на плоскости, обра�
зованные парами созданных векторов, опреде�
ляют конечный прямоугольный параллелепи�
пед, в котором рассчитывается значение какого�
либо параметра, в данном случае количество
молекул воды. В качестве опорных атомов были
выбраны Сα�атомы прилежащих к участку свя�
зывания аминокислотных остатков Ala304 и
Leu316 цепи A, Tpr92 цепи B и Lys310 C; объем
прямоугольного параллелепипеда рассчитывали
за вычетом объема попадающего в него фраг�
мента белка (рис. 1, a). По созданной CV накла�
дывали дополнительные гауссовы потенциалы с
высотой 4 кДж/моль и шириной 0,1.

В отличие от HA H3N2 в HA H7N9 различа�
ют закрытую и открытую форму исследуемого
участка, поэтому для получения более полной
картины изменения свободной энергии при мо�
делировании динамического поведения участка
была введена дополнительная коллективная пе�
ременная. Так как открытая и закрытая конфор�
мации определяются, главным образом, поло�
жением Arg54 цепи B, то в качестве CV была ис�
пользована разница в расстояниях d1 и d2, где
d1 – расстояние между атомом углерода гуани�
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Рис. 1. a – Область связывания ингибиторов конформационной перестройки на поверхности гемагглютинина H3N2,
выбранная для исследования методом метадинамики: красным цветом показана внешняя граница области, зеленым цве�
том – элементы вторичной структуры белка, а также ряд аминокислотных остатков, синим выделена область, объем ко�
торой меняется и измеряется в ходе эксперимента; б – график RMSF для гемагглютинина штамма H7N9. По форме гра�
фика можно различить три субъединицы белка. Красными точками отмечены аминокислотные остатки Glu97 цепи F, а
также Asn27 и Arg32 цепи E, которые были выбраны для создания дополнительной коллективной переменной. Они обла�
дают низким значением RMSF и расположены вблизи исследуемой области. Синей пунктирной линией показано значе�
ние RMSF (~0, 96 Å) для центра масс тяжелых атомов этих остатков.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/

a б
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диновой группы Arg54 и центром масс трех ста�
бильных остатков Glu97 цепи F, а также Asn27 и
Arg32 цепи E (рис. 1, б), а d2 – расстояние меж�
ду атомом углерода гуанидиновой группы того
же аргинина и атомом углерода карбоксильной
группы остатка Glu103 цепи D. Такой выбор CV
обусловлен необходимостью измерять энергию
смещения остатка Arg54, не вводя при этом до�
полнительных искусственных ограничений на
подвижность остальных остатков. Высота доба�
вочных гауссовых потенциалов составляла
4 кДж/моль, ширина равнялась 0,1 и 0,2 для
объема участка и расстояния соответственно.

Докинг. Кадры молекулярной динамики НА
H3N2 были выровнены на стартовую структуру,
а затем экспортированы в отдельные pdb�фай�
лы. С помощью PMV [15, 16] были подготовле�
ны pdbqt�файлы НА и одного из ингибиторов
структурной перестройки – умифеновира. Для
полученных структур был проведен докинг с по�
мощью SMINA, использующей для докинга
программу Vina [17]. SMINA запускали с пара�
метром exhaustiveness, равным 20, а центром об�
ласти для докинга была выбрана точка внутри
исследуемого участка связывания лиганда.
Дальнейший анализ проводили для 10 результа�
тов докинга, характеризуемых наименьшей ве�
личиной оценочной функции. Для этих струк�
тур, а также для структур, полученных методом
рентгеноструктурного анализа, была составлена
таблица попарных RMSD. Итоговые данные
были кластеризованы методом DBSCAN [18].
Значение minPts было выбрано равным 4, значе�
ние ε увеличивали до тех пор, пока кристалло�
графическая конформация умифеновира не
оказывалась в одном из формирующихся клас�
теров из множества выбросов. Затем проводили
оценку значения silhouette для ε, начиная с най�
денного и заканчивая таким ε, при котором sil*
houette был максимальным. Визуализацию полу�
ченных кластеров методом главных компонент
проводили в Rstudio с помощью функции fviz
cluster. Такую же процедуру применяли и для
траекторий метадинамики.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В водном растворе структура белка подвер�
жена естественным флуктуациям, что относится
и к объему участка ингибиторов конформаци�
онной перестройки HA из�за движения образую�
щих его остатков. Мы предлагаем определить
объем участка связывания как количество вме�
щаемых молекул воды, что позволяет его оха�
рактеризовать, не прибегая при этом к сложным
алгоритмическим процедурам, как это делается

в различных программах [19]. Такой подход
представляется перспективным при моделиро�
вании конформационных состояний, а также
энергетических характеристик участка с ис�
пользованием дополнительных внешних воз�
действий, например, в метадинамике [13], так
как распределение сил происходит равномерно
на все молекулы воды в исследуемом объеме, а
не на отдельные атомы белка, что может приво�
дить к нарушению его структуры и сэмплирова�
нию высокоэнергетических незначимых кон�
формаций. Количество вмещаемых молекул во�
ды в качестве коллективной переменной было
выбрано для изучения участка связывания ин�
гибиторов структурной перестройки в гемаг�
глютининах H3N2 и H7N9. Отличительной осо�
бенностью участка структурной перестройки
HA H7N9 по сравнению с HA H3N2 является
показанное методами рентгеноструктурного
анализа наличие открытой и закрытой форм ис�
следуемого участка, определяемое конформаци�
ей аминокислотного остатка Arg54 цепи B [9].
Поэтому исследование структурной организа�
ции и динамического поведения участка в HA
H7N9 при помощи метадинамики проводили с
использованием дополнительной коллективной
переменной, характеризующей положение
Arg54 цепи B.

Исследование динамических свойств участка
связывания ингибиторов структурной перестройки
HA H3N2. Поверхность свободной энергии
участка связывания ингибиторов конформаци�
онной перестройки НА H3N2 была определена
при интегрировании всех добавленных к системе
в ходе метадинамики гауссовых потенциалов от�
носительно выбранной коллективной перемен�
ной количества молекул воды (рис. 2). Видно,
что на графике присутствует один энергетичес�
кий минимум участка связывания, который со�
ответствует объему, вмещающему от 23 до 34 мо�
лекул воды, при этом для выхода за пределы это�
го интервала необходимы большие (> 4 ккал/м)
затраты энергии. Важно понять, какие амино�
кислотные остатки формируют участок, опреде�
ляют его динамическое поведение и специфи�
ческие взаимодействия с ингибиторами.

Для получения этой информации из полной
траектории динамики были выделены кадры, в
которых объем исследуемого участка соответ�
ствовал наиболее выгодным состояниям. С по�
мощью функционала программы VMD [20] на
основе выделенных кадров была построена ус�
редненная структура гемагглютинина H3N2, со�
ответствующая наиболее энергетически выгод�
ному состоянию участка связывания, и по всей
траектории динамики для аминокислотных ос�
татков в радиусе 8 Å от центра участка были рас�
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считаны отклонения от усредненной структуры.
Карта зависимости значений RMSD выбранных
остатков от объема участка представлена на
рис. 3.

Значение RMSD остатков цепи A Phe294,
цепи B Lys51, Glu57, Asn95, Ala96, Leu99,
Glu103, цепи C Lys27, Thr28, Ile29, Asp32, Val309,
Lys310, Gln311, Leu314 и цепи D Ile89, Asp90,
Leu91, Trp92, Ser93, Tyr94, Asn95, Ala96, Glu97,
Leu98 оставалось малым при оптимальном объ�
еме участка связывания (т.е. в наиболее энерге�
тически выгодном состоянии участка положе�
ние таких остатков стабильно) и сильно возрас�
тало за его пределами. Это говорит о том, что
количество молекул воды в участке связывания
зависит именно от этих остатков. Для остальных
остатков этот параметр не имеет ярко выражен�
ных минимумов в зависимости от объема, сле�
довательно, они не влияют на количество моле�
кул воды в участке. RMSD остатков цепи B
Arg54, Asn60, Glu103 и остатка цепи C Lys310 ос�
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Рис. 2. Поверхность свободной энергии участка связыва�
ния ингибиторов конформационной перестройки гемаг�
глютинина H3N2 от объема (объем участка связывания
указан в количестве вмещаемых молекул воды), опреде�
ленная при моделировании с использованием метадина�
мики.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в
электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/

Рис. 3. Карта зависимости RMSD аминокислотных остатков, формирующих участок связывания в гемагглютинине
H3N2, от его объема. Черной рамкой выделена область наиболее энергетически выгодных состояний участка. Синий цвет
ячейки соответствует самому низкому значению, красный – самому высокому значению RMSD аминокислотного остат�
ка при данном состоянии участка. График позволяет определить остатки, оказывающие наиболее сильное влияние на
объем участка связывания – их RMSD остается низким для наиболее энергетически выгодных состояний участка (внут�
ри черной рамки) и растет при дестабилизации участка (увеличении или уменьшении объема за пределы оптимального),
тогда как RMSD остальных аминокислотных остатков изменяется вне зависимости от объема участка.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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таются наиболее стабильными в своих положе�
ниях при флуктуациях объема участка и пред�
ставляют собой особый интерес в качестве точек
взаимодействия с потенциальными ингибито�
рами. Отдельного внимания заслуживают три
остатка цепи D Ile89, Leu91 и Asn95: значение их
RMSD быстро растет с увеличением объема, а
затем быстро падает. Это свидетельствует о
сложной зависимости объема участка связыва�
ния от конформационной подвижности и ре�
лаксационных перестроек этих остатков.

Исследование динамических свойств участка
связывания ингибиторов структурной перестройки
HA H7N9. Поверхность свободной энергии
участка связывания ингибиторов конформаци�
онной перестройки НА H7N9 (рис. 4, а) была
определена путем интегрирования всех добав�
ленных к системе в ходе метадинамики гауссо�
вых потенциалов относительно двух выбранных

коллективных переменных: 1) количества моле�
кул воды в участке структурной перестройки и
2) положения остатка Arg54. Анализ поверхнос�
ти позволяет определить различие между откры�
той и закрытой формами структуры участка свя�
зывания ингибиторов конформационной пере�
стройки НА H7N9 по энергии и значению объе�
ма: оптимальному состоянию участка соответ�
ствует его закрытая конформация, которую
можно характеризовать объемом 30–39 вмещае�
мых молекул воды, тогда как энергетически ме�
нее выгодная открытая конформация выше по
энергии на 8 ккал/м и характеризуется увеличе�
нием объема участка связывания до 43 молекул
воды, а также изменением положения остатка
цепи B Arg54 (рис. 4, б).

