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ФЕРМЕНТОВ В ИЗУЧЕНИИ МЕХАНИЗМА ПРОТЕОЛИЗА И ЕГО РЕГУЛЯЦИИ

Аннотация. В современной медицине животные рассматриваются как модельные организмы для различных 
патологий при доклинических испытаниях и источники биологического материала для заместительной терапии. 
Целью исследования явился сравнительный анализ степени гомологии протеолитических ферментов у человека 
и легочных пресноводных моллюсков. В ходе исследования установлено, что гомология ферментов по нуклеотид­
ным последовательностям у человека и легочных пресноводных моллюсков при анализе нерегулируемого протео­
лиза составляет 66-68 %; регулируемого протеолиза -  69-76 %; убиквитин-подобных модификаторов -  78-83 %; 
внеклеточных ферментов -  67-76 % и внутриклеточных ферментов -  65-72 %. Эволюционный консерватизм про­
теолитических ферментов позволяет использовать этих животных в качестве дешевых и удобных в содержании 
тест-организмов и обосновывает целесообразность формирования аквакультуры моллюсков, для получения из их 
тканей белковых ферментативных препаратов протеолитического действия в рамках задач биофармацевтики, кос­
метики и пищевой промышленности.
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OF PROTEOLYSIS MECHANISM AND ITS REGULATION

Abstract. The actual problem of experimental medicine is the substantiation of new model organisms that meet modern 
requirements of bioethics, cost and conditions of detention. The aim of this work was a comparative analysis of the homology 
degree of proteolytic enzymes in humans and pulmonary freshwater mollusks. The homology of enzymes in nucleotide se­
quences in humans and pulmonary freshwater mollusks in the analysis of unregulated proteolysis is 66-68 %; regulated prote­
olysis -  69-76 %; ubiquitin-like modifiers -  78-83 %; extracellular enzymes -  67-76 %; and intracellular enzymes — 65-72 %. 
The evolutionary conservatism of proteolytic enzymes and the presence of an open blood circulation, which allows the sub­
stances under study to be delivered from the hemolymph directly to target cells, make it possible to use these animals as cheap 
and convenient test organisms. The practical importance of a sufficiently high homology degree of proteolytic enzymes in 
humans and pulmonary freshwater mollusks justifies the expediency of forming mollusk aquaculture to obtain proteolytic 
enzyme protein preparations from their tissues within the framework of the tasks of biopharmaceuticals, cosmetics and the 
food industry.
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Введение. Около 5 % генома многоклеточных организмов обеспечивает кодирование фер­
ментов протеолиза. Они присутствуют практически во всех клетках и биологических жидкостях 
организма. Генотип организмов выражается в фенотипе, т. е. в спектрах белков. Белки протеоли- 
тически расщепляются для обеспечения важнейших функций клеток, тканей и организма. Про­
теолитические ферменты относятся к классу гидролаз, которые расщепляют пептидную связь 
между аминокислотами в белках. В настоящее время согласно международной базе MEROPS 
12.0 (https://www.ebi.ac.uk/merops/whatsnew.shtml) пептидазы и протеиназы (протеазы) подразде-
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ляются на семь семейств на основе природы каталитических центров: аспарагиновые -  тип А 
(впервые описаны в 1993 г.), цистеиновые -  тип С (1993 г.), сериновые -  тип S (1993 г.), металло -  
тип М (1993 г.), треониновые -  тип Т (1997 г.), глутаминовые -  тип G (2004 г.), аспара- 
гин-пептид-лиазы (2010 г.). К аспарагиновым протеазам относят катепсины D, Е, ренин, пепсин, 
пресенилины и др.; к цистеиновым протеазам -  каспазы, катепсины, кальпаины, амидофосфори- 
бозилтрансфераза и др.; к сериновым -  панкреатические ферменты, эластаза, нуклеопорин, лак- 
тоферрин, калликреины, олигопептидазы и др.; к металлопептидазам -  амино- и карбоксипепти- 
дазы, АДАМ и др.; к металлопротеиназам относят цинк-зависимые ферменты межклеточного 
матрикса (коллагеназы, желатиназы, стромелизины); к треониновым -  протеасомные ферменты; 
к глутаминовым -  кислые нечувствительные к пепстатину протеазы -  эколизины; к аспара- 
гин-пептид-лиазам -  белки оболочек вирусов, аутотранспортерные белки, интеин-содержащие 
белки. К семейству U относят неизвестные и плохо изученные протеиназы [1-3].

