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Список сокращений
	ATA
	ауринтрикарбоновая кислота

	DEPC
	диэтилпирокарбонат, ДЭПК (DiEthyl PyroCarbonate)

	PBS
	натрий-фосфатный буфер (Phosphate Buffered Saline)

	PDB
	банк белковых структур (Brookhaven Protein Data Bank)

	PEG
	полиэтиленгликоль, ПЭГ (PolyEthylene Glycol)

	SDS-PAGE
	электрофорез в ПААГ с добавлением додецилсульфата натрия (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

	TEMED
	N,N,N′,N′-тетраметилэтилендиамин (ТЕМЕД)

	Tris
	трис-(оксиметил)-аминометан

	БСА
	бычий сывороточный альбумин (Bovine Serum Albumin, BSA)

	ГФИ
	гликозилфосфатидилинозитол (GlycosylPhosphatidylInositol, GPI)

	ДТТ
	дитиотреитол

	МСЖ
	метаболическая система железа

	МСМ
	метаболическая система меди

	мтЦП
	митохондриальный церулоплазмин

	НЦФ
	нитроцеллюлозный фильтр

	ОТ-ПЦР
	обратная транскрипция, сопряжённая с полимеразной цепной реакцией (RT-PCR)

	ПААГ
	полиакриламидный гель

	ПСА
	персульфат аммония

	рЦП
	рецептор церулоплазмина

	СДМ
	сигнал доставки в митохондрии

	ТХУ
	трихлоруксусная кислота

	ЦНС
	центральная нервная система

	ЦП
	церулоплазмин

	ЭДТА
	этилендиаминтетраацетат

	ЭПР
	электронный парамагнитный резонанс

	ЭР
	эндоплазматический ретикулум


Введение
Медь входит в группу микроэлементов и, являясь обязательным компонентом пищи, обнаружена в клетках практически всех современных организмов. Она включена в активные центры купроэнзимов, которые контролируют такие фундаментальные процессы, как фотосинтез, тканевое дыхание и другие. У млекопитающих купроэнзимы участвуют в окислительном фосфорилировании (цитохром с-оксидаза), детоксикации активных радикалов (Cu,Zn-супероксиддисмутаза), в синтезе коллагена и эластина (лизилоксидаза), в образовании нейромедиаторов и нейропептидов (дофамин-(-гидроксилаза и пептидилглицин-(-амидатин-монооксигеназа) [16]. 
Медьсодержащие ферроксидазы (гефестин и церулоплазмин) катализируют реакцию Fe+2 ( Fe+3 и, таким образом, участвуют в переносе ионов железа через мембраны [1]. В то же время, ионы меди способны индуцировать образование радикалов, разрушающих все типы биомолекул [23]. Клетки содержат специальные системы белков (метаболические системы меди, МСМ), обеспечивающие поступление в клетки и безопасный перенос этих ионов к местам образования купроэнзимов, а также их экскрецию. В последние годы некоторые гены этой системы клонированы и изучены основные принципы её работы [63]. Системы включают интегральные мембранные и растворимые цитозольные белки. Последовательный однонаправленный перенос ионов меди белками МСМ к купроэнзимам осуществляется при прямых белок-белковых взаимодействиях, благодаря которым в клетках нет свободных ионов меди [38]. Свободных ионов меди нет и в межклеточных пространствах. 
У млекопитающих 95 % внеклеточной меди входит в состав церулоплазмина (ЦП, КФ 1.16.3.1), медьсодержащего гликопротеина позвоночных, который может рассматриваться как внеклеточный компонент МСМ [63]. Основная часть внеклеточного ЦП синтезируется в печени и секретируется в кровоток [4]. ЦП относят к полифункциональным белкам. Так, получены доказательства его участия в переносе ионов меди к клеткам негепатоцитарных рядов [4], в транспорте ионов железа через мембраны [34], в связывании NO [46], в детоксикации активных радикалов [34] и, вероятно, в межклеточной сигнализации. 
Физиологическая роль ЦП ещё не установлена окончательно, поэтому нельзя исключить, что он выполняет и другие функции. В подтверждение этому показано, что как природные мутации в гене ЦП [11], так и «нокаут» его гена [13] вызывают плейотропный эффект, некоторые признаки которого не могут быть удовлетворительно объяснены известными функциями ЦП. Дефицит ЦП является причиной токсического накопления железа в нейронах, что вызывает их гибель и приводит к развитию нейродегенеративных заболеваний [13]. Всё вместе: полифункциональность, существование в виде множественных молекулярных форм, изменение экспрессии в зависимости от периода развития и физиологического состояния организма, позволило отнести ЦП к белкам категории “moonlighting” [1]. 

У млекопитающих ген ЦП представлен единственной копией на гаплоидный набор [42], и его первым идентифицированным продуктом был ЦП крови человека, который синтезируется в печени и секретируется в кровоток. Кроме ЦП крови существуют тканеспецифические растворимые ЦП, несекреторные формы ЦП, а также цитозольный ЦП-подобный белок. Притом, что выявлено несколько белковых форм ЦП, описаны только две молекулярные формы ЦП-мРНК. Это ЦП-мРНК, кодирующая синтез секреторного ЦП, и ЦП-мРНК, приобретающая сигнал присоединения к гликозилфосфатидилинозитоловому (ГФИ) якорю в ходе альтернативного сплайсинга. Вероятно, трудности в понимании биологической роли ЦП связаны с отсутствием полных данных о транскрипционных и белковых продуктах этого гена. 

Ранее при изучении экспрессии гена ЦП в клетках мозга мы обнаружили, что в матриксе митохондрий, изолированных из некоторых органов крыс методом изопикнического центрифугирования, присутствует полипептид ЦП с молекулярной массой примерно 110 кДа [51]. Обе известные изоформы ЦП-мРНК программируют синтез полипептидов, содержащих на N-конце сигнальную последовательность, определяющую их поступление в люминальное пространство шероховатого ретикулума. Следовательно, они не могут локализоваться в митохондриях. Эти соображения послужили основанием для более подробного исследования альтернативной экспрессии гена ЦП. Изучение ЦП митохондриальной локализации (мтЦП) позволит лучше понять механизмы, обеспечивающие внутриклеточный перенос ионов меди у млекопитающих, и роль митохондрий в поддержании гомеостаза меди и железа, а также по-новому взглянуть на роль митохондрий в развитии нейродегенеративных заболеваний. 

Основная цель предлагаемого исследования состоит в изучении предполагаемого мтЦП крысы. 
Для достижения этой цели были поставлены следующие задачи: 
1. Используя данные о структуре хромосомного гена ЦП крысы, компьютерный поиск и современную концепцию экспрессии эукариотических генов, идентифицировать и охарактеризовать новую изоформу ЦП-мРНК, потенциально способную программировать мтЦП. 
2. С помощью специфических праймеров методом ОТ-ПЦР доказать существование этой мРНК экспериментально и получить данные о тканеспецифическом профиле экспрессии мтЦП-мРНК как во взрослом организме, так и в течение онтогенеза. 
3. Провести прямое секвенирование специфического ПЦР-продукта и доказать идентичность предсказанной и реальной мРНК. 
4. Продемонстрировать in vitro доставку полипептидов ЦП, предполагаемых продуктов этой мРНК, в митохондрии в реконструированной системе. 
5. Теоретически проанализировать пространственную структуру новой молекулярной формы ЦП и исследовать возможности её доставки в митохондрии. 
1. Обзор литературы

1.1. Биологическая роль ионов железа и меди

Химические элементы железо и медь сходны между собой по целому ряду свойств (табл. 1.1.1). Оба относятся к тяжёлым металлам переходной группы таблицы Менделеева, существуют в нескольких состояниях окисления, из которых устойчивыми для железа являются Fe2+ и Fe3+, а для меди Cu1+ и Cu2+. Железо и медь имеют близкие по значению атомное число, массу атома, радиусы атомов и ионов, электроотрицательность, вычисленную по методу Л. Полинга. Содержание железа в земной коре многократно превышает содержание меди, но оба элемента равномерно распределены на нашей планете, и оба на ранних этапах эволюции были интегрированы во многие биохимические реакции окислительно-восстановительного характера (табл. 1.1.1). В ходе эволюции эти реакции стали основой таких фундаментальных клеточных процессов, как фотосинтез, окислительное фосфорилирование, система защиты от активных метаболитов кислорода, формирование соединительной ткани и многих других. Поэтому и медь, и железо являются необходимыми для жизнедеятельности практически всех организмов независимо от того, принадлежат ли они к прокариотам, грибам, растениям или животным [29]. В то же время, избыточные количества железа и меди вызывают одинаковое, в обоих случаях количественно зависимое, токсическое воздействие на клетку. Оба элемента при избытке сходным путём вызывают образование гидроксильных радикалов, которые вызывают разрушение всех типов биомолекул. 
Табл. 1.1.1. Некоторые данные о свойствах и биологической роли атомов железа и меди 

	Характеристика
	Железо
	Медь

	Атомное число
	26
	29

	Атомная масса
	56
	64

	Конфигурация внешнего электронного слоя
	3d64s2
	3d104s1

	Состояние окисления и энергия ионизации, требуемая для перехода в последующее состояние окисления (в скобках, эВ)
	Fe0 (7.87) → Fe1+ (16.11) → Fe2+ (43.43) → Fe3+ → Fe4+ → Fe6+
	Cu0 (7.724) → Cu1+ (20.29) → Cu2+ (36.83) → Cu3+

	Радиус атома 
	1.26 Å
	1.28 Å

	Радиус ионов
	Fe2+ — 0.80 Å

Fe3+ — 0.67 Å
	Cu1+ — 0.98 Å

Cu2+ — 0.80 Å

	Электроотрицательность 
	1.83
	1.90

	Содержание в земной коре
	5.10 % 
	0.01 %

	Содержание 
   в тканях млекопитающих

   в эритроцитах

   в мозгу
	50 мг/кг (0.89 мМ)

20 мМ

—
	1.3 мг/кг (0.02 мМ)

—
0.3 мМ

	Стратегия метаболизма
	Накопление
	Выведение

	Примеры реакций, катализируемых Fe- и Cu-ферментами
	O2 + 4e– + 4H+ → 2H2O

RH2 + O2 → H2O2 + R

R'H2 + H2O2 → R' + 2H2O

H2O2 + H2O2 → 2H2O + O2
N2 + 6H+ + 6e– → 2NH3
NH3 + R → RNH2
2H+ + 2e– → H2
N2 + 8H+ → 2NH4+
H2 + (1/2)O2 → H2O

>CH2 + Cl–(I–) → >CHCl(I)

H2O2 + 2Cl– → 2HOCl

RCOOH → R + H+ + CO2
NADH + H+ → NAD+ + H2
NO2 + (1/2)O2 → NO3
NO2– + (1/2)O2 → NO3–
	O2 + 4e– + 4H+ → 2H2O

2O2– + 2H+ → H2O2 + O2
X + O2 + 2e– + 2H+ → XO + H2O

R1CH2NR2 + O2 + H2O → R1CHO + HNR2 + H2O2
R1NH2 + H2O → R1CHO +H2O2 + NH3


1.2. Механизмы, обеспечивающие гомеостаз железа и меди

В ходе эволюции организмы выработали сложные системы, обеспечивающие безопасное и контролируемое поступление ионов железа и меди в клетку, доставку их к местам формирования ферментов, в активные центры которых входят один из них или оба, и, наконец, освобождение, или выведение их из клеток. Такие транспортные системы могут быть названы, соответственно, метаболическая система железа (МСЖ) и метаболическая система меди (МСМ). У высших эукариотов эти системы включают: 
· интегральные белки мембран, которые обеспечивают канальный или эндоцитоз-опосредованный транспорт ионов через мембрану; 

· растворимые внеклеточные и цитозольные белки, переносящие ионы железа и меди по каналам межклеточной и внутриклеточной коммуникации, соответственно; 

· специфические ядерные белки (транскрипционные факторы), которые регулируют активность генов, кодирующих белки МСЖ и МСМ, тем самым, обеспечивая согласованную работу отдельных звеньев этих метаболических систем, а также их адаптацию к изменению концентрации ионов внутри и/или вне клетки [63]. 

Более 70 лет известно, что функционирование МСЖ и МСМ взаимосвязано. К первым наблюдениям, указывающим на связь между метаболизмом меди и железа (не считая метода лечения анемий солями меди, которым пользовался ещё Гиппократ), относятся данные, полученные в 1928 г., которые показали, что у крыс, длительное время вскармливаемых исключительно коровьим молоком, развивается анемия, которая излечивается только ионами меди. Был сделан вывод, что медь действует как катализатор для реакции, участвующей в образовании гемоглобина. Это наблюдение подтвердили многочисленные факты развития медьзависимой анемии у детей, вскармливаемых коровьим молоком, и у взрослых, строго придерживающихся молочной диеты. Как оказалось, это связано с тем, что коровье молоко относится к пищевым продуктам с низким содержанием меди. В дальнейшем было показано, что у свиней, содержавшихся на медьдефицитной диете, на фоне развивающейся анемии содержание железа в тканях повышается [20]. 

После выделения из сыворотки крови церулоплазмина (ЦП), голубого медьсодержащего гликопротеина, на долю которого приходится почти 95 % внеклеточной меди [14], естественно возникло предположение, что именно он участвует в метаболизме железа (образовании гемоглобина). Поиски в этом направлении показали, что внутривенное введение ЦП способствует освобождению железа из тканей эффективнее, чем соли меди. Убедительно роль ЦП в освобождении железа из клеток была продемонстрирована в опытах Осаки с соавторами, которые на перфузируемой печени собаки показали, что освобождение железа, запасённого в гепатоцитах, индуцируется только ЦП, но не апотрансферрином, аскорбатом или альбумином, предварительно насыщенным ионами меди [31]. 

Специфичность и быстрота, с которой ЦП вызывал освобождение железа из печени, позволили авторам прийти к заключению, что ЦП непосредственно участвует в освобождении железа благодаря тому, что его ферроксидазная активность создаёт концентрационный градиент, необходимый для перемещения железа из внутриклеточных мест хранения в капиллярную систему. Тщательно проведённые эксперименты in vitro на высокоочищенных препаратах ЦП подтвердили, что ЦП катализирует окисление ионов железа Fe2+ в Fe3+ и способствует превращению апотрансферрина в холотрансферрин [26]. На основании этих данных ЦП был отнесён к медьсодержащим ферроксидазам (КФ 1.16.3.1), а его участие в метаболизме железа как катализатора синтеза трансферрина до сих пор не подвергалось сомнению. 