Особенности связывания HA H3N2 и H7N9 с
умифеновиром. Широкий набор конформаций
белков, получаемый при использовании мета�
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Рис. 4. Динамические характеристики участка связывания ингибиторов конформационной перестройки НА H7N9 при
различных энергетических состояниях. а – Поверхность свободной энергии (значения представлены цветом по указан�
ной шкале) при изменении объема участка, представленного как количество вмещаемых молекул воды. По вертикальной
оси отложена разница в расстояниях d1 и d2, где d1 — расстояние между атомом углерода гуанидиновой группы Arg54 и
центром масс трех стабильных остатков Glu97 цепи F и Asn27, Arg32 цепи E (не представлены на рисунке), а d2 — рассто�
яние между атомом углерода гуанидиновой группы того же аргинина и атомом углерода карбоксильной группы остатка
Glu103 цепи D (см. «Материалы и методы»); б – положение ключевого аминокислотного остатка Arg54 при закрытом кон�
формационном состоянии участка (верхняя картинка) и изменение положения при переходе из закрытого состояния в
открытое (нижняя картинка), зеленым цветом показаны элементы вторичной структуры HA, желтым штрихом – рассто�
яние между атомами углерода гуанидиновой и карбоксильной групп Arg54 и Glu103.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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Рис. 5. Изучение расположения молекулы умифеновира на участке связывания ингибиторов конформационной пере�
стройки гемагглютинина H3N2. а – Кластеризация результатов докинга в структуры HA траектории классической моле�
кулярной динамики: обособленнного кластера, соответствующего кристаллографической структуре не образуется; б –
кластеризация результатов докинга в структуры HA с расширенным состоянием участка связывания из метадинамики:
красной границей показан кластер, соответствующий положению умифеновира в кристаллографической структуре. Цвет
соответствует различным кластерам, Dim1 и Dim2 формируют пространство двух первых главных компонент, вычислен�
ных для пространства конформаций и расположений умифеновира в результатах докинга.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/

Рис. 6. Положение молекулы умифеновира в участке связывания ингибиторов структурной перестройки в HA H3N2.
Оранжевыми толстыми линиями показана молекула умифеновира. Толстыми линиями показаны остатки, значения
RMSD которых существенно увеличиваются с увеличением объема. Зеленым представлены остатки, отвечающие за не�
посредственное связывание умифеновира [9].
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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динамики, создает основу для изучения связы�
вания ингибиторов. При оценке взаимодей�
ствий в рентгенографических структурах бе�
лок–ингибиторных комплексов, как правило,
не учитывается энергетическое состояние само�
го участка. Характерным примером могут быть
кристаллографические структуры комплексов
гемагглютининов с умифеновиром. Докинг
умифеновира был проведен с использованием
наиболее энергетически выгодных состояний
участка связывания отобранных из траекторий
классической молекулярной динамики и мета�
динамики HA H3N2. При кластеризации ре�
зультатов докинга в выбранный ансамбль кон�
формационных состояний HA (рис. 5, a) не уда�
лось обнаружить обособленного кластера со
связанным ингибитором, положение которого
соответствует кристаллографической структуре
комплекса [9]. Образование комплекса было об�
наружено только при кластеризации результа�
тов докинга в структуры HA с расширенным
состоянием участка связывания: обособленный
кластер (значение ε = 2,6), соответствующий ре�
зультатам рентгеноструктурного анализа, пред�
ставлен на рис. 5, б. Это также подтверждается
тем фактом, что все аминокислотные остатки, с
которыми умифеновир взаимодействует напря�
мую в структуре комплекса – Phe294, Lys307 це�
пи A и Leu98 цепи D – главным образом вовле�
чены в дестабилизацию наиболее выгодного
энергетического состояния участка и увеличе�
ния его объема (см. рис. 3).

В HA H7N9 функционирование участка свя�
зывания ингибиторов структурной перестройки
отличается от HA H3N2. В этом случае участок
существует в двух конформационных состояни�
ях – открытом и закрытом. Докинг показал, что
связывание умифеновира имеет место лишь с
открытым состоянием, при этом, в отличие от
HA H3N2, нет необходимости в значительном
увеличении объема участка. Положение инги�
битора соответствует положению умифеновира
в кристаллографической структуре. Особен�
ность взаимодействия в случае HA H7N9 заклю�
чается в том, что открытое состояние участка не
является наиболее энергетически выгодным и
на 8 ккал/моль выше по сравнению с закрытым
состоянием (рис. 6). Таким образом, и в этом

случае для связывания умифеновира необходим
переход в менее энергетически выгодное состо�
яние, связанный с перемещением остатка Arg54
и сопутствующим небольшим изменением объ�
ема участка.

Использование методов молекулярного мо�
делирования позволило охарактеризовать наи�
более энергетически выгодные состояния участ�
ков связывания ингибиторов конформацион�
ной перестройки гемагглютининов двух штам�
мов вируса гриппа H3N2 и H7N9 и установить,
что в обоих случаях для взаимодействия с уми�
феновиром необходима существенная перест�
ройка участка связывания по сравнению со
структурой свободного белка. Выявлены амино�
кислотные остатки, формирующие участок свя�
зывания, а также непосредственно участвующие
в связывании лиганда и определяющие эффек�
тивность этих взаимодействий. В обоих случаях
перестройка участка связывания белка требует
затрат энергии, но протекает по разным меха�
низмам: для HA H3N2 необходимо увеличение
объема участка связывания за счет смещения це�
лого ряда аминокислотных остатков, тогда как
для HA H7N9 достаточен переход в энергетичес�
ки менее выгодную открытую форму за счет пе�
ремещения остатка Arg54 цепи B. Полученные
знания могут быть полезны как для понимания
механизма действия известных препаратов, так
и при поиске новых лидерных соединений, нап�
равленных на модуляцию функциональных
свойств гемагглютинина вирусов гриппа.

Финансирование. Исследование выполнено
при финансовой поддержке РФФИ (проект 18�
315�00390).

Благодарности. Исследование выполнено с
использованием оборудования Центра коллек�
тивного пользования сверхвысокопроизводи�
тельными вычислительными ресурсами МГУ
им. М.В. Ломоносова [21].

Конфликт интересов. Авторы заявляют об от�
сутствии конфликта интересов.

Соблюдение этических норм. Настоящая
статья не содержит исследований с участием
людей или использованием животных в качест�
ве объектов.

9   БИОХИМИЯ  том  85  вып.  4  2020

585

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Skehel, J. J., and Wiley, D. C. (2000) Receptor binding and
membrane fusion in virus entry: the influenza hemagglu�
tinin, Ann. Rev. Biochem., 69, 531�569, doi: 10.1146/
annurev.biochem.69.1.531.

2. Hensley, S. E. (2014) Challenges of selecting seasonal
influenza vaccine strains for humans with diverse pre�
exposure histories, Curr. Opin. Virology, 8, 85�89,
doi: 10.1016/j.coviro.2014.07.007.

3. Hensley, S. E., Das, S. R., Bailey, A. L., Schmidt, L. M.,
Hickman, H. D., Jayaraman, A., Viswanathan, K.,
Raman, R., Sasisekharan, R., Bennink, J. R., and
Yewdell, J. W. (2009) Hemagglutinin receptor binding avid�
ity drives influenza A virus antigenic drift, Science, 326,
734�736, doi: 10.1126/science.1178258.

4. Heider, A., Mochalova, L., Harder, T., Tuzikov, A., Bovin, N.,
Wolff, T., Matrosovich, M., and Schweiger, B. (2015)



Alterations in hemagglutinin receptor�binding specificity
Accompany the emergence of highly pathogenic avian
influenza viruses, J. Virology, 89, 5395�5405, doi: 10.1128/
JVI.03304�14.

5. Tharakaraman, K., Raman, R., Viswanathan, K.,
Stebbins, N. W., Jayaraman, A., Krishnan, A.,
Sasisekharan, V., and Sasisekharan, R. (2013) Structural
determinants for naturally evolving H5N1 hemagglutinin
to switch its receptor specificity, Cell, 153, 1475�1485,
doi: 10.1016/j.cell.2013.05.035.

6. Львов Д. К., Богданова В. С., Кириллов И. М.,
Щелканов М. Ю., Бурцева Е. И., Бовин Н. В., Федя�
кина И. Т., Прилипов А.Г., Альховский С. В., Самох�
валов Е. И., Прошина Е. С., Кириллова Е. С., Сыро�
ешкин А. В. (2019) Эволюция пандемического вируса
гриппа A(H1N1)pdm09 в 2009�2016 гг.: динамика ре�
цепторной специфичности первой субъединицы ге�
магглютинина (НA1), Вопросы вирусологии, 64, 63�72,
doi: 10.18821/0507�4088�2019�64�2�63�72.

7. Russell, R. J., Kerry, P. S., Stevens, D. J., Steinhauer, D. A.,
Martin, S. R., Gamblin, S. J., and Skehel, J. J. (2008)
Structure of influenza hemagglutinin in complex with an
inhibitor of membrane fusion, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
105, 17736�17741, doi: 10.1073/pnas.0807142105.

8. Kadam, R. U., and Wilson, I. A. (2018) A small�molecule frag�
ment that emulates binding of receptor and broadly neutraliz�
ing antibodies to influenza A hemagglutinin, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 115, 4240�4245, doi: 10.1073/pnas.1801999115.

9. Kadam, R. U., and Wilson, I. A. (2017) Structural basis of
influenza virus fusion inhibition by the antiviral drug
Arbidol, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 114, 206�214,
doi: 10.1073/pnas.1617020114.

10. Han, N., Mu, Y., Miao, H., Yang, Y., Wu, Q., Li, J., Ding, J.,
Xu, B., and Huang, Z. (2016) The 340�cavity in neu�
raminidase provides new opportunities for influenza drug
development: A molecular dynamics simulation study,
Biochem. Biophys. Res. Commun., 470, 130�136,
doi: 10.1016/j.bbrc.2016.01.007.

11. Maier, J. A., Martinez, C., Kasavajhala, K., Wickstrom, L.,
Hauser, K. E., and Simmerling, C. (2015) ff14SB: improv�

ing the accuracy of protein side chain and backbone para�
meters from ff99SB, J. Chem. Theory Comput., 11, 3696�
3713, doi: 10.1021/acs.jctc.5b00255.

12. Case, D. A., Babin, V., Berryman, J., Betz, R. M., Cai, Q.,
Cerutti, D. S., Cheatham III, T. E., Darden, T. A., et al.
(2014) Amber 14, University of California, San Francisco.

13. Barducci, A., Bonomi, M., and Parrinello, M. (2011)
Metadynamics, WIREs Comput. Mol. Sci., 1, 826�843,
doi: 10.1002/wcms.31.

14. Tribello, G. A., Bonomi, M., Branduardi, D., Camilloni,
C., and Bussi, G. (2014) PLUMED 2: new feathers for an
old bird, Com. Phys. Commun., 185, 604�613, doi: 10.1016/
j.cpc.2013.09.018.

15. Sanner, M. (1999) Python: a programming language for
software integration and development, J. Mol. Graph.
Model, 17, 57�61.