Цели протеолиза: 1) посттрансляционный процессинг (препроальбумин —> проальбумин —> 
альбумин); 2) удаление инициирующего метионина, что определяет период полужизни белка 
(правило N-конца); 3) удаление сигнального пептида после целевого транспорта белка через мем­
брану; 4) расщепление бел ков-предшественников для формирования специфичных молекул 
(биорегуляторов, каскад свертывания крови, система комплемента); 5) внеклеточное (пищеваре­
ние) и внутриклеточное расщепление белков (лизосомы -  аутофагия неселективный путь, при 
наличии пептидной последовательности KFERQ селективный путь; протеасомы -  убиквитини- 
рование и АТФ-зависимый протеолиз); 6) «сотовая» регуляция путем активации или дезактива­
ции ферментов метаболических и сигнальных путей, факторов транскрипции и рецепторов; 
7) управление клеточным циклом через протеолиз циклинов убиквитин-опосредованным протео­
литическим путем; 8) каспазы -  протеолитические ферменты апоптоза; 9) аутопротеолитиче­
ское образование доменов фактора фон Виллебранда типа D, домена FrpC Neisseria meningitidis, 
разрыва связи Gly-Ser в подмножестве доменов белка спермы и др.; 10) самопереваривание тка­
ней при панкреатите, активация лизосом при сахарном диабете, ревматоидном артрите, развитие 
болезни Альцгеймера и др.; 11) протеазы могут регулироваться антипротеазами или ингибитора­
ми протеаз, и дисбаланс между протеазами и антипротеазами может приводить к заболеваниям, 
например, к разрушению тканей легких при эмфиземе. Такое разнообразие протеолитических фер­
ментов обеспечивает их участие в судьбе, локализации и активности многих белков, управлении 
белок-белковыми взаимодействиями, создании новых биоактивных молекул, внесении вклада 
в обработку клеточной информации посредством генерирования, преобразовывания, усиления 
или отмены молекулярных сигналов. Как прямой результат этих множественных действий, про­
теиназы влияют на репликацию и транскрипцию ДНК, пролиферацию и дифференцировку 
клеток, морфогенез и ремоделирование тканей, тепловой шок, ангиогенез, нейрогенез, овуля­
цию, оплодотворение, заживление ран, мобилизацию стволовых клеток, гемостаз, свертывание 
крови, воспаление, иммунитет, аутофагию, старение, некроз, апоптоз и многие другие процессы 
[4 -6 ]. Поэтому изменения в протеолитических системах лежат в основе множества патологиче­
ских состояний. Например, в патогенезе синдрома Папийона-Лефевра важную роль играет ка- 
тепсин С, лимфомы Ходжкина -  катепсины В, Н, L, S, дерматитов и заболеваний кишечника -  
металлопротеаза 17, повреждений кожи -  эпилизин (ММР 28), рецессивного дистрофического 
буллезного эпидермолиза -  ММР 1, лимфоаденопатии -  DDP IV (сериновая протеаза), псориаза 
и ревматоидного артрита -  арг-, ала-, лей-аминопептидазы и DDP IV, псориаза и себореи -  каспа- 
за 14, аллергического контактного дерматита -  триптаза. Внутрикожный и подкожный пути вве­
дения терапевтических белков и вакцин могут снижать их биодоступность за счет протеолити­
ческих ферментов кожи, подкожной клетчатки, лимфатических путей и лимфатических тканей 
[7]. Это особенно важно для успешности вакцинации населения в условиях пандемии COVID-19 
[8, 9]. В связи с пандемией особый интерес представляют также малоизученные природные ре­
зервуары коронавирусов в водной среде и сточных водах, а также их связь с водной биотой, 
включая легочных пресноводных моллюсков [10]. При этом важна связь протеолиза и регуляции 
вирулентности патогенов [11]. В настоящее время ферментативная терапия -  очень перспектив­
ное направление лечения состояний, вызванных фиброзными и рубцовыми процессами и связанных
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с чрезмерным накоплением коллагена. При недостаточности матриксных металлопротеиназ ис­
пользуют коллагеназы из Clostridium histolyticum и из поджелудочной железы краба Paralithodes 
camtschatica из семейства Lithodidae. Целесообразен поиск более доступных и близких к чело­
веческим протеиназам протеолитических ферментов животных [12]. Используя флуоресцент­
ные молекулярные маяки ближнего инфракрасного диапазона и методы инверсии, удалось по­
лучить трехмерные изображения протеазы in vivo (метод молекулярной томографии протеолити­
ческой активности) [13].