Однако совсем недавно получены новые, генетические доказательства, свидетельствующие об участии ЦП в метаболизме железа в другом качестве. Оказалось, что ответственность за токсическое накопление железа в клетках различных органов, и в первую очередь в клетках печени и мозга, несут мутации в гене ЦП [11]. У больных, не состоящих в родственных отношениях, описаны различные мутации в гене ЦП (инсерции, делеции, нуклеотидные замены), приводящие к сдвигу рамки считывания и преждевременному появлению стоп-кодона. Все выявленные мутации локализованы на С-конце полипептидной цепи ЦП, они приводят к образованию укороченного пептида и утрате ферроксидазных свойств. У всех исследованных больных отмечено отсутствие оксидазной активности в сыворотке крови, резкое снижение содержания иммунореактивного ЦП или полное отсутствие его в крови. При этом образование холотрансферрина и поступление его в клетки через рецептор-опосредованный эндоцитоз не кажется нарушенным. Эти данные как будто неопровержимо указывают на то, что in vivo ЦП принимает участие не в синтезе холотрансферрина, а в переводе клеточного железа, запасённого в ферритине, в растворимую форму. Трудно, однако, представить, как удаётся белку сыворотки крови участвовать в процессах, протекающих в цитозоле. Несмотря на отсутствие ясности, очевидно, что связь метаболизма железа и меди у млекопитающих осуществляется через участие растворимых медьсодержащих ферроксидаз в двунаправленном переносе ионов железа через клеточные мембраны, а мутации в гене ЦП (ацерулоплазминемия) приводят к токсическому накоплению железа в клетках, которое вызывает развитие многих форм нейродегенеративных заболеваний человека [37]. 
1.3. Структурно-функциональная организация церулоплазмина 

Церулоплазмин (ЦП, ферро:О2-оксидоредуктаза, КФ 1.16.3.1) впервые был получен 57 лет назад из сыворотки крови человека. Он имеет голубой цвет и принадлежит к (2-глобулиновой фракции плазмы крови. ЦП крови относится к полифункциональным белкам: он обладает ферроксидазной, оксидазной, антиоксидантной и прооксидантной активностями, транспортирует медь к клеткам негепатоцитарных рядов и участвует в регуляции активности NO-синтазы. 

Наиболее изучен ЦП крови человека [7]. Это одноцепочечный гликопротеин с молекулярной массой 132 кДа. ЦП крови синтезируется в гепатоцитах. Зрелая молекула ЦП человека, состоящая из единственной полипептидной цепи, содержит 1046 а. о. и 3 N-связанные олигосахаридные цепи, содержащие остатки сиаловых кислот. Суммарная доля олигосахаридной части составляет ~12 %. 
Первичный продукт трансляции ЦП-мРНК печени человека и крысы, составляющей примерно 3.7 т. н., на N-конце содержит сигнальную последовательность из 19 а. о. [36] После отщепления сигнального пептида происходит котрансляционное коровое N-гликозилирование молекулы ЦП в мембранах шероховатого ретикулума. Медь встраивается в молекулу ЦП метаболически в эндоплазматическом ретикулуме (ЭР) и, по-видимому, выполняет важную роль в пространственной организации молекулы ЦП. 
Методом автоматического секвенирования установлена первичная структура ЦП крови человека [45]. Она полностью совпадает с последовательностью аминокислот, вычисленной по данным структуры полноразмерной кДНК ЦП, клонированной из экспрессионной кДНК библиотеки печени человека [18]. 
Природный ген ЦП человека картирован на коротком плече хромосомы 3 в локусе 3q23-q25, содержит 19 экзонов и превосходит по размеру ЦП-мРНК примерно в 15 раз (рис. 1.3.1). В гаплоидном наборе человека и крысы обнаружена единственная копия гена ЦП. На хромосоме 8 человека картирован процессированный псевдоген ЦП [47]. 
Показано, что ЦП подвержен спонтанной протеолитической деградации и при SDS-PAGE глобулы ЦП образуются фрагменты с молекулярной массой 110, 90, 80, 65, 48, 24 и 19 кДа [2]. Все эти фрагменты ЦП человека и крысы взаимодействуют с моновалентными поликлональными антителами. Природа этого явления не известна. Предполагают, что оно связано с доменной структурой ЦП (рис. 1.3.1). 
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Рис. 1.3.1. Доменная структура молекулы ЦП и экзон-интронная структура хромосомного гена ЦП человека 

Молекула ЦП имеет чётко выраженную доменную структуру с элементами внутримолекулярной гомологии, состоит из шести компактных доменов и содержит 6 атомов меди, которые образуют активные центры, обуславливающие его ферментативные свойства (рис. 1.3.2). Методом рентгеноструктурного анализа установлена пространственная структура молекулы ЦП человека с разрешением 3 Å и определено точное месторасположение всех шести атомов меди (рис. 1.3.2) [49]. Методом сайт-направленного мутагенеза показано, что с остатком His426 домена 3 зрелой молекулы ЦП связан лабильный 7-ой атом меди [27]. Ещё два лабильно связанных атома меди ассоциированы с доменами 4 и 6 [48]. Эти три атома меди удаляются из молекулы ЦП при обработке твёрдым хелатирующим агентом Хелекс-100 [27], что свидетельствует об их расположении на поверхности глобулы ЦП. Возможно, именно они передаются от ЦП в клетки негепатоцитарных рядов. 

[image: image2.jpg]@ o minal

O somuepnat

@ romuemimal

O ot sromsi e





Рис. 1.3.2. Доменная организация молекулы ЦП и положение атомов меди в глобуле ЦП на основе рентгеноструктурного анализа 
Атомы пронумерованы в соответствии с PDB-файлом (PDB ID 1KCW [49]). 
Атомы меди в активных центрах ЦП представлены тремя типами, отличающимися друг от друга по спектральным характеристикам: тип I — интенсивно голубой, обнаруживаемый электронным парамагнитным резонансом (ЭПР), тип II — неголубой, обнаруживаемый ЭПР, и тип III — неголубой, не обнаруживаемый ЭПР. Эти атомы, хотя и в разной степени, но прочно связаны с молекулой ЦП и не удаляются из неё Хелекс-100. Три атома меди типа I в доменах 2, 4 и 6 создают три мононуклеарных центра, оставшиеся атомы меди (II и III типа) формируют единственный тринуклеарный кластер в доменах 1 и 6 (рис. 1.3.2). 

В настоящее время известны последовательности хромосомного гена ЦП человека (Homo sapiens), шимпанзе (Pan troglodytes), крысы (Rattus norvegicus), мыши (Mus musculus), собаки (Canis familiaris) и курицы (Gallus gallus). Последовательности мРНК ЦП известны также у овцы (Ovis aries) и аквариумной рыбки данио (Danio rerio). Данные о структуре ЦП разных видов однозначно показывают, что ЦП относится к высоко консервативным белкам. Так, ЦП млекопитающих идентичны друг другу почти на 80 %. Длина зрелого полипептида ЦП колеблется от 1040 а. о. у крысы до 1087 а. о. у рыбки данио. Структурно-функциональная организация и спектрофотометрические характеристики активных центров ЦП всех классов позвоночных сходны. 

1.4. Церулоплазмин-подобные белки

В настоящее время известно несколько самостоятельных тканеспецифических растворимых внеклеточных форм ЦП (ЦП крови, ЦП желчи, ЦП ликвора, ЦП амниотической жидкости и другие) [61], несекреторные формы ЦП [52], а также несколько мембраносвязанных ЦП-подобных белков (табл. 1.4.1). В основном иммунологическими методами с помощью антител к ЦП крови человека продемонстрировано их существование, тканеспецифический синтез и получены некоторые данные об особенностях их структуры. 

Предполагают, что функции этих ЦП адаптированы к специфике метаболизма меди и железа в конкретных органах и поэтому немного отличаются друг от друга. Так, ЦП желчи, функция которого состоит в «упаковке» и выведении меди из организма, не обладает оксидазной активностью [61]. ЦП молока и плаценты, являющиеся источниками меди, соответственно, для новорождённых и эмбрионов, на 1 молекулу содержат больше слабоассоциированных атомов меди, чем другие ЦП [53]. ЦП плаценты, желточного мешка и спинномозговой жидкости участвуют в поддержании гомеостаза меди у эмбрионов и в мозгу [52]. 
Таблица 1.4.1. ЦП и ЦП-подобные белки млекопитающих 

	Белок
	Место синтеза белка
	Функция белка

	Растворимые молекулярные формы

	ЦП крови
	Гепатоциты
	Медьтранспортная, ферроксидазная, антиоксидантная, прооксидантная и пр.

	ЦП желчи
	Гепатоциты
	«Упаковка» экскретируемой меди

	ЦП молока
	Клетки молочной железы
	Источник меди для новорождённых

	ЦП амниотической жидкости
	Амниотическая жидкость
	Гомеостаз меди в тканях эмбриона

	ЦП плаценты
	Клетки каёмки
	Гомеостаз меди в тканях эмбриона

	ЦП спинномозговой жидкости
	Сосудистое сплетение
	Гомеостаз меди в мозгу (?)

	ЦП семенной жидкости
	Клетки Сертоли
	(?)

	ЦП слёз
	(?)
	(?)

	ЦП слюны
	(?)
	(?)

	ЦП-подобный несекреторный растворимый белок цитозоля
	Клетки линии CV-1
	(?)

	Мембраносвязанные формы

	ГФИ-ЦП
	Астроциты, клетки Сертоли
	Антиоксидантная, метаболизм железа (?)

	Гефестин
	Энтероциты
	Транспорт железа

	Рецептор ЦП
	Клетки негепатоцитарных рядов
	Участие в процессах поступления меди/железа в клетки, а также экскреция меди

	Мембраносвязанная ЦП-подобная внутриклеточная ферроксидаза
	Почки, сердце, мозг, плацента и др. 
	Освобождение железа из клеток (?)


Показано, что на плазматической мембране астроцитов и в лептоменингиальных клетках, выстилающих поверхности желудочков мозга, присутствует ЦП, содержащий сигнал для присоединения гликозилфосфатидилинозитолового якоря — ГФИ-ЦП, продукт альтернативного сплайсинга первичного транскрипта гена ЦП [33]. ГФИ-ЦП обнаружен также в семенниках на поверхности клеток Сертоли [9]. Мембраносвязанный ЦП обладает оксидазной и ферроксидазной активностями и является основной формой ЦП в ЦНС. Отсутствие ГФИ-ЦП в ЦНС может приводить к образованию высокотоксичных свободных радикалов, которые, возможно, провоцируют нейродегенеративные нарушения, например, болезнь Паркинсона. 
В клетках почек, сердца, мозга, а также печени взрослых крыс синтезируется внутриклеточный мембраносвязанный ЦП-подобный белок [64]. Сходный ЦП-подобный белок обнаружен также в клетках плаценты человека. Показано, что он активирует освобождение ионов железа из клеток, в то время как внеклеточный ЦП не катализирует выход ионов железа из клеток [39]. Так как мутации в гене ЦП приводят к накоплению железа в клетках, можно считать, что внутриклеточная мембранная ферроксидаза также является продуктом гена ЦП [11]. Каким образом она катализирует освобождение клеточного железа пока не известно. Установлено, что in vitro ферритин специфически связывается с ЦП [39], однако in vivo ферритин располагается в цитоплазме, а ферроксидазные центры любых ЦП-подобных белков имеют нецитозольную локализацию. Можно предположить, что в этом процессе участвует цитозольный ЦП-подобный белок, обнаруженный в клетках линии CV-1 африканской зелёной мартышки [64]. 
Помимо названных белков у млекопитающих обнаружено ещё два ЦП-подобных белка, локализованных на плазматической мембране (табл. 1.4.1). Это гефестин и рецептор ЦП (рЦП). 

Гефестин идентифицирован методом позиционного клонирования в геноме человека и мыши [10]. Белок получил название по имени мифологического бога-кузнеца Гефеста за то, что на апикальной поверхности энтероцитов экстрацеллюлярно катализирует окисление ферро-иона (Fe+2) в ферри-ион (Fe+3), способствуя всасыванию железа в безопасной форме из желудочно-кишечного тракта (ЖКТ). Гефестин экспрессируется исключительно в клетках ЖКТ, преимущественно в клетках слизистой тонкого кишечника. Мутации в гене гефестина приводят к развитию железодефицитной анемии. 

Молекула гефестина состоит из одной полипептидной цепи, которую можно рассматривать как полноразмерную молекулу ЦП с «прикреплённой» к C-концу последовательностью, содержащей трансмембранный и короткий цитозольный домены. «Церулоплазминовая» часть гефестина сохраняет все лиганды для связывания меди в активных центрах и сайты гликозилирования. Ген гефестина и у мыши, и у человека картирован на Х-хромосоме. Структурная идентичность между церулоплазминами и гефестинами внутри вида составляет более 50 %, а в «церулоплазминовой» части гефестин ещё больше похож на ЦП. Медьсодержащие активные центры ЦП и гефестина практически идентичны. Межвидовое сходство гефестинов достигает 85 % идентичности. 

Специфический мембранный рецептор ЦП впервые был обнаружен в 1984 г. во фракции плазматических мембран, изолированных из клеток аорты и сердца куриных эмбрионов по высокоаффинному и насыщающему связыванию [125I]-ЦП [44]. Затем он был найден в различных клетках негепатоцитарных рядов и в гепатоцитах эмбриональной печени. Ген рЦП не экспрессируется в энтероцитах и гепатоцитах взрослой печени [60]. Показано, что он связывает ЦП на клеточной поверхности, и это связывание необходимо для попадания меди в цитоплазму. Освобождение слабоассоциированных с молекулой ЦП ионов меди происходит экстрацеллюлярно. Оно сопряжено с транслокацией ионов меди через клеточную мембрану, подавляется батрокупроинсульфонатом и протекает эффективнее в присутствии аскорбата. Ионы меди попадают в цитоплазму, а пептидная часть молекулы ЦП обнаруживается во фракции мембранных пузырьков [65]. В них ЦП подвергается десиалированию, затем освобождается в кровоток, откуда поглощается гепатоцитами с помощью группоспецифического рецептора для асиалогликопротеинов. После эндоцитоза молекула ЦП фрагментируется, но не расщепляется, и в виде глобулы экскретируется в желчь. Приведённые данные позволяют считать, что рЦП участвует в транспорте ионов меди, слабоассоциированных с молекулой ЦП, в клетки и способствует выведению из организма ионов меди, которые даже при длительном диализе в присутствии цианистого калия не освобождаются из ЦП [60]. 

