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Изучение системы протеолиза требует использования модельных организмов. При 
доклинических испытаниях и отработке лечебных технологий обычно используются 
млекопитающие (мыши, свиньи, обезьяны). Однако из-за этических причин и дороговизны их 
применение сокращается. В то же время эксперименты на клеточных культурах не решают многие 
проблемы межклеточного взаимодействия в тканях организма, требуют специального 
оборудования, реагентов и специалистов морфологов. Цель работы: выявить процент
идентичности (молекулярно-структурной гомологии) 26 протеолитических ферментов 
лизосомальной и нелизосомальной локализации у 9 модельных организмов по отношению к 
человеку. В результате проведенных исследований получены данные о среднем уровне 
молекулярно-структурной гомологии 7 лизосомальных протеолитических ферментов и 14 
нелизосомальных протеолитических ферментов пресноводного легочного моллюска Biomphalaria 
glabrata по отношению к человеку {Homo sapiens). Результаты исследования обосновывают 
целесообразность использования легочных пресноводных моллюсков как модельных организмов в 
изучении системы протеолиза, а также использование их протеолитических ферментов в пищевой 
промышленности и медицине.
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Введение. Модельные организмы используются для изучения биологических и 
патологических процессов, которые трудно или невозможно исследовать у более сложных 
организмов. Логика использования модельных организмов основана на признании того, что жизнь на 
Земле развилась эволюционно из общих предков. Это означает, что генетические, клеточные и 
биохимические механизмы являются общими для всех живых существ от бактерий до человека. 
Многие важные молекулы и процессы возникли относительно рано и были усовершенствованы в 
более сложных организмах. Поэтому выводы, полученные при изучении молекул и процессов в очень 
простых организмах, могут иметь важное значение для патогенеза и лечения болезней человека. В 
экспериментальных исследованиях используют более 100 модельных организмов от одноклеточных 
до высших млекопитающих. Важнейшим критерием отбора модельных организмов для человека 
является наличие родственных нуклеотидных последовательностей. Общий размер генома свиньи 
составляет 2,8 млрд пар нуклеотидов и содержит 21 640 генов, кодирующих белки. Генетическое 
сходство ДНК свиней и человека составляет более 98%. Размер генома мыши 2,5 млрд пар 
нуклеотидов и содержит 23 139 генов, кодирующих белки. Генетическое сходство ДНК мыши и 
человека составляет более 95%. Геном рыбок Danio rerio (зебрафиш) состоит из 1,4 миллиарда пар 
оснований и содержит более 26 000 генов, кодирующих белки. Генетическое сходство ДНК зебрафиш 
и человека составляет 73%. По данным Бостонского генеалогического университета, а также научным 
публикациям можно выделить три группы модельных организмов по уровням сходных участков 
геномов с геномом человека: шимпанзе, свинья, мышь, собака (98,8-80%), зебрафиш, слизняки, 
цыплята, моллюски, плодовая муха (73-61%), растения, нематода, дрожжи (50-26%) [1, 2, 3]. 
Несмотря на довольно низкое сходство между геномами человека и рыбками зебрафиш, многие 
системы этих организмов, в частности, сердечно-сосудистая система, взаимодействуют с 
низкомолекулярными соединениями аналогичным образом. Рыбки зебрафиш используются при 
исследовании фармакокинетики и токсичности препаратов. Известен широкий перечень 
патологических состояний, воспроизводимых и изучаемых с помощью рыбок: трансгенные модели
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рака, модели инфаркта миокарда, воспаления и врожденной недостаточности системы иммунитета 
позвоночных, туберкулеза, мышечной дистрофии, остеопороза, диабета, ожирения и др. Методами 
генной инженерии могут быть разработаны линии Danio rerio, специфично имитирующие различные 
заболевания человека [4].

В республике Беларусь в качестве модельных организмов используются легочные 
пресноводные моллюски в нейробиологии для изучения организации нервных центров [5, 6], 
процессов радиоадаптации моллюсков в загрязненных водоемах [7], роли антиоксидантных систем 
при действии стрессовых факторов [8], действия тяжелых металлов на жизнеспособность моллюсков 
[9], оценки биоэкологического состояния поверхностных вод и моделирования нарушений обмена 
аминокислот и глюкозы [10].