16. Morris, G. M., Huey, R., Lindstrom, W., Sanner, M. F.,
Belew, R. K., Goodsell, D. S. and Olson, A. J. (2009)
AutoDock4 and autoDocktools4: automated docking with
selective receptor flexiblity. J. Comput. Chem., 16, 2785�
2791, doi: 10.1002/jcc.21256.

17. Trott, O., and Olson, A. J. (2010) AutoDock Vina: improv�
ing the speed and accuracy of docking with a new scoring
function, efficient optimization, and multithreading, J.
Comput. Chem., 31, 455�461, doi: 10.1002/jcc.21334.

18. Ester, M., Kriegel, H.�P., Sander, J., and Xu, X. (1996) in
Proc. Sec. Intern. Conf. Knowl. Discov. Data Min. AAAI
Press, Portland, Oregon, pp. 226�231.

19. Durrant, J. D., Votapka, L., Sørensen, J., and Amaro, R. E.
(2014) POVME 2.0: an enhanced tool for determining
pocket shape and volume characteristics, J. Chem. Theory
Comput., 10, 5047�5056, doi: 10.1021/ct500381c.

20. Humphrey, W., Dalke, A., and Schulten, K. (1996) VMD:
visual molecular dynamics, J. Mol. Graph. Model., 14, 33�
38, doi: 10.1016/0263�7855(96)00018�5.

21. Sadovnichy, V., Tikhonravov, A., Voevodin, V., and
Opanasenko, V. (2013) “Lomonosov”: supercomputing at
Moscow State University, in Contem. High Perform. Comp.,
Boca Raton, USA, pp. 283�307, doi: 10.1201/
9781351104005�11.

ПОДШИВАЛОВ и др.

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  4  2020

586

STRUCTURAL ORGANIZATION AND DYNAMIC CHARACTERISTICS
OF THE BINDING SITE OF CONFORMATIONAL REARRANGEMENT

INHIBITORS OF HEMAGGLUTININ FROM H3N2
AND H7N9 INFLUENZA VIRUS*

D. D. Podshivalov1**, E. M. Kirilin1,2, S. I. Konnov1, and V. K. Švedas1,2**

1 Lomonosov Moscow State University, Faculty of Bioengineering and Bioinformatics,
119991 Moscow, Russia; E*mail: david.podshivalov@belozersky.msu.ru, vytas@belozersky.msu.ru

2 Belozersky Institute of Physicochemical Biology, Lomonosov Moscow State University, 119991 Moscow, Russia

Received February 4, 2020
Revised March 2, 2020

Accepted March 2, 2020

Computer models of the H3N2 and H7N9 influenza virus hemagglutinin have been developed to study structural
organization and dynamic characteristics of the binding site of conformational rearrangement inhibitors. The use of
metadynamics made it possible to map the free energy of these binding sites and define the volume of their most ener�
getically favorable states. At simulation of the interaction of umifenovir with hemagglutinin it was shown that ligand
binding requires an increase of the volume and deformation of the energetically most favorable state of the confor�
mational rearrangement inhibitors binding site. Amino acid residues that are directly involved in ligand binding and
determine the effectiveness of the interaction, as well as the dynamic behavior of the binding site of hemagglutinin
inhibitors were identified. The revealed properties and peculiarities of the structural organization of the binding site
of conformational rearrangement inhibitors of influenza virus hemagglutinin should be taken into account when
searching for new antiviral drugs capable to modulate its functional properties.
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Продолжительные исследования, направленные на поиск эндогенных ингибиторов Na,K�ATPазы в тканях
млекопитающих, привели к идентификации в биологических жидкостях уабаина, маринобуфагенина
(МБГ) и других кардиотонических стероидов (КТС). Известно, что продукция уабаина и МБГ увеличивает�
ся при гипертонической болезни и других заболеваниях, сопровождающихся гиперволемией. Был проведен
сравнительный анализ действия этих двух КТС на активность Na,K�ATPазы, измеренную по транспорту
Na+, K+ и Rb+, пролиферацию и гибель клеток почечного эпителия (HREC) и эндотелия пупочной вены че�
ловека (HUVEC), экспрессирующих α1�Na,K�ATPазу. Концентрация уабаина, обеспечивающая полумак�
симальное ингибирование входа Rb+ (IC50) в HREC и HUVEC, составляла 0,07 мкМ. В обоих типах клеток
IC50 для МБГ было на порядок выше, чем для уабаина. Инкубация HREC и HUVEC c уабаином в диапазо�
не концентраций 1–10 нМ в течение 30 ч приводила к росту включения [3H]�тимидина в ДНК до 40%, при
этом увеличение концентрации уабаина до 0,1 мкМ полностью ингибировало синтез ДНК. МБГ в концент�
рации 0,1 мкМ активировал синтез ДНК на 25% в HREC, но не в HUVEC; 1 мкМ МБГ полностью подавлял
синтез ДНК в HREC и на 50% – в HUVEC. В отличие от HREC, инкубация HUVEC в бессывороточной сре�
де провоцировала апоптоз, который практически полностью подавлялся уабаином и МБГ в концентрациях
0,1 и 3 мкМ соответственно. Суммируя эти данные, можно сделать два основных заключения: 1) эффекты
МБГ в концентрациях, детектируемых в плазме крови (< 10 нМ), на HREC и HUVEC не опосредованы из�
менением соотношения [Na+]i/[K+]i; 2) влияние уабаина в физиологическом диапазоне концентраций на
эти клетки связано, скорее всего, с активацией Na,K�ATPазы, что приводит к клеточной пролиферации.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: уабаин, маринобуфагенин, Na,K�ATPаза, соотношение [Na+]i/[K+]i, эпителий, эндо�
телий.

DOI: 10.31857/S0320972520040119
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ВОЗМОЖНЫE ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ ЭФФЕКТЫ

НА КЛЕТКИ ЭПИТЕЛИЯ И ЭНДОТЕЛИЯ ЧЕЛОВЕКА
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Благоприятное действие отвара из листьев
наперстянки (Digitalis purpurea и Digitalis lanata)
при лечении хронической сердечной недоста�
точности, описанное более 200 лет назад сэром
William Withering [1], привело к идентификации
растительных КТС, или карденолидов. К этой
группе соединений относится также уабаин, по�
лученный из африканской лианы Strophanthus
gratus, который благодаря своей гидрофильнос�
ти использовали в подавляющем большинстве
исследований in vitro. Позже из амфибий были

изолированы другие члены суперсемейства
КТС, буфадиенолиды [2].

Ранние исследования показали, что добавле�
ние КТС в окружающую клетки среду ингибиру�
ет энергозависимое выведение Na+ из клетки [3]
и блокирует Na,K�ATPазу [4], фермент, обнару�
женный Skou J. Chr. в 1957 г. [5]. Еще в 1953 г.
Szent Gyorgyi предположил, что в организме че�
ловека и других млекопитающих существуют
так называемые «эндогенные» КТС, и дал этому
физиологическое обоснование [6]. В настоящее
время существует большое количество данных,
свидетельствующих о том, что подобные соеди�
нения присутствуют во многих тканях млекопи�
тающих, а их содержание в плазме человека ко�
леблется в пределах субнаномолярных концент�
раций, достигая значения нескольких нM при
некоторых патологиях [7].

Na,K�ATPаза – это гетеродимерный белок,
находящийся в плазматической мембране всех

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : КТС – кардиотонические
стероиды; МБГ – маринобуфагенин; Ac�DEVD�AMC –
N�ацетил�Asp�Glu�Val�Asp�7�амидо�4�метилкумарин;
HREC – клетки почечного эпителия человека; HUVEC –
клетки эндотелия пупочной вены человека; PAEC – клет�
ки эндотелия аорты свиньи; REC – клетки почечного эпи�
телия.

* Адресат для корреспонденции.
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клеток животных. Каталитическая α�субъедини�
ца Na,K�ATPазы (~110 кДа) в ходе каталитичес�
кого цикла претерпевает конформационный пе�
реход E1–E2, обеспечивая электрогенный (3Na+

vs 2K+) транспорт ионов против электрохими�
ческого градиента за счет энергии, освобождаю�
щейся при гидролизе АТP. За исключением пов�
семестно присутствующей α1�изоформы, три
другие изоформы α�субъединицы экспрессиру�
ются тканеспецифичным образом и встречаются
в значительных количествах в клетках нейронов
и скелетных мышц (α3 и α2), кардиомиоцитах
(α2) и семенниках (α4). Три изоформы β�субъе�
диницы, кодирующей ~35 кДа белок, сильно
гликозилированы. Они контролируют доставку,
конформационную стабильность α�субъедини�
цы, а также влияют на ее сродство к K+

o, Nai
+ и

КТС [8–10]. α1�Субъединица Na,K�ATPазы яв�
ляется единственной изоформой, экспрессируе�
мой в эпителиальных клетках почек (REC) [11,
12] и в клетках эндотелия [13, 14].

КТС, взаимодействуя с Na,K�ATPазой, вли�
яют на клеточные функции, связанные с актив�
ностью фермента и поддержанием трансмемб�
ранного градиента Na+ и K+, такие как электри�
ческий мембранный потенциал, клеточный
объем, Na+/H+ и Na+(K+)/Ca2+�обмен, симпорт
Na+ и неорганического фосфата, глюкозы, ами�
нокислот, нуклеотидов и др. Кроме того, вне за�
висимости от ингибирования Na�насоса, связы�
вание с ним КТС может активировать сигналь�
ные пути, вовлеченные в регуляцию процессов
транскрипции и трансляции, клеточной адге�
зии, пролиферации и гибели клеток [15]. Таким
образом, эти ответы клеток могут быть обуслов�
лены как изменением соотношения [Na+]i/[K+]i,
так и/или конформационными переходами Na,
K�ATPазы, опосредованными ее связыванием с
КТС. Следует учитывать, что изменение соотно�
шения [Na+]i/[K+]i может быть следствием не
только ингибирования Na�насоса, но и его ак�
тивации, которая наблюдается в области более
низких концентраций КТС, чем те, что вызыва�
ют его ингибирование [15].

Известно, что различные представители се�
мейства КТС по�разному влияют не только на
разные типы клеток, они могут оказывать также
различное действие на одну и ту же клетку [16,
17]. При условии, что Na,K�ATPаза является
единственным рецептором КТС, это явление
может быть обусловлено: 1) различным срод�
ством разных изоформ Na,K�ATPазы к ее спе�
цифическим ингибиторам [18] и/или 2) различ�
ными конформационными переходами Na,K�
ATPазы, вызванными связыванием с разными
КТС [19], что приводит к инициации различных
сигнальных путей.