Молекулярная масса рЦП человека по данным лигандного связывания соответствует примерно 130 кДа, а крысы по данным гель-фильтрации — 150 кДа [30]. Молекула состоит из одной полипептидной цепи, содержит ~3 % разветвлённых углеводных цепей и фрагментируется в результате связывания с ЦП [62]. Сравнение пептидных карт электрофоретически чистых препаратов ЦП и рЦП выявило значительное структурное сходство, которое подтверждается способностью антител к рЦП перекрёстно взаимодействовать с ЦП [62]. 

Данные анализа сложности хромосомного гена ЦП позволяют считать, что гаплоидный набор млекопитающих содержит одну копию гена ЦП. Следовательно, все ЦП-подобные белки — продукты единственного гена. Однако они отличаются по количеству атомов меди, приходящихся на 1 молекулу, составу углеводных цепей, физико-химическим, энзиматическим и антигенным свойствам. Отсутствие полных данных о транскрипционных и белковых продуктах гена ЦП создаёт трудности в понимании биологичекой роли ЦП, а механизмы образования большинства молекулярных форм ЦП, как и их тканевая и онтогенетическая принадлежности, остаются по-прежнему неизвестными. 
1.5. Строение митохондрий 

Митохондрии — органеллы, присутствующие в цитоплазме почти всех эукариотических клеток. Они имеют разнообразную форму, их размеры колеблются в широких пределах. Количество митохондрий в клетке вариабельно и зависит от размера и типа клетки (общий объём митохондрий составлят до 25 % от общего объёма клетки). Локализуются они обычно или недалеко от мест снабжения субстратами, или там, где необходима энергия АТФ, или рядом с клеточными мембранами, через которые активно происходит транспорт [55]. 

Митохондрии содержат две мембраны, которые образуют четыре субкомпартмента (рис. 1.5.1): 
1) наружную мембрану — фосфолипидный бислой, содержащий большие количества образующего поры белка — порина, и поэтому проницаемый для небольших (меньше 10 кДа) молекул и ионов; 
2) внутреннюю мембрану, которая непроницаема для большинства ионов и образует регулярные складчатые структуры (кристы); 
3) межмембранное пространство, расположенное между этими двумя мембранами; 
4) матрикс. 
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Рис. 1.5.1. Структура митохондрий 
В мембране крист локализованы все комплексы, участвующие в переносе электронов, АТФ-синтаза, которая связана с электрон-транспортной цепью и катализирует АТФ из АДФ и фосфора. Общая площадь внутренней мембраны в 3 раза больше площади наружной, и соединений между ними не существует, а мембранное пространство поддерживается электростатическим отталкиванием между противоположно заряженными поверхностями мембран. По толщине мембраны примерно одинаковы и близки с мембранами других органелл. 
В матриксе находятся ферменты цикла Кребса, синтеза карнитина, митохондриальная кольцевая ДНК, компоненты, необходимые для её репликации, транскрипции и трансляции белков, кодируемых митохондриальным геномом и др. [59] 
1.6. Функции митохондрий 

Главная функция митохондрий состоит в захвате богатых энергией субстратов (жирные кислоты, пируват, углеродный скелет аминокислот) из цитоплазмы и их окислительном расщеплении, сопряжённом с синтезом АТФ, поэтому они являются основным поставщиком энергии для клетки. 

В митохондриях также происходит превращение пирувата в ацетил-КоА, катализируемое пируватдегидрогеназным комплексом и расщепление жирных кислот путём β-окисления. Митохондрии поставляют клетке продукты промежуточного метаболизма и действуют наряду с ЭР как депо ионов кальция, которое с помощью ионных насосов поддерживает концентрацию Са2+ в цитоплазме на постоянном низком уровне (ниже 1 мкмоль/л) [55]. В некоторых тканях митохондрии участвуют в синтезе мочевины. 
Известно, что митохондрии являются центральным звеном в контролировании клеточной жизни и смерти. Несколько событий, непосредственно влияющих на апоптоз, которые могут быть и взаимосвязаны, происходят не без участия митохондрий: 

· нарушение электронного транспорта, оксислительного фосфорилирования и выработка АТФ; 

· высвобождение цитохрома c, и других медиаторов апоптоза; 

· снижение или потеря трансмембранного потенциала митохондрии; 

· уменьшение окислительных процессов в клетке; 

· дефицит энергоснабжения про- и антиапоптотического семейства белков Bcl-2; 

· нарушение окислительного потенциала и образование пероксидов [12]. 

Различные сигналы, которые сходятся на митохондриях, чтобы запустить или ингибировать эти события, и их последующие стадии выявляют несколько главных путей организации физиологической смерти клеток. 

1.6.1. Компоненты дыхательной цепи 
Дыхательная цепь является частью процесса окислительного фосфорилирования. Компоненты дыхательной цепи катализируют перенос электронов от NADH + Н+ или восстановленного убихинона (QH2) на молекулярный кислород. Из-за большой разности окислительно-восстановительных потенциалов донора (NADH + Н+ и, соответственно, QH2) и акцептора (О2) реакция является высокоэкзергонической. Бόльшая часть выделяющейся при этом энергии используется для создания градиента протонов и, наконец, для образования АТФ с помощью АТФ-синтазы. 

Дыхательная цепь включает три белковых комплекса (комплексы I, III и IV), встроенных во внутреннюю митохондриальную мембрану, и две подвижные молекулы-переносчики — убихинон (кофермент Q) и цитохром с (рис. 1.6.1.1). Сукцинатдегидрогеназа, принадлежащая к цитратному циклу, также рассматривается как комплекс II дыхательной цепи. АТФ-синтаза иногда называется комплексом V, хотя она не принимает участия в переносе электронов [56]. 
Комплексы дыхательной цепи построены из множества полипептидов и содержат ряд различных окислительно-восстановительных коферментов, связанных с белками. К ним принадлежат флавин (флавинмононуклеотид, ФМН (FMN), или флавинадениндинуклеотид, ФАД (FAD), в комплексах I и II), железосерные центры ([Fe—S]-кластеры, в комплексах I, II и III) и группы гема (в комплексах II, III и IV). Детальная структура большинства комплексов ещё не установлена. 
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Рис. 1.6.1.1. Компоненты дыхательной цепи
1.6.2. Участие митохондрий в синтезе металлопротеидов 
Митохондрии играют важную роль в процессах биосинтеза гема и [Fe—S]-кластеров. Гем, железосодержащее тетрагидропиррольное красящее вещество, служит составной частью О2-связывающих белков (гемоглобинов) и группы железосодержащих белков (цитохромов), участвующих в переносе электронов в аэробных клетках, являясь окислительно-восстановительным кофактором в дыхательной цепи, фотосинтезе, а также в монооксигеназах и пероксидазах. В отличие от гемоглобина в этих случаях ион железа меняет валентность. На рис. 1.6.2.1, А показан гем в цитохроме с, ковалентно связанный с двумя остатками цистеина (R2) белка. Почти на 85 % биосинтез гема происходит в костном мозге и лишь небольшая часть — в печени. В синтезе гема участвуют митохондрии и цитоплазма [55]. 
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Рис. 1.6.2.1. Строение гема 

А. Окисленная и восстановленная простетические группы гема, соответственно. 

Б. Различные замещающие группы порфиринового кольца определяют тип будущего цитохрома (a, b или c). 
Далеко не всё железо внутри клеток образует хелатные комплексы с порфириновыми группами. Важное значение белков, содержащих негеминовое железо (железосерных белков), стало ясным лишь после того, как Крэйн в 1945 г. разработал метод получения больших количеств митохондрий. Было отмечено, что содержание железа в митохондриях намного превосходит его содержание в гемопротеидах. Хотя функции этих белков до сих пор не вполне выяснены, было высказано предположение, что по крайней мере шесть белков этого типа присутствуют в цепи переноса электронов, ещё три таких белка ассоциированы с флавинсодержащей сукцинатдегидрогеназой, а некоторые из них принимают также участие в фотосинтезе и в процессе фиксации азота [58]. 
Характерно, что они имеют очень небольшой молекулярный вес в пределах от 6 до 12 кДа. В настоящее время неясно, являются ли эти белки истинными переносчиками электронов, функционирующими в качестве независимых молекулярных единиц, или же они представляют собой субъединицы флавиновых дегидрогеназ. Железосерные белки эукариотов содержат обычно от двух до восьми атомов железа на молекулу и столько же остатков цистеина, специфическим образом связанных с железом (рис. 1.6.2.2). При обработке таких белков кислотой происходит освобождение серы в виде H2S [41]. 
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Рис. 1.6.2.2. Структура [2Fe—2S] и [4Fe—4S] железосерных кластеров 

1.6.2.1. Биосинтез гема 

Синтез тетрагидропиррольных колец начинается в митохондриях. Из сукцинил-КоА (на рис. 1.6.2.1.1 наверху), промежуточного продукта цитратного цикла, конденсацией с глицином получается продукт, декарбоксилирование которого приводит к 5-аминолевулинату (ALA). Отвечающая за эту стадию 5-аминолевулинат-синтаза (ALA-синтаза) (1) является ключевым ферментом всего пути. Экспрессия синтеза ALA-синтазы тормозится гемом, т. е. конечным продуктом, и имеющимся ферментом. Это типичный случай торможения конечным продуктом, или ингибирования по типу обратной связи [41]. 
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Рис. 1.6.2.1.1. Схема реакций, вовлечённых в биосинтез гема 
δ-Аминолевулиновая кислота синтезируется в митохондрии, путь синтеза до копропорфириногена III проходит цитозоле, а последующие шаги к формированию гема происходят опять в митохондрии. 
После синтеза 5-аминолевулинат переходит из митохондрий в цитоплазму, где две молекулы конденсируются в порфобилиноген, который уже содержит пиррольное кольцо (2). Порфобилиноген-синтаза (2) ингибируется ионами свинца. Поэтому при острых отравлениях свинцом в крови и моче обнаруживают повышенные концентрации 5-аминолевулината. 

На последующих стадиях образуется характерная для порфирина тетрапиррольная структура. Связывание четырёх молекул порфобилиногена с отщеплением NH2-групп и образованием уропорфириногена III катализируется гидроксиметилбилан-синтазой (3). Для образования этого промежуточного продукта необходим второй фермент, уропорфириноген III-синтаза (4). Отсутствие этого фермента приводит к образованию «неправильного» изомера — уропорфириногена I. 

Тетрапиррольная структура уропорфиринoгена III всё ещё существенно отличается от гема. Так, отсутствует центральный атом железа, а кольцо содержит только 8 вместо 11 двойных связей. Кроме того, кольца несут только заряженные боковые цепи R (4 ацетатных и 4 пропионатных остатков). Так как группы гема в белках функционируют в неполярном окружении, необходимо, чтобы полярные боковые цепи превратились в менее полярные. Вначале четыре ацетатных остатка (R1) декарбоксилируются с образованием метильных групп (5). Образующийся копропорфириноген III снова возвращается в митохондрии. Дальнейшие стадии катализируются ферментами, которые локализованы на или внутри митохондриальной мембраны. Прежде всего под действием оксидазы две пропионатные группы (R2) превращаются в винильные (6). Модификация боковых цепей заканчивается образованием протопорфириногена IX. 

На следующей стадии за счёт окисления в молекуле создаётся сопряжённая π-электронная система, которая придаёт гему характерную красную окраску. При этом расходуется 6 восстановительных эквивалентов (7). Наконец, с помощью специального фермента, феррохелатазы, в молекулу включается атом двухвалентного железа (8). Образованный таким образом гем или Fe-протопорфирин IX включается, в гемоглобин и миоглобин, где он связан нековалентно, или в цитохром с, с которым связывается ковалентно [56]. 

Известен ряд заболеваний, вызванных наследственными или приобретёнными нарушениями порфиринового синтеза, — так называемые порфирии; некоторые из них протекают очень тяжело. Многие из этих заболеваний приводят к выделению предшественников гема с калом или мочой, которая вследствие этого может быть окрашена в тёмно-красный цвет. Также наблюдается отложение порфиринов в коже. При воздействии света это приводит к образованию трудноизлечимых волдырей. При порфириях часты также неврологические нарушения. Возможно, что в основе средневековых легенд о людях-вампирах (дракулах) лежит странное поведение больных порфириями (светобоязнь, необычные внешность и поведение, употребление крови в пищу, компенсирующее дефицит гема и зачастую улучшающее состояние при некоторых формах порфирий) [55]. 

1.6.2.2. Биосинтез [Fe—S]-кластеров 

Недавние исследования на дрожжах Saccharomyces cerevisiae показали, что митохондрии эукариотов выполняют ещё одну важнейшую функцию — в них происходит созревание [Fe—S]-кластеров для всех клеточных белков, в том числе локализованных в цитоплазме [22]. 

Два белка, Isu1p и Isu2p, локализованные в митохондриальном матриксе, выполняют центральную функцию в формировании [Fe—S]-кластеров (рис. 1.6.2.2.1). Субстратом для них являются свободные ферри-ионы (Fe+3), которые белки собирают в промежуточную [2Fe—2S]-группу и передают для дальнейшего объединения в апоферменты. Во встраивании в кластер элементарной серы помогает митохондриальный белок Nfs1p, катализирующий перенос серы от цистеина. 
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Рис. 1.6.2.2.1. Рабочая модель механизма созревания [Fe—S]-кластеров в эукариотической клетке 

Красные стрелки указывают потенциальный поток электронов от Arh1p к целям через Yah1p. Транспортёр железа в митохондрии (выделен серым цветом) пока не идентифицирован. 