Для отбора и использования модельных организмов существуют международные и 
национвальные критерии, которые имеют законодательный характер. Эти критерии включают 
правило 3R (Replacement - замена, Reduction - сокращение, Refinement - уточнение). «Замена» 
включает использование компьютерных моделей, неживых тканей и клеток, а также замену 
животных «высшего порядка» (приматов и млекопитающих) животными «низшего» порядка 
(например, хладнокровными животными, беспозвоночными). «Сокращение» относится к 
мероприятиям по минимизации количества животных, используемых в ходе эксперимента. 
«Уточнение» относится к попыткам сделать экспериментальный план максимально безболезненным и 
эффективным, чтобы свести к минимуму страдания модельного животного. В 2004 году был введен 
термин «деградом», который включает перечень протеолитических ферментов, используемых для 
деградации тканей модельного организма: 626 белков вошли в состав деградома крысы и 561 белок - 
в деградом человека [11].

Цель. Выявить процент идентичности (молекулярно-структурной гомологии) 26 
протеолитических ферментов лизосомальной и нелизосомальной локализации у 9 модельных 
организмов по отношению к человеку.

Материалы и методы. Материалом для сравнения послужили аминокислотные и 
нуклеотидные последовательности следующих организмов: человек разумный (Homo sapiens), свинья 
(Sus Scrofa), мышь домовая (Mus musculus), курица домашняя Gallus gallus), зебрафиш (Danio rerio), 
плодовая муха (Drosophila melanogaster), нематода (Caenorhabditis elegans), пекарские дрожжи 
(Saccharomyces cerevisiae), резуховидкаТаля (Arabidopsis thaliana) и биомфалярия глабрата 
(Biomphalaria glabrata).

Поиск и отбор нуклеотидных последовательностей, кодирующих белки человека, 
осуществлялся на сервере https://www.ensembl.org; поиск гомологичных последовательностей для 
модельных организмов осуществлялся на сервере https://www.ncbi.nlm.nih.gov при помощи ресурса 
BLAST; описание белков для человека было взято с ресурса https://www.uniprot.org; парное 
выравнивание и сравнение последовательностей выполнено при помощи ресурса
https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/.

В работе использован следующий алгоритм: поиск нуклеотидной последовательности —> 
построение аминокислотных последовательностей сравниваемых белков —> их парное выравнивание 
и оценка степени гомологии первичных структур NS (нуклеотидные последовательности) AAS 
(аминокислотные последовательности) —*■ оценка третичных структур по архитектуре молекул и их 
доменной организации. Исследование мотивов и строения активных центров ферментов не входило в 
задачи данной работы.

Проведён анализ 26 протеолитических ферментов (в скобках курсивом обозначены гены) из
них:

12 ферментов локализованы в лизосомах: ЕС:3.4.16.5 - CathepsinA (CTSA), ЕС:3.4.18.1 - 
Cathepsin Z (CTSZ), ЕС:3.4.21.79 - Granzyme В (GZMB), EC:3.4.22.1 - Cathepsin В (CTSB), 
EC:3.4.22.15 - Pro-cathepsinL (CTSL), EC:3.4.22.16 - Pro-cathepsin H (CTSH), EC:3.4.22.27 - Cathepsin S 
(CTSS), EC:3.4.22.34 - Legumain (LGMN), EC:3.4.22.38 - Cathepsin К (CTSK), EC:3.4.22.41 - Cathepsin 
F (CTSF), EC:3.4.22.42 - Cathepsin O (CTSO), EC:3.4.23.5 - Cathepsin D (CTSD);

14 ферментов не локализованы в лизосомах: ЕС:3.4.17.1 - Carboxypeptidase Al (СРА1); 
ЕС:3.4.17.2 - Carboxypeptidase В (СРВ1); ЕС:3.4.24.56 - Pitrilysin (PITRM1); EC:3.4.13.19 - Dipeptidase 
(DPEP1); EC:3.4.24.B18 - ATP-dependent zincmetalloprotease (YME1L1); EC: 3.4.24.11 - Neprilysin 
(MME); EC:3.4.24.106 - Hepsin (HPN); EC:3.4.21.4 - Trypsin (PRSS); EC: 3.4.22.36 - Caspase 1 (CASP1); 
EC:3.4.22.56 - Caspase 3 (CASP3); EC:3.4.22.60 - Caspase 7 (CASP7); EC:3.4.22.61 - Caspase 8 (CASP8); 
EC:3.4.22.52 - Calpain 1 (CAPN1); EC:3.4.22.53 - Calpain 2 (CAPN2).
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Результаты и их обсуждение. В таблице 1 представлены результаты сравнительного 
биоинформатического анализа 12 ферментов, локализованных в лизосомах, которые относятся к 
подклассу пептидазы.