Для установления взаимосвязи физиологи�
ческих эффектов, вызываемых двумя различны�
ми КТС, с изменением внутриклеточного соот�
ношения [Na+]i/[K+]i в нашем исследовании
проведен сравнительный анализ действия уаба�
ина и маринобуфагенина на транспорт однова�
лентных катионов, пролиферацию и гибель эн�
дотелиальных клеток (HUVEC) и клеток почеч�
ного эпителия (HREC) человека, экспрессиру�
ющих только α1�Na,K�ATPазу.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культура клеток. Клетки почечного эпителия
(HREC) и эндотелия человека (HUVEC), приоб�
ретенные у фирмы «Clonetics» (CША) и у фир�
мы «Cell Applications» (США) соответственно,
культивировали в соответствии с инструкциями
производителя с использованием ростовой сре�
ды для почечного эпителия (REGM) и эндоте�
лиальной ростовой среды (ECGM). Для HREC в
качестве бессывороточной среды использовали
DMEM. Все исследования проводили на клет�
ках 4–8�го пассажей. В этом диапазоне количе�
ство пассажей клеток существенно не влияет на
максимальную активность Na,K�ATPазы (дан�
ные не приведены), а также на передачу сигна�
лов, вызванную рецептором эпидермального
фактора роста [20]. Морфологию клеток оцени�
вали с помощью фазово�контрастной микрос�
копии при увеличении в 100 раз без предвари�
тельной фиксации.

Оценка жизнеспособности клеток. Для оцен�
ки гибели клеток, обработанных КТС, анализи�
ровали степень их открепления от подложки,
расщепление хроматина и активность каспазы�
3. Для количественной оценки открепления
клетки выращивали в 24�луночных планшетах в
отсутствие или присутствии КТС. Общее содер�
жание белка и содержание белка в клетках,
прикрепленных к пластиковым подложкам, из�
меряли после 3�кратного промывания 2 мл сре�
ды W с помощью модифицированного метода
Lowry et al. [21]. Среда W содержала 100 мМ
MgCl2 и 10 мМ буфер Hepes�Tris, рН 7,4.

Анализ расщепления хроматина проводили
как описано ранее [22]. Клетки, выращенные в
24�луночных планшетах, помещали в ростовую
среду, содержащую 0,2–0,5 мкКи/мл [3H]�тими�
дина. Через 24 ч их дважды промывали 2 мл рос�
товой среды и инкубировали в течение 24 ч в
обычных условиях. Затем клетки промывали
PBS и инкубировали в 0,5 мл среды различного
состава (таблица), не содержащей [3H]�тими�
дин, в течение следующих 18–24 ч. Для опреде�
ления фрагментации хроматина планшеты пе�
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реносили на лед и добавляли 1 мл ледяного бу�
фера для лизиса (10 мМ ЭДТА, 10 мМ Tris�HCl,
0,5%�ный Triton Х�100, рН 8,0). Через 15 мин
клеточный лизат собирали, центрифугировали
(16 000 g, 10 мин) и переносили для измерения
радиоактивности в жидкостный сцинтиллятор
(фракция F1). Оставшуюся в осадках и лунках
радиоактивность экстрагировали с помощью
раствора 1%�ного Ds�Na, 4 мМ ЭДТА (фракция
F2). Относительное содержание фрагментов
внутриклеточного хроматина определяли как
процент от общего количества [3H]�меченой
ДНК: F1 / (F1 + F2) ×100%. Активность каспа�
зы�3 определяли по гидролизу флуоресцентного
субстрата каспазы�3 (Ac�DEVD�AMC, N�аце�
тил�Asp�Glu�Val�Asp�AMC) в присутствии и в
отсутствие ее ингибитора Ac�DEVD�CHO, как
описано ранее [23].

Внутриклеточное содержание Na+, K+ и Rb+.
Активность Na,K�ATPазы оценивали по ско�
рости КТС�чувствительного входа Rb+ или
86Rb+, устойчивого к буметаниду (ингибитор
Na,K,Cl�котранспортера) [22]. Клетки предва�
рительно инкубировали в 0,5 мл среды REGM
(HREC) или ECGM (HUVEC), содержащей раз�
личные концентрации уабаина или МБГ. Через
3 ч добавляли 0,5 мл той же среды, содержащей
2 мкКи/мл 86Rb+ (HREC) или 2,5 мМ RbCl
(HUVEC), 10 мкМ буметанида и КТС, и инку�
бировали в течение 10 мин.

Внутриклеточное содержание Na+ и K+ в
HREC определяли как стационарное распреде�
ление внеклеточного и внутриклеточного 22Na+

и 86Rb+ [23], в HUVEC – с помощью метода пла�
менной атомно�абсорбционной спектрометрии,
как это описано в [24]. HREC предварительно
инкубировали в 0,5 мл среды REGM, содержа�
щей различные концентрации уабаина или
МБГ. Через 3 ч добавляли 0,5 мл той же среды,

содержащей 0,5 мкКи/мл 86Rb+ или 2 мкКи/мл
22Na+ и КТС, и инкубировали в течение 10 мин.

Для определения внутриклеточного содер�
жания ионов клетки трижды промывали 1,5 мл
холодного раствора 0,1 М MgCl2, после чего ли�
зировали их 5%�ной ТХУ. Полученные лизаты
центрифугировали, в супернатанте определяли
содержание ионов методами жидкостной сцин�
тилляции («LKB», Финляндия) и пламенной
атомно�абсорбционной спектрометрии («Кор�
тек», Россия). Осадок белка растворяли в 0,1 М
NaOH и определяли его концентрацию моди�
фицированным методом Lowry et al. [21]. Содер�
жание ионов нормировали на общее количество
белка в образце.

Статистическая обработка данных. Анализ
данных и их визуализацию проводили с исполь�
зованием пакета ggplot2 в языке R [25]. Все зна�
чения представлены в виде среднего ± стандарт�
ная ошибка.

Материалы. Метил�[3H]�тимидин, 22NaCl и
86RbCl были приобретены у «PerkinElmer»
(США), «ICN Biomedicals Inc.» (США) и
«Amersham» (Канада) соответственно. DEVD�
AMC и DEVD�CHO были получены от «BIO�
MOL Research Laboratories» (США). Остальные
реактивы были приобретены у фирм «Sigma�
Aldrich» (США), «Gibco «Thermo Fisher
Scientific» (США) и «Anachemia» (Канада).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Ионные потоки. Взаимодействие Na,K�
ATPазы с КТС является относительно медлен�
ным процессом. Например, в клетках эпителия
почки собаки (MDCK) насыщение участков
связывания уабаином в концентрации 0,13 мкМ
происходит в течение 1 ч [26]. Учитывая этот
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Условия инкубации

Ростовая среда

Среда без сыворотки

Среда без сыворотки + 0,1 мкM уабаин

Среда без сыворотки + 3 мкM маринобуфагенин

p1,2

P1,3

P1,4

Влияние бессывороточной среды, уабаина и МБГ на активность каспазы�3 и расщепление хроматина в HUVEC

Фрагменты хроматина, %

6 ± 2

27 ± 6

12 ± 4

10 ± 4

<0,02

Н/Д

Н/Д

Активность каспазы�3,
нмоль (мг белка)−1⋅ч−1

0,8 ± 0,3

4,5 ± 0,7

1,4 ± 0,3

1,6 ± 0,5

<0,01

Н/Д

Н/Д

Примечание. Клетки инкубировали в указанных условиях в течение 24 ч. Общее содержание ДНК, меченой [3H]�тимиди�
ном, принимали за 100%. Результаты представлены в виде среднего значения ± S.E., n = 3 (активность каспазы�3), n = 4
(расщепление хроматина).
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факт, клетки предварительно инкубировали с
различными концентрациями уабаина и МБГ в
течение 3 ч, после чего добавляли к ним Rb+

(HUVEC) или 86Rb+ (HREC), используемый в
качестве аналога K+ для оценки активности
Na,K�ATPазы в стандартных условиях. На рис. 1
показано, что в HREC и HUVEC уабаин в кон�
центрации 0,07 мкМ приводил к полумакси�
мальному ингибированию скорости входа Rb+.
В обоих типах клеток МБГ обеспечивал такой
же эффект в концентрациях, минимум на поря�
док больше (IC50 ~ 2 и 0,7 мкМ в HREC и
HUVEC соответственно). Кроме того, в присут�
ствии 0,3 нМ уабаина наблюдали достоверное
увеличение буметанид�чувствительного входа
Rb+ в HUVEC, что, скорее всего, связано с акти�
вацией Na,K�ATPазы. Активация Na,K�АТРазы
наномолярными концентрациями уабаина – яв�
ление, описанное еще в 1960�х гг. [27, 28]. Меха�
низм этого явления обсуждается в литературе.
Поскольку это явление неоднократно наблюда�
лось не только на клетках, но и на очищенном
ферменте, предполагается, что это явление
обусловлено олигомерной структурой фермента
(αβ)2, когда насыщение только одного центра за
счет наличия кооперативных взаимодействий
вызывает активацию, а последующее насыще�
ние второго центра олигомера приводит к инги�
бированию активности.

Инкубация HREC в течение 3 ч в присут�
ствии уабаина и МБГ приводила к полумакси�
мальному ингибированию активности Na,K�
ATPазы со значениями IC50 ~0,08 и 3 мкМ соот�

ветственно (рис. 2, а, б). Существенные разли�
чия были зафиксированы также при анализе
действия этих КТС на внутриклеточное содер�
жание Na+ и K+ в HUVEC (IC50 ~0,3 и 1 мкМ для
уабаина и МБГ соответственно) (рис. 2, в, г).
Суммируя эти данные, можно заключить, что
сродство Na,K�ATPазы к уабаину существенно
выше (минимум на порядок), чем к МБГ, в обо�
их типах исследуемых клеток, что согласуется с
нашими данными, полученными ранее с ис�
пользованием высокоочищенной α1β1�изо�
формы Na,K�ATPазы [29]. При этом значитель�
ное изменение внутриклеточного содержания
Na+ и K+ вследствие ингибирования Na�насоса
происходило при концентрациях обоих КТС,
превышающих физиологический диапазон.

Синтез ДНК. Как в случае HREC, так и в
случае HUVEC, 30�часовая преинкубация кле�
ток с уабаином в диапазоне концентраций от 1
до 10 нМ увеличивала включение [3H]�тимиди�
на в ДНК до 40% (рис. 3). Это наблюдение сог�
ласуется с полученными ранее данными об уве�
личении синтеза ДНК и клеточной пролифера�
ции, полученными на гладкомышечных клет�
ках сосудов (VSMC) собаки, быка и человека
[30–32], клетках гладких мышц предстательной
железы человека [33], REC крысы и опоссума
[12, 34] и HUVEC [35, 36]. В отличие от низких
доз уабаина, повышение его концентрации до
0,03 и 0,1 мкМ полностью ингибировало вклю�
чение [3H]�тимидина в ДНК в HREC и HUVEC
соответственно. Не было обнаружено какой�
либо активации синтеза ДНК под действием
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Рис. 1. Дозозависимое влияние уабаина и МБГ на транспорт Rb+ в HREC (а) и HUVEC (б). Клетки предварительно инку�
бировали в 0,5 мл ростовой среды, содержащей различные концентрации уабаина или МБГ. Через 3 ч добавляли 0,5 мл
той же среды, содержащей 2 мкКи/мл 86Rb+ (HREC) или 2,5 мМ RbCl (HUVEC), 10 мкМ буметанида и КТС, и инкубиро�
вали в течение 10 мин. Результаты представлены в виде среднего значения ± S.E., n = 3–6
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МБГ в HUVEC, тогда как в HREC наблюдали
~ 25% активацию включения метки в ДНК при
концентрации этого КТС 0,1 мкМ. При повы�
шении концентрации до 1 мкМ МБГ пол�
ностью ингибировал синтез ДНК в HREC, а в
HUVEC происходило его снижение на 50%
(рис. 3).