Митохондриальный белок Yah1p семейства ферредоксинов получает электроны от NAD(P)H-зависимой адренодоксин-редуктазы Arh1p, другого митохондриального белка. Но участие Arh1p в биосинтезе [Fe—S]-кластеров окончательно не подтверждено. 

Белки Isa1p и Isa2p содержат обязательные для своей работы цистеиновые остатки, но их функция пока не определена. Эти белки активны только в форме димера, но пока доподлинно не известно, формируют ли они гомо- или гетеродимер. Вполне возможно, что эти белки участвуют в передаче промежуточного интермедиата [2Fe—2S]-группы от Isu-белков к митохондриальным апоферментам. Возможно, белки Isa1p и Isa2p не являются обязательными компонентами биосинтеза [Fe—S]-кластеров, а просто улучшают эффективность процесса. Вероятно, в созревании промежуточного звена [2Fe—2S]-группы участвует и белок Nfu1p. 
Существуют ещё два молекулярных шаперона, участвующих в биосинтезе [Fe—S]-кластеров: белки митохондриального матрикса Jac1p и Ssq1p. Они являются гомологами белков теплового шока DnaJ/Hsp40 и DnaK/Hsp70, соответственно. Их функция тоже ещё до конца не изучена. 

Было показано, что созревание внемитохондриальных [Fe—S]-белков зависит от митохондриального мембранного потенциала (pmf — mitochondrial membrane potential), а биосинтез [Fe—S]-кластеров для этих белков происходит в митохондрии по рассмотренному выше механизму. 
Понимание этой удивительной роли митохондрий возникло в результате исследования молекулярной функции мембранного митохондриального транспортёра Atm1p, принадлежащего к ABC-суперсемейству (ATP-Binding Cassette). Митохондрии используют Atm1p, чтобы экспортировать компоненты, необходимые для сборки железосерных белков в цитоплазме. Ещё неясно, какой состав Atm1p транспортирует в цитозоль. Вероятно, [Fe—S]-кластеры заранее собираются в митохондрии и экспортируются Atm1p в цитоплазму (рис. 1.6.2.2.1). Возникает вопрос, каким образом железо в активной хелатной форме упаковывается для транспорта и защищается от разрушения, и какие белки участвуют в этом процессе. Цитозольные белки, вовлечённые в объединение [Fe—S]-кластеров в апоферменты, локализованные в цитоплазме, ещё не идентифицированы [22]. 

Митохондриальный механизм формирования [Fe—S]-кластеров высоко консервативен: белки, участвующие в этом процессе схожи и у низших, и у высших эукариотов. Многие гомологичные компоненты этой системы обнаружены в геномах прокариот и археях, что указывает на существование универсального механизма биогенеза [Fe—S]-белков у большинства видов, хотя конкретные пути биосинтеза могут и различаться [41]. 

1.7. Транспорт белков в митохондрии 

Хотя митохондрии имеют свою собственную ДНК и аппарат белкового синтеза, основная масса их белков кодируется ядерной ДНК, синтезируется в цитоплазме и транспортируется в митохондрии. Рост и функционирование митохондрии невозможны без импорта этих белков. 

Белки, импортируемые в митохондриальный матрикс, обычно поступают из цитозоля в течение одной-двух минут после их отделения от полирибосом. Белки переносятся в матрикс митохондрии через зоны слипания, связывающие внешнюю и внутреннюю мембраны. Для этого переноса требуется гидролиз АТФ, а также электрохимический градиент на внутренней мембране (рис. 1.7.1). 

Транспортируемый белок разворачивается, когда пересекает митохондриальные мембраны. Поскольку в развёрнутом состоянии и водорастворимые, и гидрофобные белки имеют сходную структуру, они могут быть перенесены с помощью общего механизма. Предполагается, что гидролиз АТФ обеспечивает энергией разворачивание молекулы белка, и что для этой реакции разворачивания необходимы некоторые гены семейства белков теплового шока hsp70 [54]. 

Белки, импортируемые в митохондриальный матрикс, почти всегда несут на N-конце сигнальный пептид длиной от 12 до 80 а. о. — сигнал доставки в митохондрии (СДМ). Но часть белков, импортируемых в митохондрии, содержит внутримолекулярный СДМ, который не удаляется в ходе переноса. Некоторые белки переносятся в митохондрии с помощью СДМ, образованного несколькими пространственными участками, которые трудно идентифицируются [35]. СДМ богаты остатками Ala (приблизительно 14 %), Arg (приблизительно 14 %), Ser (приблизительно 11 %) и Thr (у низших эукариот); мало представлены Asp, Glu, Ile, Lys и Pro [54]. 
СДМ представляет собой домен, последовательность которого способна образовывать амфипатическую α-спираль, где положительно заряженные аминокислотные остатки чередуются с гидрофобными и образуют с одной стороны положительно заряженную поверхность в подходящем окружении (кислые фосфолипиды и кардиолипин). Предполагается, что такая вторичная структура важна для специфического узнавания белками «импортной машины» митохондрий. 
В настоящее время существуют две основные теории транслокации предшественников кодируемых ядерным геномом белков в митохондрии: котрансляционная и посттрансляционная. Согласно посттрансляционной теории, связывание белков и включение их в мембрану митохондрий происходит только после окончания процесса их синтеза. Белок-предшественник отделяется от полисомы и лишь после этого импортируется в митохондрию. Согласно котрансляционной теории, импорт белков происходит одновременно с их синтезом, т. е. в процессе элонгации. В последнее время считается, что в клетке могут реализовываться как ко-, так и посттрансляционная модели импорта [28]. 
В процесс импорта белков в митохондрии вовлечены цитоплазматические факторы. In vitro было показано, что белок Hsp70 взаимодействует с белковыми предшественниками, причём эффективность связывания зависит от степени амфифильности сигнального пептида. Некоторые цитозольные факторы специфически связываются с белками-предшественниками и доставляют их к рецепторным компонентам транслокатора внешней мембраны митохондрий. Наиболее хорошо охарактеризован митохондриальный импорт-стимулирующий фактор (MSF), который был выделен из лизата ретикулоцитов кролика и клеток печени крысы [35]. 

Обе мембраны митохондрий имеют «импортные машины» — так называемые препротеин-транслокаторы (транслокаторы белков-предшественников). Транслокаторы внешней (ТОМ-комплекс) и транслокаторы внутренней (TIM-комплекс) мембран митохондрий взаимодействуют в процессе импорта друг с другом, но могут также действовать независимо одна от другой. Взаимодействие транслокаторов в процессе импорта носит динамический характер, и полностью «импортная машина» (TOM-TIM-комплекс) образуется только в момент импорта белка-предшественника [54]. 

СДМ протеолитически отщепляется в процессе транслокации или после окончательного вхождения белка в митохондрию. Чаще всего СДМ удаляется одноэтапным протеолизом, катализируемым митохондриальной пептидазой процессинга (МРР), и затем, вероятно, деградирует в матриксе до аминокислот. МРР всех организмов состоит из двух компонентов: αМРР (55 кДа) и βМРР (52 кДа). Оба компонента гетеродимера МРР необходимы для обеспечения протеолитической активности. Процессинг некоторых белков-предшественников происходит в два этапа: сначала МРР отщепляет сигнальный пептид, а затем митохондриальная промежуточная пептидаза (MIP) удаляет последующий октапептид [35]. 
Так как белок-предшественник транслоцируется через митохондриальные мембраны в развёрнутом виде, для нормального функционирования он должен свернуться в нативное состояние. В процессе сворачивания белка-предшественника принимают участие системы митохондриальных шаперонов mtHsp70/MGE [28]. 
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Рис. 1.7.1. Импорт процессированных белков в митохондрии 

Таким образом, в митохондриях протекают процессы, в которых участие ЦП, способного катализировать упаковку ионов железа в митохондриальный ферритин [21], их мобилизацию для биосинтеза [Fe—S]-кластеров [22] и адсорбцию NO [46], которая модулирует активность цитохром c-оксидазы [3], представляется вполне вероятным. 
2. Материалы и методы

2.1. Оборудование 

В работе использовано оборудование: ( центрифуга для пробирок типа «Эппендорф» CM-50 фирмы “ELMI” (Латвия); ( спектрофотометр фирмы “Beckman Coulter International” (США); ( амплификатор ДНК многоканальный МС-2 «Терцик» фирмы «ДНК-Технология» (Россия); ( камеры для вертикального и горизонтального электрофореза с необходимыми аксессуарами фирмы «Хеликон» (Россия); ( устройство для полусухого электропереноса “Semi-Phor TE70” фирмы “Hoefer Scientific Instruments” (США); ( УФ-трансиллюминатор LKB 2011 фирмы “LKB” (Швеция); ( фотокамера цифровая “Fujifilm FinePix 2650” фирмы “Fujifilm” (Япония); ( секвенатор 96-капиллярный “MegaBACE 1000” консорциума “Amersham-Pharmacia-Biotech-Molecular Dynamics” (США-Швеция); ( центрифуги Т-23 и К-24 фирмы “Yanetsky” (Германия); ( ультрацентрифуга Spinсo L2-65B с ротором SW65 фирмы “Beckman Coulter International” (США); ( весы аналитические “Adventurer” фирмы “Ohaus” (США); ( мешалка магнитная с подогревом ПЭ-6110 НПП «ПанЭко» (Россия); ( рН-милливольтметр фирмы “Beckman” (США); ( вортекс V-3 фирмы “ELMI” (Латвия); ( бета-счётчик жидкостно-сцинтилляционный “RackBeta” фирмы “LKB” (Швеция). 

Работа выполнена на белых беспородных крысах весом около 200 г, выращенных в питомнике «Рапполово» (Ленинградская область), а также их потомстве, полученном в виварии НИИЭМ РАМН. 
2.2. Материалы 

Материалы для выделения тотальной РНК: ( реактив TRIzol Reagent (TriPure Isolation Reagent) фирмы “Gibco/Invitrogen” (Великобритания); ( хлороформ, стабилизированный этанолом; ( изопропанол; ( этанол. 
Материалы для проведения ОТ-ПЦР (ЦНИИ эпидемиологии, Москва): ( M-Mlv обратная транскриптаза; ( ингибитор РНКаз; ( смесь случайных праймеров; ( смесь dNTP; ( Taq-полимераза; ( минеральное масло для ПЦР; ( праймеры PrCpRI02F и PrCpRI02R (табл. 2.2.1) на соответствующие участки гена ЦП крысы (рис. 3.3.1, А), синтезированные фирмой «Синтол» (Москва); ( праймеры для контроля прохождения ОТ-ПЦР на соседние экзоны гена (-актина Act1 и Act2 (табл. 2.2.1). 
Табл. 2.2.1. Праймеры для ОТ-ПЦР 
	Название
	Положение
	Тотж (°C)
	Нуклеотидная последовательность
	Длина, н. п.
	Длина продукта, н. п.

	Act1
	прямой
	59
	5’-GAAGATCCTGACCGAGCGTG-3’
	20
	360

	Act2
	обратный
	59
	5’-AGCACTGTGTTGGCATAGAG-3’
	20
	

	PrCpRI02F
	прямой
	60
	5’-TTCCTTCAACTATGTTCAAATGTGCTCCTT-3’
	30
	414

	PrCpRI02R
	обратный
	60
	5’-TCATTGTCTTTATCGACTTTCTCTGGTTCA-3’
	30
	


Материалы для опыта с переносом полипептидов ЦП в митохондрии: ( ауринтрикарбоновая кислота (ATA); ( циклогексимид; ( АТФ; ( ГТФ; ( креатинфосфокиназа; ( креатинфосфат; ( дитиотреитол (ДТТ); ( каждая из 19 аминокислот, исключая лейцин; ( [14C]-лейцин фирмы «Изотоп» (Чехия); ( трихлоруксусная кислота (ТХУ); ( фильтры Ватман 3ММ; ( моноспецифические поликлональные антитела к электрофоретически чистому препарату ЦП сыворотки крови крыс, полученные по технологии, разработанной в Отделе молекулярной генетики; ( вторые антитела, полученные методом высаливания сульфатом аммония из сыворотки крови козла, иммунизированного гамма-глобулинами кролика, приобретённой в Институте эпидемиологии и микробиологии РАМН (Москва); ( полиэтиленгликоль PEG 6000; ( рентгеновская плёнка фирмы “Fuji” (Япония). 

Материалы для приготовления буферов: ( неорганические соли фирмы “Merck” (Германия); ( кислоты и щёлочи фирмы «Вектон» (Санкт-Петербург); ( сахароза; ( Tris-HCl; ( ЭДТА; ( бычий сывороточный альбумин (БСА); ( Triton X-100; ( PBS; ( SDS; ( смесь ингибиторов протеаз. 

Материалы для проведения электрофорезов: ( агароза фирмы “Lachema” (Чехия); ( акриламид; ( глицерин; ( TEMED; ( ПСА; ( глицин; ( β-меркаптоэтанол; ( бромфеноловый синий; ( бромистый этидий; ( белковые и ДНК-маркеры молекулярных весов. 
Материалы для проведения иммуноблоттингов фирмы “Amersham” (Англия): ( вторые антитела сыворотки крови козла против иммуноглобулинов кролика, конъюгированные с пероксидазой хрена; ( нитроцеллюлозные мембраны ECL Hybond; ( детекционная система ECL Western blotting detection reagent (хемилюминесцентный проявитель); ( рентгеновская плёнка Hyperfilm ECL; ( сухое молоко; ( Tween-20. 
Все растворы готовили на бидистиллированной деионизованной автоклавированной воде, для работы с нуклеиновыми кислотами воду предварительно обрабатывали DEPC, освобождая от РНКаз. 
2.3. Компьютерные программы 

В работе использованы стационарные компьютерные программы: ( программа для множественного выравнивания и анализа процентной гомологии нуклеотидных и аминокислотных последовательностей, Clustal W (version 1.7), http://www.ebi.ac.uk/clustalw/; ( программа для функционального анализа нуклеотидных и аминокислотных последовательностей, в частности, для подбора праймеров, Gene Runner 3.0, http://www.methods-online.net/software/sequence_analysis/generunner.html; ( графический редактор, предназначенный для просмотра и анализа хроматограмм секвенатора, Chromas (version 1.45), http://www.technelysium.com.au/chromas.html; ( графическая программа, предназначенная для представления изображений пространственной структуры белков, нуклеиновых кислот и небольших молекул, заданных атомными координатами в файле формата PDB (Brookhaven Protein DataBank), RasMol 2.7.1, http://www.bernstein-plus-sons.com/software/rasmol/; ( пакет программ для филогенетического анализа, в частности, для вычисления значений уровня значимых и незначимых замен между нуклеотидными последовательностями, PAML (Phylogenetic Analysis by Maximum Likelihood), Version 3.0c, http://abacus.gene.ucl.ac.uk/software/paml.html. 