Табл. 1. Оценка гомологии первичных структур протеолитических ферментов локализованных в
лизосомах исследуемых организмов

Фермент Покрытие Модельные организмы
Гомология,
%

Sus
Scrofa

Mus
musculus

Gallus
gallus

Danio
rerio

Caenorhabditis
elegans

Arabidopsis
thaliana

Biomphala 
ria glabrata

Cathepsin А QC 95 95 93 93 94 86 98
Ident 90,20 88,70 68,06 50,55 40,81 36,12 52,59

Cathepsin Z QC 94 91 91 91 82 84
Ident 85,66 85,30 75,36 67,74 61,11 67,97

Granzyme В QC 92 93 91 91
Ident 72,73 69,70 38,53 27,27

Cathepsin В QC 98 95 100 97 97 92 97
Ident 81,49 80,00 77,06 72,51 47,94 44,62 55,36

Pro-cathepsin
L

QC 100 100 62 77 91 96
Ident 78,74 72,07 28,40 67,56 51,13 52,28

Pro-cathepsin
H

QC 100 100 92 91
Ident 88,06 82,99 74,43 67,54

Cathepsin S QC 100 100 94 94
Ident 84,59 73,80 70,29 58,92

Legumain QC 100 100 99 98 93 89
Ident 84,76 82,99 72,92 65,89 42,13 48,09

Cathepsin К QC 100 100 95 86
Ident 95,45 86,63 74,52 62,24

Cathepsin F QC 100 95 92
Ident 80,53 75,43 49,35

Cathepsin 0 QC 86 90 85 85 86
Ident 86,28 76,55 70,25 58,27 41,64

Cathepsin D QC 100 96 93 94 33
Ident 86,65 82,46 68,99 66,75 53,62

Процент гомологии первичных структур ферментов, локализованных в лизосомах, по 
сравнению с человеком для свиньи составил от 72,73% до 95,45%, для домовой мыши от 69,70 до 
88,70%, для домашней курицы от 28,40% до 77,06%, для рыбки зебрафиш от 38,53% до 72,51%, для 
плодовой мухи 53,09%, для нематоды от 40,81% до 61,11%, для растения резуховидки Таля от 36,12% 
до 44,62% и для моллюска биомфалярии глабрата от 27,27% до 67,97%.. Для пекарских дрожжей 
совпадений не найдено,

В таблице 2 представлены результаты сравнительного биоинформатического анализа 14 
протеолитических ферментов, которые не локализованы в лизосомах.

Табл. 2. Оценка гомологии первичных структур протеолитических ферментов не 
локализованных в лизосомах исследуемых организмов

Фермент Покрытие Модельные организмы
Г омология, 

%
Sus

Scrofa musculus
Gallus
gallus rmo

Drosophila
melanogaster

Caenorhabditis
elegans

Biomphalaria
glabrata

Carboxypeptidase
Al

QC 96 69 95 96 60
Ident 85,75 82,22 72,95 61,54 37,83

Carboxypeptidase
В

QC 100 100 96 94 59
Ident 85,34 84,16 59,17 58,94 36,02

Pitrilysin QC 95 100 100 99 93
Ident 80,63 86,60 76,37 67,90 45,72

Dipeptidase QC 95 95 88 90 88
Ident 91,33 73,10 68,12 60,11 53,46

ATP-dependent
zincmetalloprotease

QC 100 100 99 86 66 78
Ident 96,65 94,83 84,00 80,15 50,00 44,47

Neprilysin QC 100 100 100 92 93 74
Ident 93,60 94,13 78,80 41,17 36,83 40,41
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Hepsin QC 96 99 90 63 57
Ident 92,09 88,68 53,83 38,57 37,35