Эти результаты коррелируют с данными о
том, что инкубация HUVEC в присутствии
1–3 нМ уабаина, которая сопровождается
уменьшением соотношения [Na+]i/[K+]i за счет
активации Na,K�ATPазы, приводит к увеличе�
нию клеточной пролиферации. При этом сни�

жение роста клеток наблюдали при более высо�
ких концентрациях уабаина, вызывающих дис�
сипацию трансмембранного градиента Na+ и K+

[37].
Действительно, максимальное увеличение

синтеза ДНК в HREC было отмечено в присут�
ствии 3 нМ уабаина (рис. 3), тогда как значи�
тельное снижение входа 86Rb+ и повышение
[Na+]i были обнаружены при его концентрациях
>10 нМ (рис. 1 и 2).

Гибель клеток. Наряду со снижением синтеза
ДНК существенное ингибирование включения
[3H]�тимидина в ДНК в HREC и HUVEC, обра�
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Рис. 2. Дозозависимое влияние уабаина и МБГ на внутриклеточное содержание K+ и Na+ в HREC (а, б) и HUVEC (в, г).
HREC предварительно инкубировали в 0,5 мл ростовой среды, содержащей различные концентрации уабаина или МБГ.
Через 3 ч добавляли 0,5 мл той же среды, содержащей 0,5 мкКи/мл 86Rb+ или 2 мкКи/мл 22Na+ и КТС, и инкубировали в
течение 10 мин. Внутриклеточное содержание Na+ и K+ в отсутствие КТС было принято за 100%. Результаты представле�
ны в виде среднего значения ± S.E., n = 3–6

а б

в г
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Рис. 3. Дозозависимое влияние уабаина и МБГ на включение [3H]�тимидина в ДНК HREC (а) и HUVEC (б). Клетки ин�
кубировали в течение 30 ч в 1 мл ростовой среды, содержащей различные концентрации уабаина или МБГ, а затем добав�
ляли 50 мкл той же среды, содержащей 1 мкг [3H]�тимидина, и инкубировали в течение 15 ч. Результаты представлены в
виде среднего значения ± S.E., n = 4

Рис. 4. Влияние уабаина и МБГ на выживаемость HREC. а – Доля открепившихся клеток в зависимости от концентрации
уабаина и МБГ. HREC инкубировали в бессывороточной среде, содержащей различные концентрации уабаина или МБГ,
в течение 45 ч. Общее количество прикрепленных и открепившихся клеток было принято за 100%. Результаты представ�
лены в виде среднего значения ± S.E., n = 4.; б – фазово�контрастная микроскопия HREC, обработанных бессывороточ�
ной средой, содержащей 3 мкМ уабаина или МБГ, в течение 45 ч (×100 увеличение)

а б



ДЕЙСТВИЕ КАРДИОСТЕРОИДОВ НА ЭПИТЕЛИЙ И ЭНДОТЕЛИЙ

ботанных уабаином в концентрациях
>0,03 мкМ, может быть обусловлено снижением
выживаемости клеток. Чтобы оценить это, была
использована фазово�контрастная микроско�
пия и проанализировано прикрепление клеток к
подложкам. Не было обнаружено увеличения
смертности HREC по отношению к контролю
при их выдерживании в течение 45 ч в бессыво�
роточной среде с 0,1 мкМ уабаина, тогда как по�
вышение его концентрации с 0,3 до 3 мкМ при�
водило к отслоению и массивному увеличению
количества набухших плавающих клеток
(рис. 4). Этот тип гибели клеток впервые был
обнаружен в обработанных уабаином клетках
MDCK [38] и эндотелия из аорты свиньи
(PAEC) [39] и назван онкозом [40]. В отличие от
уабаина 45�часовая инкубация с 3 мкМ МБГ не
влияла на выживаемость HREC (рис. 4). Анало�
гичные результаты были получены при исследо�
вании дозозависимого действия уабаина и МБГ
на открепление HUVEC, содержащихся в росто�
вой среде (рис. 5, а).

В отличие от REC и PAEC [38,39] отсутствие
сыворотки в среде вызывало апоптоз HUVEC, о
чем свидетельствуют данные по активации кас�
пазы�3 [41]. На рис. 5, б показано, что открепле�
ние апоптотических клеток в бессывороточной
среде практически полностью устранялось под
действием уабаина и МБГ в концентрациях 0,1 и
3 мкМ соответственно. Антиапоптотическое
действие уабаина и МБГ было подтверждено
фазово�контрастной микроскопией, а также

анализом расщепления хроматина и активности
каспазы�3 (таблица). Увеличение концентрации
уабаина до 3 мкМ приводило к массовому от�
креплению клеток (рис. 5, б).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В течение последних трех десятилетий мно�
гие исследовательские группы сообщали, что
концентрация уабаина, МБГ и других КТС в
плазме крови в норме изменяется от 0,1 до 1 нМ
и увеличивается до 10 нМ при некоторых пато�
логических состояниях [7]. Последние данные
свидетельствуют в пользу того, что эндогенные
КТС наряду с повышением [Na+]i за счет инги�
бирования Na�насоса могут участвовать в пато�
генезе гипертонической болезни и других нару�
шений, вызывая также Na+

i�независимую пере�
дачу сигналов, которая приводит к тканеспеци�
фической модуляции клеточной пролиферации
и смерти [15]. Стоит отметить, что в настоящий
момент существует несколько основных вопро�
сов, связанных с функционированием Na,K�
ATPазы, относительно которых отсутствует еди�
ное мнение среди различных групп исследовате�
лей. К таким вопросам относится и проблема
«эндогенных КТС» [42]. Данные, полученные в
нашем исследовании, привели нас к четырем
выводам:

1) МБГ в физиологических концентрациях
не может влиять на функцию клеток почечного
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Рис. 5. Влияние уабаина и МБГ на выживаемость HUVEC. Доля открепившихся HUVEC в зависимости от концентрации
уабаина и МБГ. Клетки инкубировали в ростовой (а) или в бессывороточной среде (б), содержащей различные концент�
рации уабаина или МБГ, в течение 45 ч. Общее количество прикрепленных и открепившихся клеток было принято за
100%. Результаты представлены в виде среднего значения ± S.E., n = 4
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эпителия и сосудистого эндотелия человека,
экспрессирующих α1�Na,K�ATPазу, посред�
ством изменения [Na+]i/[K+]i�соотношения.
Действительно, существенную модуляцию
активности Na,K�ATPазы (рис. 1), измене�
ние внутриклеточного содержания Na+ и K+

(рис. 2), а также влияние на пролиферацию и
смерть HREC и HUVEC (рис. 3 и 5) мы наблю�
дали при концентрациях МБГ >100 нМ, что как
минимум в 50 раз выше его максимальной кон�
центрации, детектированной в плазме крови
[34]. Следует подчеркнуть, что наши результаты
не исключают возможного влияния маринобу�
фагенина на функции этих клеток из�за его
локального накопления в ограниченных в
пространстве клеточных компартментах. Дозо�
зависимый эффект этого КТС на Na+

i, K+
i�

опосредованные и �независимые сигналы в
других типах клеток заслуживает дальнейшего
изучения;

2) уабаин в физиологических концентрациях
влияет на пролиферациию клеток почечного
эпителия, что не связано с ингибированием
Na,K�ATPазы и увеличением соотношения
[Na+]i/[K+]i. Действительно, максимальное уве�
личение синтеза ДНК в HREC наблюдалось в
присутствии 3 нМ уабаина (рис. 3), тогда как
значительное снижение входа 86Rb+ и увеличе�
ние [Na+]i было обнаружено при концентрациях
уабаина, превышающих 10 нМ (рис. 1 и 2). В от�
личие от HREC, в HUVEC в присутствии нано�
молярных концентраций уабаина происходило
снижение входа Rb+ (рис. 1). Для оценки отно�
сительного влияния эндогенного уабаина на ре�
гуляцию Na+

i,K
+

i�опосредованных функций
клеток эндотелия также требуются дополни�
тельные эксперименты;

3) уабаин и МБГ ингибировали апоптоз
HUVEC, индуцированный их инкубацией в сре�
де без сыворотки (т. е., без ростовых факторов),
в концентрациях, превышающих 10 и 1000 нМ
соответственно (рис. 5). При этих концентраци�
ях они ингибировали Na,K�ATPазу (рис. 1) и
увеличивали соотношение [Na+]i/[K+]i. Это наб�
людение согласуется с [Na+]i/[K+]i�опосредо�
ванным механизмом антиапоптотического
действия уабаина, выявленным у VSMC крыс
[22] и PAEC [39];

4) уабаин при концентрациях выше 0,1 мкМ
вызывал смерть HREC и HUVEC, классифици�
рованную ранее как онкоз. Несмотря на значи�
тельное ингибирование Na,K�ATPазы и увели�
чение отношения [Na+]i/[K+]i, 3 мкМ МБГ не
оказывало цитотоксического действия на оба
типа клеток (рис. 4, рис. 5). Это наблюдение сог�
ласуется с отчетливым влиянием уабаина и МБГ
на выживаемость клеток MDCK [43]. Механиз�

мы, лежащие в основе этого интригующего яв�
ления, остаются неизвестными.

Таким образом, активация синтеза ДНК в
обоих исследуемых типах клеток наблюдалась
при концентрации уабаина <10 нМ, при этом
полное ингибирование синтеза ДНК происхо�
дило в присутствии 30 и 100 нМ уабаина в HREC
и HUVEC соответственно. Смерть клеток обоих
типов наблюдалась при концентрации уабаина,
превышающей 0,3 мкМ. Концентрации уабаи�
на, обеспечивающие полумаксимальное инги�
бирование Na,K�ATPазы в HREC и HUVEC,
составляли ~0,08 и 0,3 мкМ соответственно. По
всей видимости, ингибирование синтеза ДНК и
смерть клеток обусловлены увеличением
[Na+]i/[K+]i�соотношения в результате ингиби�
рования Na,K�ATPазы.

Активацию синтеза ДНК в HREC наблюда�
ли при 0,1 мкМ МБГ, на синтез ДНК в HUVEC
МБГ подобного действия не оказывал, при этом
1 мкМ этого стероида полностью подавлял син�
тез ДНК в HREC и на 50% – в HUVEC. Однако
не была обнаружена гибель обоих типов клеток
при воздействии на них МБГ. Концентрация
этого КТС, при которой происходило полумак�
симальное ингибирование Na,K�ATPазы в
HREC и HUVEC, составляла ~1 мкМ.