В работе использованы компьютерные программы в сети Интернет: ( открытая база данных GenBank, находящаяся на сайте NCBI (National Center for Biotechnology Information — Центр биотехнологической информации США), http://www.ncbi.nlm.nih.gov/; ( программа поиска открытых рамок считывания, ORF Finder (Open Reading Frame Finder), http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html; ( коллекция экспериментально определённых 3D-структур биологических макромолекул, Brookhaven Protein DataBank, http://www.rcsb.org/pdb/; ( программа, предсказывающая сигнал доставки в митохондрии, которая осуществляет поиск консенсусной последовательности на N-конце белка, причём первым а. о. должен быть метионин, MitoProt II, http://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html; ( программы, предсказывающие сигналы сортировки белка в клетке, PSORT II, http://psort.nibb.ac.jp/ и TargetP v1.01, http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/; ( программа для поиска на последовательностях неограниченной длины сайтов связывания факторов транскрипции, MatInspector V2.2, http://www.genomatix.de/; ( программа для элементарного анализа последовательности белка, http://molbiol.ru/scripts/01_18.html; ( программы поиска альтернативных сайтов транскрипции, сплайсинга, полиаденилирования, а также альтернативных промоторов компании “Softberry”, http://www.softberry.com/berry.phtml; ( программа, предсказывающая вторичную структуру белка, GOR IV, http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_gor4.html. ; ( программа, выравнивающая заданную нуклеотидную или аминокислотную последовательность с набором существующих отсеквенированных последовательностей в базе NCBI, BLAST, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
2.4. Экспериментальные методы 
2.4.1. Выделение тотальной РНК из органов крыс 

РНК из органов крыс изолировали с использованием коммерческого реагента TRIzol в полном соответствии с инструкцией производителя: ткани и органы выделяли из крыс разных возрастов и помещали в предварительно прокалённые в термостате и охлаждённые при –20 °C фарфоровые ступки. Каждые 50 мг образца гомогенизировали с помощью пестика в 1 мл реагента TRIzol (для разных тканей и органов было взято от 20 до 100 мг образца). Разрушенные клетки центрифугировали 10 мин при 12 000 g. К полученному супернатанту добавляли 0.2 мл хлороформа, стабилизированного этанолом, встряхивали 15 сек, инкубировали 10 мин при комнатной температуре и центрифугировали 15 мин при 12 000 g. Отбирали верхнюю прозрачную фазу, содержащую РНК. К ней добавляли 0.5 мл изопропанола, встряхивали 15 сек, инкубировали 10 мин при комнатной температуре, осаждая РНК, и центрифугировали 10 мин при 12 000 g. Осадок промывали 1 мл 70 % этанола, встряхивали 15 сек и центрифугировали 10 мин при 12 000 g. Осадок просушивали и разбавляли 50 мкл бидистиллированной деионизованной автоклавированной воды, содержащей DEPC. Препараты хранили при температуре –70 °C. 

2.4.2. Аналитические методы 

Концентрацию РНК измеряли спектрофотометрически при длинах волн 260 и 280 нм согласно стандартной методике [57], учитывая тот факт, что значение
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, равное 1, соответствует концентрации РНК, равной 40 мкг/мл. По соотношению оптических плотностей 
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 судили о чистоте полученной РНК. 

Концентрацию белков определяли по методу Лоури [24]. 

2.4.3. ОТ-ПЦР анализ 

Синтез кДНК с помощью обратной транскрипции проводили в 25 мкл реакционной смеси, содержащей 1 мкг тотальной РНК, 200 единиц M-Mlv обратной транскриптазы, 1 микромоль смеси случайных праймеров, эквимолярную смесь четырёх dNTP по 500 микромоль каждого, однократный ОТ-буфер к обратной транскриптазе и 25 единиц ингибитора РНКаз. Перед добавлением в инкубационную смесь РНК с праймерами отжигали в течение 5 мин при 70 °C. Реакцию проводили в течение 1 ч при 37 °C. 

ПЦР проводили в 30 мкл смеси, содержащей 1 мкл синтезированной кДНК, 1.5 единицы рекомбинантной Taq-полимеразы, эквимолярную смесь четырёх dNTP по 200 микромоль каждого, однократный ПЦР-буфер к Taq-полимеразе, по 15 пикомоль каждого из пары специфических праймеров и каплю минерального масла. 
Подбор праймеров осуществляли, используя программу “Gene Runner 3.0”. Параметры проведения реакции в каждом отдельном случае подбирали экспериментально. Для искомого продукта (рис. 3.3.1, А) начальную денатурацию проводили при 94 °C в течение 5 мин, синтез состоял из 30 циклов: денатурация при 94 °C — 1 мин; отжиг праймеров при 60 °C — 1 мин; элонгация при 72 °C — 1 мин. Последний цикл элонгации длился 7 мин. Отличия в программе для (-актина состояли лишь в температуре отжига (59 °C) и числе циклов (28). 
2.4.4. Электрофоретический анализ нуклеиновых кислот 
Гель-электрофорез нуклеиновых кислот проводили в 1 % агарозном геле: агарозе на TBE-буфере, pH 8.0. В качестве маркера использовали набор из 10 фрагментов ДНК длиной от 100 до 1000 н. п. Просмотр геля осуществляли сразу же после электрофореза с помощью УФ-трансиллюминатора и фотографировали на цифровую камеру. О качестве выделенной РНК судили по визуальному представлению бэндов, соответствующих 28S- и 16S-субъединице рибосомальной РНК. 

Вырезанный из геля амплификат секвенировали автоматически на 96-капиллярном секвенаторе “MegaBACE 1000”. Результаты сиквенса сопоставляли с теоретической последовательностью, используя графический редактор “Chromas” (version 1.45) и программу “Clustal W” (version 1.7). 

2.4.5. Электрофоретический анализ белков 

Электрофорез белков проводили в 7.5 % ПААГ в денатурирующих условиях. Основной гель содержал 7.5 % акриламид, 0.75 М Tris-HCl, pH 8.8, 0.1 % SDS, 0.625 % глицерин, 0.25 % TEMED и 0.1 % ПСА. Концентрирующий гель содержал 4 % акриламид, 0.125 М Tris-HCl, pH 6.8, 0.1 % SDS, 0.083 % TEMED и 0.1 % ПСА. Электрофорезный буфер получали трёхкратным разбавлением концентрированного буфера, содержащего 25 мМ Tris и 250 мМ глицин, pH 8.3, и добавлением SDS до 0.1 %-го. В пробы белка (не более 600 мкг) добавляли 0.25 объёма буфера нанесения, содержащего (конечная концентрация) 0.0625 М Tris-НCl, pH 6.8, 10 % глицерин, 5 % меркаптоэтанол, 5 % SDS и 0.001 % бромфеноловый синий. Пробы кипятили 2 мин при 100 °C. 

2.4.6. Иммуноблоттинг 

Белки, разделённые электрофоретическим методом в ПААГ, переносили на нитроцеллюлозный фильтр (НЦФ) методом полусухого электропереноса с помощью перпендикулярно направленного тока в прерывистой системе pH и концентраций Tris-HCl буфера в устройстве для переноса белков. Электроперенос осуществляли при силе тока, соответствующей отношению 1 мА:1 см2 геля (90 мА) в течение 1 часа. 

После переноса проводили неспецифическую забивку фильтра раствором BLOTTO (5 % раствор обезжиренного молока, приготовленный на PBS, содержащем 0.2 % Tween-20 (PBS-T)) в течение ночи при 4 °С. Затем НЦФ инкубировали с первыми антителами в течение часа. После инкубации фильтр отмывали в 2.5 % растворе обезжиренного молока, приготовленного на PBS-T, по схеме: 1 раз по 1 минуте, 1 раз по 15 минут и 2 раза по 5 минут при комнатной температуре. Затем НЦФ инкубировали со вторыми антителами, конъюгированными с пероксидазой хрена, в течение часа. После инкубации фильтр отмывали в PBS-T по схеме: 1 раз по 1 минуте, 1 раз по 15 минут и 4 раза по 5 минут при комнатной температуре. Для выявления иммунореактивных полипептидов использовали сверхчувствительный хемилюминесцентный субстрат с проявляющим раствором с последующей визуализацией на рентгеновской плёнке. 
Для последующего анализа с другими первыми антителами связавшиеся антитела удаляли инкубацией НЦФ в stripping-буфере, содержащем 62 мМ Tris-HCl, pH 6.7, 100 мМ (-меркаптоэтанол и 2 % SDS, при 50 °С в течение 30 мин с последующей отмывкой PBS-T 2 раза по 10 мин при комнатной температуре. 

2.4.7. Оптимизация системы достройки полипептидов ЦП 

Систему для достройки и накопления полипептидов ЦП получали из печени крыс. Все процедуры проводили при 4 °C. Для этого 1 г печени гомогенизировали в соотношении 1:2 в буфере A в керамической ступке (0.25 М сахароза, приготовленная на 40 мМ Tris-HCl буфере, pH 7.4, который содержал 120 мМ ацетат калия, 5 мМ ацетат магния, 5 мМ ДТТ). Гомогенат центрифугировали 40 мин при 23 000 g. Полученный супернатант использовали как систему (S23-система, или фракция, содержание белка ~30 мг/мл) для достройки и синтеза полипептидов ЦП. 
Трансляцию проводили в течение 40 мин при 35 °C в 50 мкл смеси, содержащей 25 мкл S23-фракции, 3 мМ АТФ, 1 мМ ГТФ, 0.16 мг/мл креатинфосфокиназы, 10 мМ креатинфосфата, 2 мМ ДТТ, по 40 микромолей каждой из 19 аминокислот, исключая лейцин, 2 микрокюри [14C]-лейцина, а также изменяющиеся концентрации ацетата магния или калия. Общую радиоактивность, не растворимую в горячей ТХУ, определяли на фильтрах Ватман 3ММ в 5 мкл, отобранных из инкубационных смесей, в жидкостно-сцинтилляционном бета-счётчике “RackBeta”. 
Для преципитации [14C]-ЦП к пробам добавляли 0.1 мг специфических поликлональных кроличьих антител к ЦП крысы в 200 мкл PBS (0.15 М NaCl, 20 мМ калий-фосфатный буфер, pH 7.4 (0.5 M KH2PO4 и 0.5 M K2HPO4), содержащие 0.5 % Triton Х-100 и 0.5 % SDS). Смесь инкубировали при 4 °C. Через 16 ч смесь 1 ч инкубировали при 35 °C, затем к ней добавляли 2 мг вторых антител. После инкубации в течение 4 ч при 35 °C смесь центрифугировали 10 мин при 5 000 g. Осадки ресуспенировали встряхиванием и дважды промывали PBS с ингибиторами протеаз, после чего осадок ресуспендировали в 20 мкл 2 % раствора SDS. 

2.4.8. Выделение митохондрий 

3 г печени взрослой крысы гомогенизировали в соотношении 1:10 в среде 1 (0.25 М сахароза на 3 мМ Tris-HCl буфере, pH 7.3, содержащем 0.5 мМ ЭДТА). К гомогенату добавляли ещё 2 объёма среды 1 и центрифугировали 5 мин при 1 000 g. Супернатант фильтровали через 2 слоя марли и фильтрат центрифугировали в течение 10 мин при 15 000 g. Полученный осадок ресуспендировали в 3 мл среды 2 (0.25 М сахароза на 3 мМ Tris-HCl буфере, pH 7.3), содержащей 1мг/мл (конечная концентрация) БСА, доводили общий объём средой 2 с БСА до 25 мл и центрифугировали в течение 10 мин при 15 000 g. Осадок вновь ресуспендировали в среде 2 до суммарного объёма в 1 мл, центрифугировали в условиях седиментации митохондрий 10 мин при 15 000 g и ресуспендировали до концентрации белка примерно 80 мг/мл. Все процедуры проводили при 4 °C. 
3. Результаты и их обсуждение

3.1. Выявление иммунореактивных полипептидов ЦП крысы, ассоциированных с митохондриями 

При изучении экспрессии гена ЦП в отделах мозга крыс нами было обнаружено (результаты были доложены А. В. Васиным на защите магистерской диссертации в 2003 году), что его белковые продукты локализуются в различных мембранных фракциях клетки [51]. В этих опытах в качестве негативного контроля использовали митохондрии, полученные методом дифференциального центрифугирования. Неожиданно оказалось, что в митохондриях воспроизводимо обнаруживаются иммунореактивные полипептиды ЦП. 
Данные, приведённые на рис. 3.1.1, А, показывают, что с митохондриями различных отделов мозга взрослой крысы изолируются три полипептида ЦП с приблизительными молекулярными массами 130, 110 и 65 кДа. Мы предположили, что выявляемые полипептиды ЦП принадлежат фрагментам плазматической мембраны и/или мембранам секреторного пути клетки. 