Trypsin oc 99 93 91 75 90
Ident 80,43 79,13 68,87 67,54 34,17

Caspase 1 ОС 100 100 71 67 45
Ident 72,52 62,13 47,89 43,21 28,65

Caspase 3 ___QC___ 100 100 95 86 87
Ident 88,45 86,64 66,42 61,41 50,41

Caspase 7 QC 100 22 100 97 85
Ident 87,38 82,16 70,65 66,01 31,12

Caspase 8 QC 99 96 99 98 92
Ident 72,78 65,57 57,00 40,24 40,00

Calpain 1 oc 100 100 100 99 94 67 94
Ident 94,69 89,08 81,82 69,96 44,03 48,69 45,02

Calpain 2 OC 100 100 96 100 95 96
Ident 94,71 92,44 82,10 66,43 43,84 44,99

Процент гомологии для свиньи составил от 72,78% до 96,65%, для домовой мыши от 62,13% 
до 94,83%, для домашней курицы от 47,89% до 84,00%, для рыбки зебрафиш от 40,24% до 80,15%, 
для плодовой мухи от 38,57% до 44,03%, для нематоды от 36,83% до 50,00% и для биомфалярии 
глабрата от 28,65% до 53,46%. Для пекарских дрожжей и для растения резуховидки Таля совпадений 
не найдено.

В результате биоинформатического сравнения протеаз модельных организмов наиболее 
высокая степень гомологии характерна для свиньи (Sus Scrofd), домовой мыши (Mus musculus), 
домашней курицы (Gallus gallus), рыбки зебрафиш (Danio rerio) и средний уровень гомологии для 
легочного пресноводного моллюска биомфалярия глабрата (Biomphalaria glabrata), низкий процент 
гомологии характерен для плодовой мухи (Drosophila melanogaster) и резуховидки Таля (Arabidopsis 
thaliana), гомология практически не была выявлена у пекарских дрожжей (Saccharomyces cerevisiae).

При попарном выравнивании аминокислотных последовательностей ферментов исследуемых 
организмов была выявлена высокая частота совпадений сайтов связывания. Вследствие этого можно 
полагать о выполнении ферментами однотипных функций.

Заключение. Результаты исследования обосновывают целесообразность использования 
легочных пресноводных моллюсков как модельных организмов в изучении системы протеолиза. 
Ближайшим родственником биомфалярии глабрата (Biomphalaria glabrata) с аннотированным 
геномом являются два вида моллюсков, широко распространенных в поверхностных водах 
Республики Беларусь, отличающиеся по типу транспорта кислорода: прудовик (Lymnaea stagnalis) и 
роговая катушка (Planorbarius corneus). Они чувствительны к действию неблагоприятных 
экологических
факторов в водных средах обитания. У них описаны изменения по 
типу метаболического синдрома, развивающегося у человека при действии стрессовых факторов, а 
также воспроизводятся признаки экспериментального поражения гепатопанкреаса [10, 12]. При 
введении этих животных в аквакультуру возможно использование их протеолитических ферментов в 
пищевой промышленности и медицине.
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SELECTION OF MODEL ORGANISMS FOR BIOMEDICAL STUDIES THROUGH THE STUDY 
OF THE MOLECULAR-STRUCTURAL HOMOLOGY OF PROTEOLITIC ENZYMES

Vitebsk State University named by P.M. Masherova 

Summary

The study of the proteolysis system requires the use of model organisms. Mammals (mice, pigs, 
monkeys) are usually used in preclinical trials and development of therapeutic technologies. However, due to 
ethical reasons and high cost, their use is declining. At the same time, experiments on cell cultures do not 
solve many problems of intercellular interaction in body tissues; they require special equipment, reagents, 
and morphologists. Purpose of the work: to reveal the percentage of identity (molecular structural homology) 
of 26 proteolytic enzymes of lysosomal and non-lysosomal localization in 9 model organisms in relation to 
humans. As a result of the studies, data were obtained on the average level of molecular structural homology 
of 7 lysosomal proteolytic enzymes and 14 non-lysosomal proteolytic enzymes of the freshwater lung 
mollusk Biomphalaria glabrata in relation to humans (Homo sapiens). The results of the study substantiate 
the expediency of using pulmonary freshwater mollusks as model organisms in the study of the proteolysis 
system, as well as the use of their proteolytic enzymes in the food industry and medicine.

Key words: model organisms, proteolytic enzymes, nucleotide sequences, amino acid sequences, 
human, freshwater lung molluscs, house mouse, pig, domestic chicken, Danio rerio, fruit drosophila, 
nematode, baker's yeast, Tal's clover.