Разницу в эффектах, обусловленных разны�
ми стероидами на один и тот же тип клеток,
можно объяснить различием в сродстве этих
КТС к Na,K�ATPазе [29]. Различия в эффектах
одного КТС на разные типы клеток опосредова�
ны, по всей видимости, изоферментным соста�
вом Na,K�ATPазы, присутствующей в мембра�
нах этих клеток. Так, в HREC экспрессируется
только α1β1�изофермент, тогда как в HUVEC
присутствует также α1β3 (собственные неопуб�
ликованные данные).

Принято считать, что Na,K�АТРаза является
единственным рецептором для КТС. Однако в
последнее время появились данные, свидетель�
ствующие, что эти соединения влияют на мета�
болизм клетки (например, на синтез холестери�
на), воздействуя на синтез белков через белки�
регуляторы [16, 44, 45]. Стоит отметить, что
прямых доказательств того, что КТС взаимодей�
ствуют с этими регуляторными белками, лока�
лизованными внутри клетки, в цитируемых ра�
ботах нет. Ранее нами было показано, что изме�
нение [Na+]i/[K+]i�соотношения влияет на
экспрессию многих генов даже в присутствии
внутри� и внеклеточных хелаторов Ca2+ [46], т.е.
изменение метаболизма, обнаруженное в ука�
занных выше работах, может быть обусловлено
именно изменением [Na+]i/[K+]i�соотношения,
которое авторы этих работ не контролировали.
С другой стороны, мы обнаружили, что инкуба�
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ция HUVEC с уабаином и МБГ в концентраци�
ях, не оказывающих влияния на [Na+]i/[K+]i�со�
отношение, не приводит к изменению тран�
скриптома этих клеток [47]. Таким образом,
вопрос о наличии иных мишеней для КТС, по�
мимо Na,K�АТРазы, остается открытым.
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Longtime study focused on the search of Na,K�ATPase (NKA) endogenous inhibitors of mammalian tissues resulted
in the purification of ouabain, marinobufagenin (MBG) and other cardiotonic steroids (CTS) from blood plasma.
Production of ouabain and MBG is known to increase during essential hypertension and other diseases coupled to
hypervolemia. We carried out comparative analysis of the effect of these two CTS on the Na,K�АТРase activity mea�
sured as transport of Na+, K+, and Rb+, proliferation and death of human renal epithelial cells (HREC) and human
umbilical vein endothelial cells (HUVEC) expressing α1�Na,K�ATPase. Ouabain concentrations which provide half�
maximal inhibition of Rb+ influx (IC50) into HREC and HUVEC were 0,07 μМ. In both types of cells, the values of
IC50 for MBG were by a factor of 10 higher than for ouabain. Incubation of HREC and HUVEC with ouabain in the
range of concentrations 0,001�0,01 μМ for 30 h led to the growth of [3H]�thimidine incorporation into DNA by 40%,
further increase of ouabain concentration up to 0,1 μМ completely suppressed DNA synthesis. MBG at concentra�
tion 0,1 μМ activated DNA synthesis by 25% in HREC, but not in HUVEC; 1 μМ MBG completely inhibited DNA
synthesis in HREC, and by 50% in HUVEC. In contrast to HREC, HUVEC incubation in free serum media provoked
apoptosis, which was almost completely suppressed by ouabain and MBG at concentrations 0,1 and 3 μМ respec�
tively. Taking into account all these data we can conclude: 1) in HREC and HUVEC MBG effects at concentrations
detected in blood plasma (< 0,01 μМ) are not due to the [Na+]i/[K+]i�ratio change; 2) ouabain effect on these cells
in physiological concentrations range is mediated probably by activation of Na,K�ATPase that leads to cell prolifera�
tion.

Keywords: ouabain, marinobufagenin, Na,K�ATPase, [Na+]i/[K+]i�ratio, epithelium, endothelium
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Исследовано влияние сверхрпродукции дрожжевой эндополифосфатазы Ppn2 на метаболизм неорганичес!
ких полифосфатов у Saccharomyces cerevisiae. Экспрессия гена PPN2 в дрожжах под контролем сильного
конститутивного промотора гена глицеральдегид!3!фосфатдегидрогеназы (PKG1) приводила к значитель!
ному повышению эндополифосфатазной активности, стимулируемой ионами кобальта/цинка. Эта актив!
ность была более выражена с длинноцепочечными полифосфатами, стимулировалась АDP и присутствова!
ла как в растворимой, так и грубой мембранной фракциях. Содержание короткоцепочечных полифосфатов
в клетках штамма!трансформанта увеличилось в ~ 2,5 раза по сравнению с родительским штаммом. Штамм
c сверхэкспрессией Ppn2 более устойчив к перекиси и щелочи. Обсуждается роль короткоцепочечных по!
лифосфатов в адаптации к этим неблагоприятным факторам.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: полифосфат, полифосфатаза, ген PPN2, сверхэкспрессия, Saccharomyces cerevisiae.

DOI: 10.31857/S0320972520040120

НЕОРГАНИЧЕСКИЕ ПОЛИФОСФАТЫ И ОСОБЕННОСТИ
ФИЗИОЛОГИИ ДРОЖЖЕЙ Saccharomyces cerevisiae

ПРИ СВЕРХЭКСПРЕССИИ ГЕНА PPN2

© 2020 Л.П. Рязанова1, Л.А. Ледова1, Н.А. Андреева1, А.Н. Звонарев1,
М.А. Эльдаров2, Т.В. Кулаковская1*

Неорганические полифосфаты (полиР), ли!
нейные полимеры ортофосфорной кислоты,
представляют собой регуляторные биополиме!
ры, которые присутствуют в клетках как прока!
риот, так и эукариот [1–4]. Cистема деградации
полиР у дрожжей состоит из нескольких фер!
ментов, различающихся по своей локализации,
физико!химическим свойствам и функциональ!
ному значению [5–10]. Эти ферменты различа!
ются по преобладанию экзополифосфатазной
или эндополифосфатазной активностей, благо!
даря чему по!разному воздействуют на полиР.
Экзополифосфатаза (полифосфат фосфогидро!
лаза, КФ 3.6.1.11) отщепляет P с конца поли!
мерной цепи, а эндополифосфатаза (полифос!
фат деполимераза, КФ 3.6.1.10.) расщепляет
длинноцепочечные полиР на более короткоце!
почечные, вплоть до триполифосфата. У дрож!
жей Saccharomycer cerevisiae известны четыре
белка, обладающих полифосфатазной актив!
ностью: Ppx1 [5, 6], Ppn1 [7, 8], Ddp1 [9] и Ppn2
[10]. Эти белки характеризуются разным соот!

ношением экзо! и эндополифосфатазной ак!
тивности [11], не имеют сходства по аминокис!
лотной последовательности и относятся к раз!
ным семействам, cогласно базам данных
UniProt (https://www.uniprot.org/) и SGD
(https://www.yeastgenome.org/). Известно, что
клетки двойного нокаут!мутанта по генам PPX1
и PPN1 способны использовать свои полиР для
роста при голодании по фосфату [12]. Следова!
тельно, Ddp1и Ppn2 способны компенсировать
отсутствие двух других полифосфатаз. В связи с
такой мультикомпонентностью и возможной
взаимозаменяемостью в системе катаболизма
полиР у дрожжей, использование нокаут!мутан!
тов по каждому из генов, кодирующих полифос!
фатазы, не достаточно для изучения функций
этих ферментов. Еще одним подходом, позволя!
ющим судить о функциональном значении от!
дельных полифосфатаз, является получение
штаммов, сверхэкспрессирующих эти фермен!
ты. Используя данный подход, мы показали, что
сверхэкспрессия Ppx1 не влияет на длину цепи и
количество полиР [13], сверхэкспрессия Ppn1
[14] и Ddp1 [15] приводит к изменениям в коли!
честве и длине цепи полиР, в сверхэкспрессия
Ppn1 влияет на стрессовые ответы [16]. Эндопо!

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : полиР – неорганические
полифосфаты.

* Адресат для корреспонденции.
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лифосфатаза Ppn2 открыта относительно недав!
но [10] и предполагается, что основная ее функ!
ция – это деполимеризация полиР в вакуолях,
где локализован этот фермент.

Целью настоящей работы была оценка влия!
ния сверхэкспрессии гена PPN2 на метаболизм
полифосфатов и устойчивость к некоторым ви!
дам стресса у S. cerevisiae.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Штаммы дрожжей. Штамм CRN с инактиви!
рованным геном PPN1 (MATa ade2 his3 ura3
ppn1Δ::CgTRP1) [7] использовали в качестве ро!
дительского штамма. Применение штамма, де!
фектного по гену PPN1, cвязано с тем, что
штамм дикого типа при попытках ввести в него
векторы, содержащие гены полифосфатаз, имел
очень слабую жизнеспособность. Штамм
CRN/PPN2, сверхэкспрессирующий ген PPN2
(MATa ade2 his3 ura3 ppn1Δ::CgTRP1 pMB1_PPN2
Sc), получали согласно методу, подробно опи!
санному ранее [14]. Cоздание экспрессионного
вектора рМВ1 с «кассетой экспрессии», состо!
явшей из сильного конститутивного промотора
глицеральдегид!3!фосфатдегидрогеназы (PKG1)
и терминатора фоcфосфоглицераткиназы (TDH)
S. cerevisiae, описано в той же работе [14].

Конструирование вектора экспрессии гена
PPN2. Кодирующую последовательность гена
PPN2 получали методом ПЦР на матрице ге!
номной ДНК штамма CRN с помощью Phuzion
ДНК полимеразы («New England Biolabs»,
США) и праймеров PPN2_F (5′!GGACAT!
GTCTGAAGATAAGCGGAAAAGACGAG!3′) и
PPN2_R (5′!GGTCTCGAGTGTTTTAAGAG!
CATTGTACTTGAATTA!3′). Праймеры выбира!
ли с помощью сервиса PrimerBLAST (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer!blast/) на ос!
новании референсной последовательности гена
YNL217W (Genbank ID NM_001183055.1). К
последовательностям добавляли 5′!фланкирую!
щие сайты PciI и XhoI. Полученный ПЦР фраг!
мент размером 1 т.п.н. после гидролиза PciI и
XhoI встраивали в NcoI/XhoI вектор pMB1r.
После проверки секвенированием препараты
плазмидной ДНК с «корректными» вставками
использовали для трансформации реципиент!
ного штамма СRN методом электропорации.
Отобранные на среде SD прототрофные по ура!
цилу трансформанты проверяли дополнительно
методом ПЦР на наличие вектора.

Условия культивирования. Штамм CRN под!
держивали на агаризованной синтетической
минимальной среде YNB с добавлением ураци!
ла, а трансформант CRN/PPN2 – на агаризо!