В дальнейшем для получения высокоочищенной фракции митохондрий был применён метод изопикнического ультрацентрифугирования, и из грубой фракции митохондрий мозга, семенников, печени, сердца, селезёнки, а также развивающейся и лактирующей молочной железы были получены митохондрии, лизосомы и пероксисомы. Образцы полученных органелл, выравненные по белку, были подвергнуты анализу методом сверхчувствительного хемилюминесцентного иммуноблоттинга. Результаты, представленные на рис. 3.1.1, Б, показывают, что в очищенной фракции митохондрий отсутствует 130 кДа ЦП. Однако 110 и 65 кДа полипептиды остаются связанными и с высокоочищенными митохондриями. На рисунке видно, что в митохондриях, полученных из мозга и развивающейся молочной железы, присутствуют два полипептида ЦП с молекулярной массой 110 и 65 кДа. С митохондриями печени выделяется 110-кДа полипептид ЦП, а с митохондриями семенников и молочной железы 20-го дня лактации — 65-кДа иммунореактивный полипептид ЦП. Так как молекула ЦП подвержена спонтанной ограниченной протеолитической деградации, природа которой остаётся до конца не понятой, возможно, что 65-кДа ЦП является продуктом этой деградации. В митохондриях сердца и селезёнки ЦП-подобный белок не обнаружен. В лизосомах мозга и семенников выявлены фрагменты ЦП (рис. 3.1.1, В). В пероксисомах полипептиды ЦП не выявлены (данные не приводятся). Результаты этой серии опытов позволяют считать, что с митохондриями связаны полипептиды ЦП, максимальная молекулярная масса которых соответствует 110 кДа. 

[image: image14.jpg]106, EeEREgen

81

4,

I 2 3485

1234567

123 4 56

1

2 3 4




Рис. 3.1.1. Выявление иммунореактивных полипептидов ЦП в субклеточных фракциях органов крыс 

А. Иммуноблоттинг митохондрий, полученных методом дифференциального центрифугирования: 1 — кора; 2 — мозжечок; 3 — гиппокамп; 4 — гипофиз; 5 — сосудистое сплетение. 

Б. Иммуноблоттинг митохондрий, выделенных методом изопикнического центрифугирования: 1 — мозг; 2 — семенники; 3 — печень; 4 — сердце; 5 — селезёнка; 6 — молочная железа 14 дня беременности; 7 — молочная железа 20 дня лактации. 

В. Иммуноблоттинг лизосом, полученных методом изопикнического центрифугирования: 1 — мозг; 2 — семенники; 3 — печень; 4 — сердце; 5 — почки; 6 — селезёнка. 

Г. Иммуноблоттинг субмитохондриальных фракций из мозга крыс: 1 — митопласты (матрикс + внутренние мембраны); 2 — матрикс; 3 — внутренние мембраны; 4 — наружные мембраны и межмембранное пространство. 
Слева — маркеры молекулярных масс, кДа. 
Эти данные также приводятся в магистерской диссертации Васина А. В. 
Для детального изучения локализации ЦП-подобного белка в митохондриях мозга были получены их субкомпартменты. Данные иммуноблоттинга, приведенные на рис. 3.1.1, Г, показывают, что 110-кДа полипептид присутствует в матриксе и во внутренних мембранах. 

Таким образом, показано, что в матриксе и во внутренних мембранах митохондрий мозга, печени и молочной железы присутствует полипептид ЦП с молекулярной массой примерно 110 кДа. Обе известные изоформы ЦП-мРНК программируют синтез полипептидов, содержащих на N-конце сигнальную последовательность, определяющую их поступление в люминальное пространство шероховатого ретикулума. Следовательно, они не могут локализоваться в митохондриях. Это позволило предположить, что помимо известных изоформ мРНК ЦП, кодирующих полипептиды с сигнальной последовательностью, определяющей их поступление в шероховатый ретикулум, существует неидентифицированная мРНК ЦП, трансляционные продукты которой освобождаются в цитозоль и затем доставляются в митохондрии — митохондриальный ЦП (мтЦП). 

3.2. In silico идентификация мРНК, кодирующей митохондриальный ЦП крысы (мтЦП-мРНК) 

Компьютерный поиск показал, что геном крысы, который почти полностью секвенирован, других последовательностей, гомологичных ЦП и потенциально способных определять синтез мтЦП, не содержит. Последовательно выдвигая предположения и проверяя их с помощью компьютерных методов, мы проанализировали потенциальную способность уникального гена ЦП кодировать мРНК, служащую матрицей для синтеза мтЦП. 

Возможно, что специфическая молекулярная форма мтЦП-мРНК, имеющая последовательность, определяющую синтез СДМ, образуется вследствие альтернативной транскрипции. Анализ хромосомного гена ЦП крысы с помощью программ компании “Softberry”, направленный на поиск сайтов альтернативной инициации транскрипции, а также соответствующих им промоторов, и альтернативных сайтов полиаденилирования, не выявил с высокой вероятностью ни одной формы альтернативной транскрипции, благодаря которой стало бы возможным образование новой аминокислотной последовательности ЦП. В промоторной зоне гена ЦП тоже не было выявлено последовательностей, транслируемых в одной рамке считывания с ЦП, и на расстоянии примерно 2000 н. п. от точки инициации транскрипции существующей мРНК ЦП альтернативный промотор не обнаружен. 

Можно допустить, что изоформа ЦП-мРНК, содержащая последовательность, которая обеспечит синтез СДМ, может образовываться в ходе транскрипции с внутреннего альтернативного промотора, расположенного в одном из интронов. Для проверки этого предположения вручную были составлены последовательности, начинающиеся с очередного интрона и последующих за ним экзонов гена ЦП. Затем было проведено поэтапное транслирование всех интронов хромосомного гена ЦП с прилегающими к ним экзонами с помощью программы “ORF Finder”. В интронах 2, 10 и 11 были обнаружены непротяжённые участки, транслируемые в одной рамке считывания с ЦП. В результате трансляции с этих участков могут образовываться полипептиды с молекулярной массой 109, 52 и 45 кДа (табл. 3.2.1). Совместный анализ новых N-концевых последовательностей с помощью программ PSORT II и TargetP v1.01 не обнаружил в них с высокой вероятностью никаких известных сигналов внутриклеточного сортинга белков. Проверка N-концов этих белков на присутствие СДМ по программе MitoProt II тоже не дала результата. 
Таблица 3.2.1. Аминокислотные последовательности, кодируемые интронами гена ЦП крысы в совпадающей с известным ЦП рамке считывания 

	Номер интрона
	«Новые» аминокислотные последовательности *
	Длина потенциального ЦП, а. о.
	Длина «нового» фрагмента, а. о.
	М. м. потенциального ЦП, кДа **

	2
	MLRTDYSFNYVQMCSFSNPTACCFP-132G
	953
	25
	109

	10
	MLSSNLFLSSSNFAA-617M
	458
	15
	52

	11
	MEQKCDISFFATP-687G
	386
	13
	45


* — координаты указаны по аминокислотной последовательности ЦП крысы с сигнальным пептидом; 

** — молекулярная масса вычислена с помощью расчётной программы на сайте http://molbiol.ru/. 

Теоретически наиболее подходящим кандидатом для мтЦП оказался ЦП-подобный полипептид, начало которого лежит в интроне 2. Эта новая форма ЦП содержит на N-конце последовательность MLRTDYSFNYVQMCSFSNPTACCFP, транслируемую с 3’-участка интрона 2, и фрагмент зрелой молекулы ЦП, начинающийся с 113G (или 132G, если считать по последовательности ЦП с сигнальным пептидом). Расчётная молекулярная масса этого полипептида (109 кДа) практически совпадает с молекулярной массой мтЦП, определённой методом SDS-PAGE (110 кДа) [51]. При этом новая форма не содержит сигнального пептида, а её N-концевая аминокислота — метионин. 

3.3. Теоретический анализ новой формы мРНК ЦП 

Предсказанная альтернативная форма крысиной ЦП-мРНК кодирует синтез полипептидной цепи длиной 953 а. о. Предположительно точка инициации транскрипции этой мРНК лежит внутри 2-го интрона гена ЦП крысы (рис. 3.3.1, А). В результате образуется изоформа мРНК, полностью соответствующая ЦП-мРНК крысы с 3-го экзона, программирующая полипептид, на N-конце которого содержится дополнительный участок длиной 25 а. о. (рис. 3.3.1, Б). 
А
Интрон 2 гена ЦП крысы 

... 

cacatctgat attatatagg aaattacaaa ttatacatga gggtggttac tttgtctaat
gttttTATAC AAtgatccaa aggcgagagc tttCCCATaa ttacgaaagt cacaatcatc
ctgaaatatc tgtcatgtgt gactctgtca attaccaact tagtaataat catttctgtg
atgcttacag tctccctaga cattagcctt acatttcttt tttgtgattc caaataggac
PrCpRI02F 5’-TTCCTTCAACTATGTTCAAATGTGCTCCTT-3’ (30 н., forward)
atcactaaat gtccaaagga caccactagA TGttgaggac tgactattcc ttcaactatg
                               Met-Leu-Arg-Thr-Asp-Tyr-Ser-Phe-Asn-Tyr-Va

ttcaaatgtg ctccttttct aaccccactg catgctgctt tccaG

l—Gln-Met-Cys-Ser-Phe-Ser-Asn-Pro-Thr-Ala-Cys-Cys-Phe-Pro-Gly

Экзон 3 гена ЦП крысы
                                                     G Ggccatctac

cctgacaaca ccactgattt tcaaagagcc gatgacaaac tgtttcctgg acagcagtat

ttgtacgtgc tgcgtgccaa tgagccaagt cctggcgagg gagacagcaa ttgtgtgacc

aggatttacc actctcatgt ggatgctcca aaagatattg catcaggact cataggaccg

ttgatactct gtaaaaaag

Экзон 4 гена ЦП крысы
                     g ttctctgcat aaggaaaaag aggaaaatat tgaccaagaa

ttcgtactga tgttctctgt ggtggatgaa aatctcagct ggtacctaga agataacatc

PrCpRI02R 5’-TCATTGTCTTTATCGACTTTCTCTGG TTCA-3’ (30 н., reverse)
aaaaccttct gctctgaacc agagaaagtc gataaagaca atgaagactt ccaggaaagc

aacaggatgt act

Б

Сравнение аминокислотных последовательностей 
ЦП крысы     VHVKNFASRPYTFHAHGVTYTKANEGAIYPDNTTDFQRADDKLFPGQQYLYVLRANEPSP 147
ЦП с И2      MLRTDYSFNYVQMCSFSNPTACCFPGAIYPDNTTDFQRADDKLFPGQQYLYVLRANEPSP 60
             :  .::: .   : :.. . : .  ***********************************

Рис. 3.3.1. Теоретический анализ новой формы ЦП-мРНК 

Показано начало во 2-ом интроне гена ЦП крысы предполагаемой нуклеотидной последовательности (А), программирующей синтез потенциальной полипептидной цепи (Б). Зелёным выделен инициаторный элемент и консенсусная промоторная последовательность, красным — положение старт-кодона, синим — специфические праймеры, подобранные для ОТ-ПЦР, и первый совпадающий с известным ЦП а. о. 113G. 
Полная длина интрона 2 гена ЦП крысы составляет 1719 н. п., поиск потенциального промотора, проведённый в нём, обнаружил на расстоянии 173 н. п. от ATG-кодона потенциальный сайт кэпирования, инициаторный элемент и на расстоянии 28 н. п. перед ним консенсус ТАТА-бокса (рис. 3.3.1, А и 3.3.2). В области от –200 до +200 н. п. по отношению к ТАТА-боксу программа MatInspector V2.2 выявляет присутствие коровых цис-последовательностей, взаимодействующих с такими общими активирующими инициацию транскрипции факторами, как OCT1, CEBP и CREB (рис. 3.3.2). Здесь же выявлены 2 сайта связывания факторов, обеспечивающих экспрессию генов в печени — HNF1 и HNF4, и 3 сайта связывания фактора STAT, участвующего во внутриклеточном проведении сигнала. Если промотор идентифицирован правильно, а это может быть установлено точно только в дополнительных исследованиях, то 5’-нетранслируемая область (5’-UTR) предполагаемой мРНК составляет 173 н. (рис. 3.3.2). Результаты проведённого анализа позволяют считать, что интрон 2 гена ЦП содержит все необходимые для эффективной транскрипции элементы, а идентифицированная мРНК имеет общие для эукариотических мРНК признаки. 
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Рис. 3.3.2. Координаты цис-элементов (указаны по длине интрона), предсказанных в промоторной области, расположенной в интроне 2 гена ЦП 

STAT — трансдукторы сигналинга и активаторы транскрипции; OCT1 — общий активирующий транскрипционный фактор, связывающийся с октамерами в области промотора; HNF4 и HNF1 — факторы, специфически активирующие экспрессию генов в печени; CREB/E4BP4 и CEBP — факторы, индуцируемые цАМФ. 

3.4. Идентификация мтЦП-мРНК методом ОТ-ПЦР 

Результаты, полученные методами in silico, стали основанием для экспериментального поиска предсказанной мРНК методом ОТ-ПЦР, в котором использовали высокоспецифичные праймеры длиной по 30 нуклеотидов: прямой праймер на транслируемую последовательность, лежащую в интроне 2, и обратный праймер на последовательность, расположенную в экзоне 4 гена ЦП (рис. 3.3.1, А и 3.4.1). Расчётная длина ПЦР-продукта, содержащего 3’-область 2-го интрона, полностью 3-ий экзон и 5’-область 4-го экзона, образующегося на кДНК, синтезированной на процессированном транскрипте, соответствует 414 н. п. Геномный продукт, в отличие от ожидаемого амплификата, содержит дополнительно 3-ий интрон и имеет в длину 1159 н. п. 
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Рис. 3.4.1. Схема образования зрелого транскрипта мтЦП-мРНК 
Э — экзон, И — интрон, цифры указывают порядковый номер экзонов и интронов по гену ЦП крысы. Ломаная стрелка указывает предполагаемую точку инициации транскрипции мРНК мтЦП, горизонтальные стрелки — положение подобранных для ОТ-ПЦР праймеров. 

В качестве матрицы для обратной транскрипции использовали РНК, экстрагированную из клеток печени. Результаты ОТ-ПЦР анализа показали, что зрелые транскрипты предсказанной мРНК действительно присутствуют в клетках печени взрослых крыс (рис. 3.4.2). 
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Рис. 3.4.2. Результаты ОТ-ПЦР анализа на препаратах из печени взрослых крыс 

На 1 и 2 дорожке виден ожидаемый амплификат (414 н. п.). 1 — печень крыс (температура отжига праймеров 58 °С); 2 — печень крыс (температура отжига праймеров 60 °С); 3 — контроль (проба собрана без кДНК); 4 — маркер 100—1000 н. п. 

3.5. Тканеспецифическая экспрессия мтЦП-РНК 

В дальнейшем, в качестве матриц для обратной транскрипции использовали препараты РНК, полученные из клеток различных органов крыс. Мозг, печень и семенники взяли как органы, в митохондриях которых обнаружен ЦП и образуется мРНК ЦП и/или мРНК ГФИ-ЦП. Сердце и селезёнка использованы как органы, в которых ни одна из известных форм ЦП не синтезируется, а ЦП в митохондриях не найден [51]. Помимо этого, на присутствие предсказанной мРНК были тестированы препараты РНК, выделенные из печени и мозга 3-дневных крыс. В этих органах наиболее отчётливо проявляется разница между эмбриональным и взрослым типами метаболизма меди, которая состоит в том, что у новорождённых на фоне низкой активности гена ЦП концентрация меди в печени в десятки раз выше [15], а в мозге ниже, чем у взрослых млекопитающих. В исследовании также использовали РНК лёгких взрослых крыс, в которых ген ЦП активен только в раннем постнатальном периоде [8], и РНК почек взрослых животных, в которых ген ЦП экспрессируется в течение всей жизни [52]. 
Все препараты РНК имели высокое соотношение оптических плотностей 
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 (~1.9) и по данным электрофореза в агарозном геле не содержали примесей ни ДНК, ни продуктов деградации РНК. Концентрации РНК выравнивали между собой по содержанию 28- и 16S-рРНК. Результаты ОТ-ПЦР, приведённые на рис. 3.5.1, показывают, что зрелые транскрипты предсказанной мРНК присутствуют в клетках мозга и печени взрослых крыс. У 3-дневных крыс эта мРНК ни в мозгу, ни в печени не обнаружена. В семенниках, лёгких и почках специфические ПЦР-продукты едва выявляются. В сердце и селезёнке предсказанная мРНК не найдена. 
[image: image19.jpg]



Рис. 3.5.1. ОТ-ПЦР тотальной РНК различных органов крыс 
1 — сердце, 2 — мозг, 3 — мозг 3-дневных крыс, 4 — печень, 5 — печень 3-дневных крыс, 6 — селезёнка, 7 — семенники, 8 — лёгкие, 9 — почки. 

3.6. Секвенирование амплификата из печени крыс 

ПЦР-продукт, полученный на мРНК печени, был очищен электрофорезом в агарозном геле, вырезан и секвенирован. Оказалось, что последовательность нуклеотидов полноразмерного ПЦР-продукта полностью совпадает с последовательностью предсказанной мРНК (рис. 3.3.1, А и 3.6.1). 
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Рис. 3.6.1. Участок установленной последовательности нуклеотидов ПЦР-продукта предполагаемой мтЦП-мРНК 
Данные, представленные в этой части работы, позволяют однозначно заключить, что, по крайней мере, в печени и мозге взрослых крыс в результате альтернативной инициации транскрипции с промотора, расположенного в интроне 2 уникального гена ЦП, образуется ранее не идентифицированная изоформа мРНК. Предположительно, она программирует полипептид, отличающийся от ЦП крови отсутствием 112 N-концевых а. о. и наличием на N-конце новой последовательности из 25 а. о. Этот полипептид после завершения синтеза освобождается в цитоплазму и, возможно, импортируется в митохондрии по механизму, не предусматривающему использование отщепляемого СДМ. В следующих опытах существование предсказанного полипептида в клетках печени крыс было проверено в реконструированной системе, состоящей из достроенных in vitro полипептидных цитозольных цепей, фракции S23 и изолированных митохондрий. 

3.7. Перенос цитозольных полипептидов ЦП в изолированные митохондрии печени крыс 
На первом этапе были подобраны условия, оптимальные для достройки и накопления полипептидов ЦП в системе S23. Обобщённые данные этих опытов приведены на рис. 3.7.1. Видно, что для синтеза максимального количества иммунореактивных полипептидов ЦП требуется присутствие в инкубационной смеси ионов K+ и Mg2+ в концентрациях около 100 мМ (рис. 3.7.1, А) и 3.5 мМ (рис. 3.7.1, Б), соответственно. В этих условиях линейное включение [14C]-лейцина продолжается в течение 30 мин (рис. 3.7.1, В). Для того чтобы установить, в течение какого времени в этой системе происходит реинициация трансляции, использовали ауринтрикарбоновую кислоту (ATA), специфический ингибитор инициации трансляции у эукариотов. Данные, приведённые на рис. 3.7.1, В, показывают, что ATA, добавленная в начале инкубации (точка 40 мин) на 80 % подавляет включение [14C]-лейцина. С другой стороны, ATA, добавленная за 5 мин до конца инкубации (точка 5 мин), подавляет включение [14C]-лейцина в новосинтезированные пептиды меньше чем на 20 %. При этом в течение всей инкубации полипептиды освобождаются с полирибосом равномерно (рис. 3.7.1, Г). 
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Рис. 3.7.1. Оптимизация условий синтеза и накопления полипептидов ЦП в системе S23, полученной из печени крыс 
Синтез в системе S23 проводили, как описано в п. 2.4.7. 

А, Б. Определение оптимальных для синтеза ЦП концентраций ионов калия и магния, соответственно. По оси абсцисс: концентрация ионов, мМ; по оси ординат: [14C]-радиоактивность в иммунопреципитате, имп/мин. 

В. Влияние ATA на синтез тотальных белков в системе S23. Сплошная линия — без добавок, по оси абсцисс: время инкубации, мин; пунктирная линия — через разные промежутки времени после начала инкубации добавлена ATA, все пробы инкубировали 40 мин. По оси абсцисс: время, в течение которого инкубацию проводили в присутствии ATA. Для обеих кривых по оси ординат: [14C]-радиоактивность, не растворимая в горячей ТХУ, имп/мин. 

Г. Динамика освобождения завершённых полипептидов с полирибосом в системе S23. Трансляцию останавливали через разные интервалы времени добавлением циклогексимида (100 мкг/мл). Затем смесь центрифугировали 1 ч при 100 000 g в роторе SW65 ультрацентрифуги Spinсo L2-65B “Beckman”. Общую радиоактивность, не растворимую в горячей ТХУ, определяли в супернатанте (освобождённые полипептиды) и в осадке (полипептиды, связанные с полирибосомами), предварительно солюбилизированном в 2 % Triton Х-100. Сплошная линия: супернатант, пунктирная линия: осадок. По оси абсцисс: время инкубации, мин; по оси ординат: [14C]-радиоактивность, не растворимая в горячей ТХУ, имп/мин. 
Полученные результаты позволяют считать, что система S23 подходит для накопления новосинтезированных полипептидов. 

Для того чтобы отделить предполагаемый мтЦП от ЦП, синтезирующегося с сигнальной последовательностью, достройку и накопление полипептидов осуществляли не в системе S23, а в постмитохондриальном супернатанте, который содержит фракцию S23 и мембраны ЭР. В этих условиях полипептиды ЦП, содержащие сигнальный пептид, должны в ходе трансляции секвестрироваться в шероховатый ретикулум, а полипептиды ЦП, синтезирующиеся на предсказанной мРНК, должны оставаться в цитозоле (рис. 3.7.2). 
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Рис. 3.7.2. Схема, в соответствии с которой накапливали полипептиды ЦП в цитозоле 

На следующем этапе с помощью дифференциального центрифугирования удаляли мембраны секреторного пути и получали супернатант, в котором в условиях, обеспечивающих достройку полипептидных цепей, были «накоплены» новосинтезированные полипептиды ЦП, не содержащие сигнальной последовательности. Белки супернатанта подвергали тотальному химическому мечению с помощью [125I]. Параллельно выделяли фракцию интактных митохондрий печени крыс. Далее полученный супернатант инкубировали в течение 40 минут с митохондриями печени крыс в присутствии АТФ при 0 и 35 °С (процедура доставки цитозольных белков в митохондрии). После инкубации митохондрии осаждали центрифугированием, промывали от несвязавшихся цитозольных белков, лизировали в 0.5 % SDS и 0.5 % Triton X-100 и из лизатов специфическими антителами преципитировали ЦП. Молекулярно-весовой анализ иммунопреципитата проводили методом SDS-PAGE. После электрофореза гель помещали в ванночку, засыпали PEG 6000 и оставляли на ночь, на следующий день с геля удаляли остатки PEG и экспонировали его с рентгеновской плёнкой ночь при –70 °C. Затем проявляли по стандартной методике. Радиоавтографы гелей, в которых анализировали полученные иммунопреципитаты, представлены на рис. 3.7.3. 
Видно, что в цитоплазме присутствует единственный ЦП-подобный полипептид, который не секвестрируется в мембраны секреторного пути (дорожка 1). Его молекулярная масса составляет примерно 110 кДа, что соответствует и массе полипептида ЦП, присутствующего in vivo в митохондриях, и массе предсказанного ЦП, N-конец которого кодируется последовательностью, лежащей в интроне 2 гена ЦП крысы. Этот полипептид переносится в митохондрии с затратой энергии и перенос не сопровождается уменьшением его длины (дорожка 2). Полученные результаты показали, что в митохондрии печени крыс при 35 °C переносится ЦП-подобный полипептид с молекулярной массой 110 кДа. При 0 °C переноса не наблюдали (дорожка 3). 
[image: image23.jpg]kla




Рис. 3.7.3. Импорт полипептидов ЦП, синтезированных в системе S23 с мембранами ЭР, в изолированные митохондрии печени крыс 
Радиоавтограф ПААГ после разделения в нём в денатурирующих условиях полипептидов, иммунопреципитированных антителами к ЦП. 1 — [125I]-преципитат из цитозоля; 2 — иммунопреципитат из лизата митохондрий, с которыми инкубировали [125I]-белки цитозоля в течение 40 мин при 35 °С; 3 — иммунопреципитат из лизата митохондрий, с которыми инкубировали [125I]-белки цитозоля в течение 40 мин при 0 °С. 
3.8. Поиск внутримолекулярного СДМ в мтЦП 

Так как на N-конце предполагаемого мтЦП программа MitoProt II существование СДМ не предсказывает, остаётся допустить, что он содержит внутримолекулярный или пространственный СДМ. В настоящей работе поиск СДМ проводили так: последовательно убирали в белковой последовательности по одной аминокислоте с N-конца и анализировали получившуюся структуру в программе MitoProt II. Причём для корректной работы программы на первое место всегда подставляли метионин. Такой подход позволил выявить в предполагаемом мтЦП присутствие 3 мотивов со свойствами СДМ: два с достаточно высокой вероятностью и один с более низкой (табл. 3.8.1). 
Таблица 3.8.1. Внутримолекулярные СДМ в предполагаемом мтЦП, предсказанные программой MitoProt II 

	Последовательность СДМ *
	Длина, а. о.
	Вероятность
	Координаты в мтЦП

	385SRVFFEQGATRI396
	12
	0.8407
	298-309

	756KVVYREFTDSTFRE769
	14
	0.8313
	669-682

	793AKVKVVFKNMATRPY807
	15
	0.7283
	706-720


* — координаты указаны по аминокислотной последовательности ЦП крысы без сигнального пептида. 

Как известно, пространственная организация молекулы ЦП, установленная методом рентгеноструктурного анализа в 1995 году с разрешением 3 Å при 3 °C, pH 5.65, известна только для ЦП крови человека [49]. Так как ЦП крысы практически идентичен ЦП человека и почти совпадает с ним по длине (82 % гомологии, 1040 а. о. у крысы и 1046 а. о. у человека), то можно воспользоваться данными из банка белковых структур (PDB ID 1KCW) с координатами всех атомов белка ЦП человека для демонстрации найденных СДМ в мтЦП крысы. 
С помощью программы RasMol 2.7.1 в белковой глобуле ЦП были выделены найденные три мотива (рис. 3.8.1). В двух указанных участках остатки лизина (K) и аргинина (R) располагаются на расстоянии, примерно кратном шагу α-спирали, и могут образовать на одной её стороне положительно заряженную поверхность. На пространственной модели ЦП последовательности, соответствующие предсказанным СДМ крысы, расположены вне глобулы и с одной стороны. 
Таким образом, можно допустить, что в печени крыс на предсказанной мРНК, которая может быть названа мтЦП-мРНК, синтезируется полипептид ЦП, который освобождается в цитоплазму и затем импортируется в митохондрии, используя для этого внутримолекулярный сигнал или участок. 

[image: image24.jpg]756KVVYREFTDSTFRE’¢ 793AKVKVVFKNMATRPY807





Рис. 3.8.1. Компьютерное картирование предсказываемых сигналов доставки белка в митохондрии на трёхмерной модели молекулы ЦП человека 
СДМ выделены синим цветом. Указаны остатки аминокислот, образующие положительно заряженную поверхность предполагаемых СДМ. Зелёным выделены первые 112 а. о., исчезающих в мтЦП. Малиновым цветом выделены α-спирали, жёлтым — β-слои, серым — неупорядоченные структуры. 

3.9. Анализ медьсвязывающих и ферроксидазных мотивов в мтЦП 

В результате анализа рентгеноструктурных данных из банка белковых структур (PDB ID 1KCW, [48]), содержащего информацию о пространственной организации молекулы ЦП человека, выяснилось, что ЦП содержит 8 атомов меди, два из которых — лабильны (рис. 3.9.1 и 1.3.2). В таблице 3.9.1 представлены исчерпывающие данные о сайтах связывания атомов меди (нумерация а. о. и атомов в соответствии с PDB-файлом). 
Табл. 3.9.1. Сайты связывания меди церулоплазмином человека по данным рентгеностуктурного анализа 
	Сайт
	Домен
	Атом меди
	Тип меди
	А. о., образующие сайт
	Группы, образующие с медью координационную связь 

	CU1
	2
	Cu21
	I
	His276, Cys319, His324, Leu329
	His276, Cys319, His324

	CU2
	4
	Cu41
	I
	His637, Cys680, His685, Met690
	His637, Cys680, His685

	CU3
	4
	Cu42
	Лабильный
	Glu597, His602, Asp684, Glu971
	Asp684

	CU4
	6
	Cu61
	I
	His975, Cys1021, His1026, Met1031
	His975, Cys1021, His1026

	CU5
	6
	Cu62
	Лабильный
	Glu272, Glu935, His940, Asp1025
	His940, Asp1025

	TRI
	6
	Cu31
	III
	O33, O35, His101, His103, His161, His163, His978, His980, His1020, His1022
	His163, His980, His1020, O33

	
	1
	Cu32
	III
	
	His103, His161, His1022, O33

	
	6
	Cu34
	II
	
	His101, His978, His980, O35
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Рис. 3.9.1. Пространственное расположение атомов меди в молекуле ЦП человека и их окружение 

A. Атомы меди выделены синим, молекула ЦП окрашена в соответствии со вторичной структурой её отдельных участков: α-спирали выделены малиновым цветом, β-слои — жёлтым, неупорядоченные структуры — серым. 