ванной синтетической минимальной среде YNB
без урацила [14]. Cреда содержала на 1 л: 6,7 г
бакто!дрожжевых азотистых оснований
(«Difсo», США), 20 г глюкозы, по 20 мг L!трип!
тофана, L!гистидина, L!метионина и аденина и
60 мг L!лейцина. При выращивании штамма
CRN дополнительно вносили урацил в конце!
нтрации 20 мг/л.

Для получения биомассы культуры выращи!
вали при 29 °С на качалке при 145 об/мин до
стационарной стадии роста в колбах с 200 мл
среды YNB с урацилом и без урацила для штам!
мов CRN и CRN/PPN2 соответственно. Затем
пересевали на такие же среды, для посева брали
аликвоты культуры с одинаковой концентраци!
ей клеток. Эти культуры использовали для по!
лучения кривых роста, а клетки на стационар!
ной стадии роста – для определения чувстви!
тельности к токсикантам и получения образцов
биомассы для анализа. Кривые роста строили
по оптической плотности при 595 нм в кюветах
с толщиной оптического пути 0,3 см на спек!
трофотометре «Unico» (США). Концентра!
цию клеток в стационарной стадии роста оце!
нивали с помощью подсчета в камере Горяева, а
количество мертвых клеток – с помощью ок!
раски пропидий йодидом и подсчета доли окра!
шенных клеток при флуоресцентной микроско!
пии.

Биомассу собирали центрифугированием
при 4000 g, дважды промывали холодной дис!
тиллированной водой.

Получение сферопластов и препаратов, содер>
жащих Ppn2. Для получения сферопластов био!
массу промывали 0,8 М раствором маннита в
5%!ном цитратном буфере, рН 6,5, инкубирова!
ли в этом же буфере с лиофилизированным же!
лудочным соком виноградных улиток (150 мг на
1 г биомассы) и дитиотреитолом (10 мг на 1 г би!
омассы) в течение  2 ч при 30 °С. Cферопласты
промывали тем же буфером и разрушали при
4 °С в стеклянном гомогенизаторе с тефлоно!
вым пестиком в 50 мМ Tris!HCl, рН 7,2, и
0,5 мМ фенилметилсульфонилфторид («Sigma»,
США). Затем центрифугировали при 5000 g в те!
чение 5 мин, к осадку снова добавляли этот же
буфер и обрабатывали в гомогенизаторе. Затем
центрифугировали при тех же условиях. Объ!
единенный супернатант центрифугировали при
13 000 g в течение 60 мин. Супернатант предс!
тавлял собой бесклеточный экстракт, а осадок –
грубую мембранную фракцию.

Для определения влияния двухвалентных
катионов, ADP и ATP, а также эндополифосфа!
тазной активности с полиР разной степени по!
лимерности использовали препарат бесклеточ!
ного экстракта после высаливания при 85%!ном
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насыщении сульфатом аммония. Сульфат ам!
мония добавляли к бесклеточному экстракту до
50%!ного насыщения, выдерживали в течение
1 ч, затем удаляли балластные белки центрифу!
гированием при 13 000 g 20 мин. К супернатанту
добавляли сульфат аммония до 85%!ного насы!
щения, выдерживали в течение 20 ч на холоду,
затем осаждали при 14 000 g 1 ч и перерастворя!
ли осадок в 25 мM Tris!HCl, pH 7,2, содержав!
шем 0,1%!ный Triton X!100.

Определение полифосфатазных активностей.
Экзополифосфатазную активность определяли
при 30 °С по скорости образования Р [5]. Инку!
бационная среда содержала 50 мМ Tris!HCl, рН
7,2, 2,5 мМ MgSO4 и 200 мМ NH4Cl. В качестве
субстратов использовали 2,5 мМ полиР со сред!
ней длиной цепи 188 фосфатных остатков (по!
лиР188) или 15 фосфатных остатков (полиР15)
(«Monsanto», США). Концентрация полиР ука!
зана в соответствии с количеством P, образую!
щимся при гидролизе полимера в 1 М HCl при
100° за 10 мин. ПолиР предварительно очищали
от примесей пирофосфата и ортофосфата как
описано ранее [5]. За единицу активности (Е) в
случае экзополифосфатаной активности прини!
мали количество фермента, образующего

1 мкмоль Р за 1 мин. Концентрацию белка опре!
деляли с использованием БСА в качестве стан!
дарта [17].

Эндополифосфатазную активность анализи!
ровали по уменьшению длины цепи полифос!
фатов (полиР188 и полиР15). Инкубационная сре!
да (0,5–1 мл) содержала 50 мМ Tris!HCl, pH 7,2,
200 мМ NH4Cl, 0,01–0,1 мМ ZnCl2, 2,5 мM,
9 мМ полиР188 либо 6,8 мМ полиР15. Время ин!
кубации составляло 30 мин. Реакцию останав!
ливали добавлением HClO4 до концентрации
0,5 М. Дальнейшую подготовку образцов и
электрофорез в 24%!ном ПААГ с 7 М мочеви!
ной проводили как описано ранее [8].

Определение содержания полифосфатов в
клетках. Для экстракции полиР применяли из!
вестный метод [18] c небольшими модификаци!
ями. Кислоторастворимую фракцию полиР по!
лучали двукратной обработкой биомассы 0,5 N
HClO4 при 0 °С в течение 15 мин при перемеши!
вании. После отделения супернатанта оставшу!
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Рис. 1. а – Кривые роста штаммов СRN (1) и СRN/PPN2
(2) на среде YNB; б –микрофотографии (фазовый конт!
раст) клеток родительского штамма CRN и штамма!
СRN/PPN2, выращенных в течение 36 ч на среде YNB,
метка – 10 мкм. Представлены средние значения трех био!
логических повторностей.

Рис. 2. Эндополифосфатазная активность в грубой мемб!
ранной фракции (1) и бесклеточном экстракте (2) штам!
мов CRN и СRN/PPN2. Активность определяли c исполь!
зованием полиР188 в качестве субстрата в присутствии
1 мM Zn2+. Содержание белка в образцах: 40 мкг (мембран!
ная фракция CRN), 4 мкг (мембранная фракция,
CRN/PPN2), 150 мкг (растворимая фракция, CRN), 13 мкг
(растворимая фракция CRN/PPN2). Представлен резуль!
тат двух биологических повторностей
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юся биомассу дважды обрабатывали насыщен!
ным раствором NaClO4 при 0 °С, супернатант
после центрифугирования представлял собой
солерастворимую фракцию полиР. Осадок обра!
батывали дважды 0,05 М NaOH, супернатант
представлял собой щелочерастворимую фрак!
цию. В полученных фракциях содержание по!
лиР оценивали по лабильному фосфору. Коли!
чество оставшихся в биомассе кислотонераство!
римых полифосфатов оценивали по содержа!
нию P после обработки биомассы 0,5 N HClO4

при 100 °С в течение 20 мин. Количество P опре!
деляли колориметрически [19].

Определение чувствительности штаммов к пе>
рекиси, щелочи, ионам кадмия. Чувствительность
к Cd2+, щелочи и перекиси определяли с по!
мощью культивирования в планшетах на среде
YPD, поскольку в среде YNB при добавлении
этих реагентов выпадал осадок. Образцы куль!
тур, стандартизованных по концентрации кле!
ток, добавляли в ячейки стерильного планшета с

крышкой, содержавшие среду YPD и аликвоты
стерильного раствора Cd(CH3COO)2⋅2H2O, пе!
рекиси или KOH. После 24 ч культивирования
оптическую плотность культур измеряли с по!
мощью планшетного фотометра «Эфос» (Рос!
сия) при длине волны 600 нм.

Статистическая обработка. Все эксперимен!
ты повторяли трижды. На рисунках представле!
ны средние значения со стандартным отклоне!
нием, полученные с помощью программы Excel.
Электрофореграммы повторяли дважды, на ри!
сунках представлены лучшие результаты.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Наличие у штамма CRN/PPN2 экспрессион!
ного вектора, содержащего ген PPN2, приводи!
ло к изменению характера роста на минималь!
ной среде по сравнению с исходным штаммом
(рис. 1, а), скорость роста в логарифмической
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Рис. 3. Влияние двухвалентных катионов на эндополифосфатазную активность бесклеточного экстракта штамма
СRN/PPN2 (препарат, полученный с помощью высаливания сульфатом аммония) с полиР188 (9 мМ), в присутствии 200 мМ
NH4Cl, время инкубации 30 мин. К – контроль, без препарата белка, 0 – в отсутствии двухвалентных катионов, цифрами
указаны концентрации двухвалентных катионов в мМ. Представлен результат двух биологических повторностей
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стадии была снижена (0,28 ч–1) по сравнению с
родительским штаммом CRN (0,376 ч–1). Одна!
ко на стационарной стадии роста количество
сырой биомассы, оптическая плотность культу!
ры (рис. 1, а) и концентрация клеток у обоих
штаммов становились близкими. В популяции
штамма CRN/PPN2 присутствовало много кле!
ток увеличенного размера и измененной формы
(рис. 1, б). По!видимому, увеличение размера
клеток объясняет изменение соотношения меж!
ду величинами сухой и сырой биомассы: 1 г су!
хой биомассы соответствовал 4,9 и 5,7 г сырой
биомассы для клеток штаммов CRN и
CRN/PPN2 соответственно. Оценку количества
мертвых клеток на стационарной стадии роста у
обоих штаммов проводили с помощью окраски
пропидий йодидом, оно оказалось близким и не
превышало 5–7%.

Известно, что Ppn2 проявляет эндополи!
фосфатазную активность [6]. Проведено срав!
нение эндополифосфатазной активности беск!
леточного экстракта и грубой мембранной
фракции исходного штамма СRN, и штамма
CRN/PPN2 в присутствии 1 мМ Zn2+, оцени!
вая их по уменьшению длины цепи полиР188. 
У исходного штамма СRN отсутствует эндопо!
лифосфатаза Ppn1 [7], но имеется фермент
Ddp1, проявляющий эндополифосфатазную
активность. Эндополифосфатазная активность
как в бесклеточном экстракте, так и в грубой
мембранной фракции сверхпродуцента Ppn2
ожидаемо увеличилась (рис. 2). Отметим, что в
норме фермент Ppn2 локализуется в вакуолях,
тогда как у сверхпродуцента Ppn2 наблюдается
появление его в растворимой форме. Подоб!
ный эффект наблюдали для штамма, сверхэкс!
прессирующего полифосфатазу Ppn1 под конт!
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Рис. 4. Эндополифосфатазная активность бесклеточного
экстракта CRN/PPN2 (препарат, полученный с помощью
высаливания сульфатом аммония) c полиР различной сте!
пени полимерности, в инкубационной среде присутство!
вал 0,05 мМ Со2+ и 200 мМ NH4Cl. ПолиР188, полиР65, по!
лиР15 – полиР cо средней длиной цепи 188, 65 и 15 фосфат!
ных остатков инкубировали в отсутствии препарата Ppn2.
Представлен результат двух биологических повторностей

Рис. 5. Влияние ADP на эндополифосфатазную актив!
ность бесклеточного экстракта CRN/PPN2 PPN2 (препа!
рат, полученный с помощью высаливания сульфатом ам!
мония) с полиР188 в присутствии 200 мМ NH4Cl и 0,05 мМ
CoSO4, время инкубации 30 мин. К – контроль, препарат
Ppn2 не добавлен, Ppn2 – препарат добавлен. Представлен
результат двух биологических повторностей
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ролем того же вектора, содержащего ген PPN1
[20].