Б. Молекула ЦП в увеличенном масштабе. Выделены остатки аминокислот, координирующие 8 атомов меди (а. о. в тринуклеарном центре не отмечены). 

Таким образом, тринуклеарный центр в молекуле ЦП (рис. 3.9.2) образуют 1 и 6 домены (рис. 1.3.2, табл. 3.9.1), они координируют два атома меди типа III (Cu31 и Cu32) и один атом меди типа II (Cu34). Кислород O33 выступает в роли координационного мостика между парой Cu31 и Cu32, а кислород O35 — между Tyr107 и Cu34 (рис. 3.9.2). 
[image: image27.jpg]


 [image: image28.jpg]



[image: image29.jpg]


[image: image30.jpg]



Рис. 3.9.2. Тринуклеарный центр в молекуле ЦП 
А, Б. Наиболее важные расстояния между атомами в Å. 
В. Аминокислотное окружение атомов меди. 
Г. Остатки гистидина His101 и His103, участвующие в образовании кластера, которые пропадают в молекуле мтЦП крысы. 

Синим цветом выделены атомы меди, красным — атомы кислорода. 
Так как у предполагаемого мтЦП крысы отсутствуют первые 112 а. о., то у него пропадают His101 и His103, находящиеся в первом домене, участвующие в образовании тринуклеарного центра и координирующие атомы меди Cu34 и Cu32, соответственно (рис. 3.9.2, Г). Координаты этих остатков в первичной структуре ЦП крысы в точности совпадают с координатами по ЦП человека (рис. 3.9.3). 
HsCP            KEKHYYIGIIETTWDYASDHGEKKLISVDTEHSNIYLQNGPDRIGRLYKKALYLQYTDET 60

RnCP            REKHYYIGITEAVWDYASGSEEKELISVDTEQSNFYLRNGPDRIGRKYKKALYSEYTDGT 60

RnCPI02         ------------------------------------------------------------

HsCP            FRTTIEKPVWLGFLGPIIKAETGDKVYVHLKNLASRPYTFHSHGITYYKEHEGAIYPDNT 120

RnCP            FTKTIDKPAWLGFLGPVIKAEVGDKVSVHVKNFASRPYTFHAHGVTYTKANEGAIYPDNT 120

RnCPI02         ---------------------------MLRTDYSFNYVQMCSFSNPTACCFPGAIYPDNT 33

                                           :  .: : .   : :.. .      ********

HsCP            TDFQRADDKVYPGEQYTYMLLATEEQSPGEGDGNCVTRIYHSHIDAPKDIASGLIGPLII 180

RnCP            TDFQRADDKLFPGQQYLYVLRANEP-SPGEGDSNCVTRIYHSHVDAPKDIASGLIGPLIL 179

RnCPI02         TDFQRADDKLFPGQQYLYVLRANEP-SPGEGDSNCVTRIYHSHVDAPKDIASGLIGPLIL 92

                *********::**:** *:* *.*  ******.**********:***************:

Рис. 3.9.3. Выравнивание последовательностей ЦП человека (HsCP) и крысы (RnCP), а также мтЦП крысы (RnCPI02) 
Зелёным выделен участок из 25 а. о., кодируемый 3’-концом 2-го интрона гена ЦП крысы, и отсутствующий у ЦП человека и крысы. Фиолетовым выделены остатки His101 и His103, пропадающие в мтЦП. 
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Рис. 3.9.4. Пространственная структура молекулы ЦП и N-концевой участок, пропадающий в мтЦП крысы 
А. Молекула ЦП окрашена в соответствии со вторичной структурой её отдельных участков, синим выделены атомы меди в тринуклеарном центре, зелёным — участок с 1 по 112 а. о. 

Б. Молекула ЦП без первых 112 а. о. 
В. Участок с 1 по 112 а. о. молекулы ЦП, состоящий из 6 фрагментов β-структуры (жёлтый цвет), одного α-спирального участка (малиновый цвет) и неупорядоченных структур (серый цвет) 
Анализ нового N-конца в 25 а. о. в мтЦП крысы с помощью программы “GOR4” показал, что этот участок не обладает предрасположенностью к формированию какой-либо упорядоченной вторичной структуры: 
MLRTDYSFNYVQMCSFSNPTACCFP

ccccccccceeeeeeeccceeeeec

Здесь с — случайный клубок (random coil), e — вытянутая цепочка (extended strand). 
Очевидно, с заменой в молекуле ЦП 112 N-концевых а. о. (рис. 3.9.4) на короткий неструктурированный 25-аминокислотный участок, сопровождающейся исчезновением необходимых для координации остатков гистидина (рис. 3.9.2, Г), тринуклеарный центр практически не имеет шансов на сохранение в своём исходном виде (рис. 3.9.4, 3.9.5). В связи с исчезновением Нis101 и Нis103 наиболее вероятно разрушение тринуклеарного кластера с полной или частичной утратой возможности связывания в этом месте атомов меди. В то же время, участок с 1 по 112 а. о. полностью находится на поверхности молекулы ЦП (рис. 3.9.4, 3.9.5), так что его исчезновение почти не затрагивает элементов вторичной структуры, формирующих домен 1. В результате его исчезновения в гидрофобном ядре молекулы не образуется каких-либо щелей или брешей, так что общая структура глобулы сохраняется. Перестройке вторичной структуры в мтЦП, очевидно, подлежат петли, экспонированные на поверхности домена и образующие в ЦП общий β-слой с а. о. участка 1-112 (рис. 3.9.4, Б). В результате перестройки, глобула, скорее всего, становится более компактной. 
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Рис. 3.9.5. Пространственная структура молекулы ЦП и расположение тринуклеарного центра 
А, Б. Выделен участок с 1 по 112 а. о. (зелёный цвет) 
В. Участок с 1 по 112 а. о. отсутствует. Видно, что медь в тринуклеарном центре открывается растворителю. 
ЦП является единственной растворимой мультимедной оксидазой, обладающей ферроксидазными свойствами. Ферроксидазный активный центр ЦП образован остатками His295, Cys338, His343 и Leu348 по последовательности ЦП человека [49], поэтому мтЦП полностью сохраняет ферроксидазную активность. 

3.10. Предполагаемая биологическая роль мтЦП

О роли мтЦП пока можно говорить только предположительно. Возможно, она связана с участием этого белка в метаболизме железа в митохондриях, о котором в последние годы накопились важные сведения [6]. Оказалось, что все этапы синтеза [Fe—S]-кластеров для всех клеточных белков протекают в митохондриях [22]. Идентифицирован ряд генов, участвующих в этом процессе, и показано, что мутации в любом из них вызывают увеличение уровня железа в митохондриях в десятки раз. В митохондриях протекает и синтез гема, а мутация в синтетазе 5-аминолевулиновой кислоты, катализирующей конденсацию глицина и сукцинил-КоА, также приводит к токсическому накоплению железа в митохондриях [21]. Избыток ионов железа провоцирует образование свободных радикалов, которые нарушают структуру митохондриальной ДНК, а дефицит гема и [Fe—S]-кластеров приводит к снижению уровня холоферментов дыхательной цепи, каталазы, гемоглобина и др. 
Ионы железа в митохондрии поступают в форме ферро-иона (Fe+2) [19]. Для синтеза гема они сразу связываются феррохелатазой, которая встраивает их в порфириновый субстрат [6]. Напротив, ионы железа для синтеза [Fe—S]-кластеров на первом этапе связываются с субстратным белком в форме ферри-иона (Fe+3) [22]. Очевидно, что для этого необходимо окисление ферро-иона. Можно думать, что реакцию этого этапа метаболизма железа осуществляет мтЦП. 
Возможно, что это не единственная функция мтЦП. Так, при нарушении синтеза гема, а, возможно, и [Fe—S]-кластеров, ионы железа депонируются в ферри-форме митохондриальным ферритином, который кодируется процессированным псевдогеном Н-ферритина [21]. Можно допустить, что это депонирование катализирует мтЦП. Вполне вероятно, что значение мтЦП не ограничивается его предполагаемой ролью в метаболизме митохондриального железа. мтЦП как медьсодержащий белок может принимать участие и в адсорбции NO [46], которая в митохондриях модулирует активность цитохром с-оксидазы [3]. 
Встраивание ионов меди в секреторный ЦП в мембранах аппарата Гольджи [40] осуществляет АТФаза Вильсона [5], медьтранспортная АТФаза Р1 типа, являющаяся для ЦП специфическим Cu-шапероном [63]. Этот ген активен у взрослых млекопитающих в печени. Интересно, что в митохондриях найдена специфическая, укороченная с N-конца в ходе посттрансляционной модификации, изоформа АТФазы Вильсона [25]. Обращает на себя внимание то, что мтЦП, как и АТФаза Вильсона, не экспрессируется при эмбриональном типе метаболизма меди, в то время как в гепатоцитах печени взрослых млекопитающих эти гены коэкспрессируются. Таким образом, встраивание ионов меди в мтЦП, если оно имеет место, может осуществлять митохондриальная АТФаза Вильсона. 

Интересно, что в митохондриях, выделенных из культивируемых клеток человека, высокомолекулярных полипептидов ЦП не найдено. Однако компьютерный поиск СДМ в ЦП-подобных последовательностях геномов в открытой базе данных GenBank обнаружил СДМ длиной 66 а. о. с вероятностью 0.9505 на N-конце псевдогена ЦП человека. Этот сигнал возникает в результате вставки 4 нуклеотидов в области, соответствующей экзону 12 гена ЦП. В центре молекулы расположен мотив His-X-His, характерный для медьсодержащих оксидаз. В результате замены пролина в положении 923 по последовательности ЦП (без сигнального пептида) на гистидин возникает пространственный сэндвич с зеркальной симметрией имидазольных колец His93 и His183, потенциально способный координировать ион меди. Методом ОТ-ПЦР в культивируемых клетках человека линий Hep G2 и HuTu 80 обнаружен продукт транскрипции псевдогена ЦП [50]. Потенциальные белковые продукты псевдогена ЦП найдены в культивируемых клетках линии HuTu 80. 

В геноме шимпанзе тоже был найден псевдоген ЦП, почти идентичный таковому у человека. С помощью программы “PAML” был проведён анализ соотношения синонимических и несинонимических замен между нуклеотидными последовательностями найденных псевдогенов ЦП. Оказалось, что в псевдогенах ЦП человека и шимпанзе относительное число замен в транслируемых участках ниже, чем в целом по последовательности (число замен на нуклеотидный сайт 0.008152 и 0.015483, соответственно). С осторожностью это можно отнести на счёт действия отбора. Вычисляемые продукты псевдогенов ЦП приматов значительно короче мтЦП крысы, который практически соответствует ЦП крови. 
Приведённые данные позволяют предположить, что мтЦП является частью протеома более чем у одного вида млекопитающих. При этом вероятно, что у разных филогенетических групп млекопитающих мтЦП кодируется разными участками геномов (в геномах других позвоночных псевдогены ЦП не найдены). Однако экспериментальные данные о ЦП митохондрий других видов недостаточны для более определённых заключений. Хоть функция мтЦП до конца не известна, но о его биологической важности можно судить по его встречаемости у разных видов и потенциальной потребности митохондрий в его активности. 

Если мтЦП действительно является частью протеома клеток млекопитающих, а мы получили вполне убедительные доказательства этому, его изучение представляется важным, так как нарушение экспрессии мтЦП может влиять на гомеостаз железа в митохондриях. Уже получены прямые доказательства, что локальное нарушение гомеостаза железа в митохондриях вследствие мутаций в генах, контролирующих синтез гема и [Fe—S]-кластеров, является причиной таких тяжёлых заболеваний человека, как Х-сцепленная сидеробластомная анемия [21] и атаксия Фридрейха [17]. Очевидно также, что даже незначительные нарушения гомеостаза железа в митохондриях, в том числе и связанные с метаболизмом меди [32], приводят к активации митохондрий-опосредованного апоптоза [43] и гибели нейронов, вызывая нейродегенеративные заболевания. 
Выводы

1. В митохондриях печени, мозга, а также развивающейся молочной железы крыс присутствует ЦП-подобный белок с молекулярной массой 110 кДа — митохондриальный церулоплазмин (мтЦП). 

2. Синтез изоформы ЦП с такой молекулярной массой может быть программирован мРНК, которая предположительно транскрибируется с промотора, расположенного в 3’-области интрона 2 гена ЦП крысы. 
3. Предполагаемый мтЦП вместо 131 а. о. на N-конце содержит 25 а. о., которые никаких известных сигналов внутриклеточной локализации не содержат. В предполагаемом мтЦП с высокой вероятностью найдено 3 внутренних мотива со свойствами СДМ. 
4. Все участки, определяющие ферроксидазную активность ЦП, в мтЦП сохраняются. В связи с исчезновением Нis101 и Нis103 в молекуле мтЦП наиболее вероятно разрушение тринуклеарного центра с полной или частичной утратой возможности связывания в этом месте атомов меди. 
5. Вычисленная in silico мРНК, по данным ОТ-ПЦР анализа, присутствует в клетках мозга и печени взрослых крыс. По данным прямого секвенирования ПЦР-продукт соответствует предсказанной мРНК мтЦП. Экспрессия мРНК мтЦП тканеспецифична и характерна только для взрослого типа метаболизма меди. 
6. В клетках печени крыс синтезируется 110-кДа полипептид ЦП, который не секвестрируется в мембраны шероховатого ретикулума и в реконструированной системе без изменения длины молекулы в энергозависимой манере переносится в митохондрии, используя для этого внутримолекулярный сигнал или участок. 
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