Мы изучили некоторые свойства эндополи!
фосфатазной активности бесклеточного экс!
тракта штамма CRN/PPN2, используя препарат,
полученный из растворимой фракции после
осаждения сульфатом аммония в условиях 85%
насыщения. Экзополифосфатазная активность
препарата была низкой и не превышала 3 мЕ на
1 мг белка. На рис. 3 показано влияние двухва!
лентных катионов на эндополифосфатазную ак!
тивность такого препарата. Ионы Co2+ и Zn2+

cтимулировали активность уже при 0,005 мМ,
тогда как ионы Mg2+ были слабыми стимулято!
рами. Co2+ оказался более эффективным стиму!
лятором, чем Zn2+. Эта активность проявлялась
как с длинноцепочечными полиР188, так и с ко!
роткоцепочечными полиР15, однако наиболее
выраженной она была с полиР188 (рис. 4). АDP
оказывал стимулирующее воздействие (рис. 5), а
ATP (2 мМ) не влиял на эту активность (не ил!
люстрируется).

Проведено сравнение содержания фосфата и
полиР различных фракций в клетках стационар!
ной стадии роста (рис. 6). Видно, что у штам!
ма–трансформанта увеличилось содержание P и
наиболее короткоцепочечных полиР1 и снизи!
лось содержание наиболее длинноцепочечных
полиР3 и полиР5. Отметим также, что средняя

длина цепи полиР этих двух фракций у сверх!
продуцента уменьшена по сравнению с клетка!
ми родительского штамма (рис. 7). В целом,
сверхэкспрессия эндополифосфатазы Ppn2 при!
вела к увеличению содержания короткоцепо!
чечных полиР, что согласуется с субстратной
специфичностью этого фермента (см. рис. 4).

Рассмотрим, какие еще физиологические
особенности проявляются при сверхэкспрессии
эндополифосфатазы Ppn2. Известно, что важ!
ную роль в устойчивости клеток дрожжей к Cd2+

играют кислоторастворимые низкополимерные
полиР [21]. Однако, несмотря на увеличение со!
держания этих полиР у штамма, сверхэкспрес!
сирующего Ppn2, по чувствительности к кад!
мию разницы между штаммами в диапазоне
концентраций 0,01–0,1 мМ не обнаружено.
Концентрация 0,05 мМ вызывала ~ 70% ингиби!
рование роста у обоих штаммов. Штамм
CRN/PPN2 оказался более устойчивым к воз!
действию щелочи и перекиси (рис. 8).

Итак, сверхэкспрессия полифосфатазы Ppn2
в клетках S. cerevisiae привела к увеличению эн!
дополифосфатазной активности, зависимой от
ионов цинка или кобальта, и наиболее активной
в отношении длинноцепочечных полиР. Клетки
штамма, сверхпродуцирующего Ppn2, cодержат
значительно больше фосфата и короткоцепочеч!
ных полиР1. Отметим, что штамм, сверхпроду!
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Рис. 6. Содержание ортофосфата (Р) и полиР различных фракций в клетках штаммов S. cerevisiae CRN (белые столбцы) и
CRN/PPN2 (черные столбцы) на стационарной стадии роста. Представлены средние значения трех биологических пов!
торностей
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цирующий полифосфатазу Ppn1, характеризует!
ся значительным снижением содержания как
короткоцепочечных, так и длинноцепочечных
полиР [14], а в клетках штаммов, сверхпродуци!
рующих полифосфатазы Ppx1 [13] и Ddp1 [15],
не было отмечено значительных изменений в со!
держании полиР по сравнению с родительским
штаммом. Сравнение влияния сверхэкпрессии
различных полифосфатаз на содержание полиР
у S. cerevisiae свидетельствует в пользу представ!
ления о разной роли этих ферментов в мине!

ральном фосфорном обмене. Возможно, что уве!
личение содержания Р и низкополимерных по!
лиР приводит к увеличению внутриклеточного
осмотического давления и изменению формы и
размера клеток у штамма CRN/PPN2 (рис. 1, б).
Подобный эффект у других штаммов, сверхпро!
дуцирующих полифосфатазы, не наблюдали.

Полученные данные позволяют уточнить
роль Ppn2 в условиях щелочного и окислитель!
ного стрессов. Предположено, что короткоце!
почечные полиР, которые образуются в увели!
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Рис. 7. Электрофорез фракций полиР, экстрагированных из клеток штаммов CRN и CRN/PPN2 S. cerevisiae, выращенных
на среде YNB до стационарной стадии роста. Представлен результат двух биологических повторностей

Рис. 8. Подавление роста штаммов CRN (черные кружки) и CRN/PPN2 (белые кружки) при культивировании в присут!
ствии КОН и перекиси. Представлены средние значения трех биологических повторностей



ДРОЖЖИ, ТРАНСФОРМИРОВАННЫЕ ГЕНОМ PPN2

ченном количестве у штамма, сверхпродуциру!
ющего эту полифосфатазу, повышают устойчи!
вость к обоим воздействиям. Известно, что по!
лиР могут выполнять роль «химических» шапе!
ронов, предохраняющих белки от воздействия
перекиси [22]. Низкополимерные полиР, обыч!
но локализованные в цитоплазме [23], лучше
гидролизуются полифосфатазой Ррх1 и благода!
ря этому в клетке появляется больше P для нейт!
рализации ионов OH!. Полученный в данной
работе штамм CRN/PPN2 представляет интерес

для дальнейшего исследования роли низкомо!
лекулярных полиР в адаптационных реакциях
клеток S. cerevisiae.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об от!
сутствии конфликта интересов.

Соблюдение этических норм. Настоящая
статья не содержит описания каких!либо иссле!
дований с использованием людей и животных
в качестве объектов.
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The effect of the overproduction of yeast endopolyphosphatase Ppn2 on the metabolism of inorganic polyphosphates
in Saccharomyces cerevisiae was studied. The expression of the PPN2 gene in yeast under the control of the strong con!
stitutive promoter of glyceraldehyde!3!phosphate dehydrogenase (PKG1) led to a significant increase in
endopolyphosphatase activity, stimulated by cobalt/zinc ions. This activity was higher with long chain polyphos!
phates, it was stimulated by ADP, and was present in both soluble and membrane subcellular fractions. The content
of short!chained polyphosphates in the cells of overexpressing strain increased ~2.5 times as compared with the par!
ent strain. The strain with overexpression of Ppn2 was more resistant to peroxide and alkali. The role of short chained
polyphosphates in adaptation to these stress factors is discussed.

Keywords: inorganic polyphosphate, polyphosphatase, PPN2 gene, overexpression, Saccharomyces cerevisiae
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ИСТОРИИ БИОХИМИИ 2020 Г.*

175 лет – проведение одного из первых исследо�
ваний свертывания крови (A. Buchanan,
1845).

125 лет – открытие физиологического действия
экстрактов надпочечников (адреналина и
адреналиноподобных веществ) (N. Cybulski,
1895).

100 лет – открытие дыхательных энзимов
(О. Warburg, 1920).

75 лет – установление структуры инсулина
(F. Sanger, 1945–1956).

21 февраля – 125 лет со дня рождения Хенрика
Дама (C.P.H. Dam, 1895–1976), датского био�
химика, почётного президента Междуна�
родного союза по изучению питания. Внес
вклад в исследование витамина Е и жирово�
го обмена. За открытие витамина К удосто�
ен Нобелевской премии (1943, совместно с
Э. Дойзи).

Соч. и лит.: БМЭ и БСЭ, 3�е изд.

14 июня – 100 лет со дня рождения Анатолия
Николаевича Климова (1920–2011, род. в
селе Шелтозерово Шелтозерского района
Карельской АССР), российского биохими�
ка, академика РАМН. В 1963–1969 гг. – ди�
ректор Института антибиотиков, с 1961 г. –
заведующий лабораторией липидного обме�
на Научно�исследовательского института
экспериментальной медицины РАМН. На�
учные работы посвящены вопросам биохи�
мии антибиотиков и липидного обмена. Ра�
ботал над созданием новых отечественных
длительно действующих препаратов пени�
циллина и внедрением их в практику здра�
воохранения. Провел исследования биохи�
мических и иммунобиохимических меха�
низмов развития атеросклероза. Открыл но�

вый изоэнзим гидроксиметилглютарил�
КоА�редуктазы, играющий ключевую роль в
регуляции скорости биосинтеза холестери�
на. Автор аутоиммунной теории патогенеза
атеросклероза.

Соч.: БМЭ, 3�е изд.; Липопротеиды,
дислипопротеидемии и атеросклероз, Ме�
дицина, Ленинград, 1984, с. 166 (Совместно
с Н.Г. Никульчевой); Эпидемиология и фак�
торы риска ишемической болезни сердца
(1989), Медицина, Ленинград, с. 174 (совме�
стно с др.).

20 ноября – 125 лет со дня рождения Элберта
Бейрда Хэйстингса (Гастингса, A. Baird
Hastings, 1895–1987), американского биохи�
мика, члена Национальной АН (США),
президента Американского общества био�
химиков (1945–1947). Внёс вклад в разра�
ботку микрометодов измерения кислотно�
щелочного равновесия. Исследовал сахар�
ный обмен, физиологию утомления, межу�
точный обмен до и после воздействия изо�
топов. Был редактором журналов «Journal of
Biological Chemistry» (1941–1959),
«Endocrinology» (1963) и др. Ему посвящен
фильм в серии «Выдающиеся люди в меди�
цине» (США).

Соч.: The physiology of fatigue,
Washington, 1921; Intermediary metabolism
before and after isotopes (1964) Ann. Intern.
Med., 11, с. 966–974; Effect of environmental
CO2 and pH on glycerol metabolism by rat liver
in vitro (1964) J. Biol. Chem., 1100–1704.

Лит.: Encyclopedia Americana, Danbury
(USA) (1992) Vol. 13; Great men in medicine
(1972) Bull. Hist. Med., Vol. 46, p. 309; World
who’s who in science (1968) Chicago.

* Составители: ведущий научный сотрудник, к.и.н. Егорышева И.В., старший научный сотрудник, к.и.н. Шерстнева Е.В
(Отдел истории медицины и здравоохранения ФГБНУ «Национальный НИИ общественного здоровья имени Н.А. Се�
машко»); электронная почта: otdelistorii@rambler.ru
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