Разработка биологических и медицинских аспектов протеолиза требует использования мо­
дельных организмов. По классическим представлениям Г. Карпа [14] существуют шесть основных 
модельных организмов: Escherichia coli (для прокариот), Saccharomyces cerevisiae (для эукариот), 
Arabidopsis thaliana (для растений), Caenorhabditis elegans (клеточный цикл, нейробиология), 
Drosophila melanogaster (генетика), Mus musculus (человек). При доклинических испытаниях 
и отработке лечебных технологий обычно используются млекопитающие (крысы, кролики, со­
баки, свиньи, обезьяны). Однако из-за этических причин и дороговизны их применение сокраща­
ется. В то же время эксперименты на клеточных культурах не решают многих проблем межкле­
точного взаимодействия в тканях организма, требуют специального оборудования, реагентов 
и специалистов-морфологов. Поэтому внимание исследователей привлекают простейшие много­
клеточные эукариотические организмы, в которых представлены основные типы клеток, меж­
клеточных взаимодействий, метаболизма и регуляторных систем. Широко распространенные 
легочные пресноводные моллюски были кандидатами тест-организмов для нейробиологии и эко­
токсикологии [15]. Во второй половине XX века лауреаты Нобелевской премии А. Ходжкин, 
Э. Хаксли и Э. Кандел признали, что легочные пресноводные моллюски могут служить моделя­
ми для понимания основных нейробиологических процессов [16, 17]. К настоящему времени 
у них идентифицировано около 100 нейропептидов [18], определены механизмы памяти, в том 
числе определена роль микроРНК (Lym-miR-137) [19, 20], исследованы механизмы проявлений 
паркинсонизма [21] и др. В Республике Беларусь такие исследования осуществляются под руко­
водством доктора биологических наук А. В. Сидорова [22]. Широко распространенный в водое­
мах моллюск Lymnnaea stagnalis был признан модельным организмом для исследования водей- 
ствия водорастворимых химических агентов в Европейском союзе в 2010 г. [23]. Разработаны 
детальные требования к проведению строго контролируемых экотоксикологических исследова­
ний в течение всей или части жизни моллюска [24-27]. Инициаторами многочисленных иссле­
дований по этому направлению в Республике Беларусь являются доктора биологических наук 
А. П. Голубев и С. Е. Дромашко [28-30]. Обширные геномные, транскриптомные, протеомные 
и метаболомные данные, полученные для легочных пресноводных моллюсков, доступны в меж­
дународных базах данных. Не аннотированный черновой геном Lymnnaea stagnalis уже досту­
пен в базе данных NCBI и в настоящее время предпринимаются усилия по созданию аннотиро­
ванного генома. Это позволит моделировать процессы хиральности, репродукции, иммунитета, 
взаимодействия паразит-хозяин, острых и хронических адаптивных реакций и проявлений ряда 
заболеваний человека [15]. На легочных пресноводных моллюсках применен метод редактирова­
ния генома CRISPR / Cas9, удостоенный Нобелевской премии в 2020 г. [31, 32]. Это открывает 
новые возможности для использования легочных пресноводных моллюсков как модельных орга­
низмов различных патологических процессов, а также на доклинических этапах исследования 
фармакодинамики биологически активных веществ.

Цель данной работы -  сравнительный анализ степени гомологии протеолитических фермен­
тов у человека и легочных пресноводных моллюсков.

Материал и методы исследования. В качестве сравниваемых животных и возможных 
источников получения протеолитических ферментов избраны широко распространенные в водое­
мах Европы легочные пресноводные моллюски -  прудовик обыкновенный (Lymnaea stagnalis), 
также катушка роговая (Planorbarius corneus). Ближайшим родственником последней является 
хорошо изученная Biomphalaria glabrata, в частности, известен ее полный аннотированный ге­
ном [33, 34]. Учитывая это, был проведен сравнительный анализ гомологии протеолитических 
ферментов человека (Homo sapiens) и Biomphalaria glabrata.
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Поиск и отбор нуклеотидных последовательностей, кодирующих белки человека, осущест­
влялся на сервере https://www.ensembl.org; поиск гомологичных последовательностей для мол­
люсков -  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 по­
следовательностей человека и моллюсков выполнено в программе MEGA 5.2.; построение 30- 
структур ферментов для моллюсков осуществлялось на сервере https://swissmodel.expasy.org по 
шаблону ЗБ-структуры ферментов человека, найденных в банке данных трехмерных структур 
белков и нуклеиновых кислот http://www.rcsb.org. В работе использовали следующий алгоритм: 
поиск нуклеотидной последовательности —> построение аминокислотных последовательностей 
сравниваемых белков —> их парное выравнивание и оценка степени гомологии первичных струк­
тур NS (нуклеотидные последовательности) AAS (аминокислотные последовательности) —* оценка 
третичных структур по архитектуре молекул и их доменной организации [35]. Исследование мо­
тивов и строения активных центров ферментов не входило в задачи данной работы.

В работе проведен анализ 75 белков (в скобках курсивом обозначены гены):
семи ферментов нерегулируемого протеолиза в том числе: КФ 3.4.11. -  Aminopeptidase В 

(RNPEP); Leucyl aminopeptidases (LAP); КФ 3.4.21. -  Prolyl oligopeptidase (PREP); ATP-dependent 
Clp protease proteolytic subunit (CLPP); Furin или PACE (Paired basic Amino acid Cleaving Enzyme — 
«фермент, расщепляющий белок в месте спаренных основных аминокислот») (FURIN); КФ 
3.4.23. -  Signal Peptide Peptidase (SPP); КФ 3.4.24. -  Thimet oligopeptidases (THOP1);

шести ферментов регулируемого протеолиза (убиквитин-протеасомного пути) в том числе: 
КФ 2.3.2. -  Ubiquitin conjugating factor Е4 В-like (TcasGA2); Ubiquitin conjugating factor E2 W-like 
(UBE2W); Ubiquitin conjugation factor E2 El (UBE2ET); E3 ubiquitin ligase (WD40 domain) (RFWD2); 
Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 5 (UBA5); КФ 3.4.19. -  Ubiquitin carboxyl-terminal hydro­
lase L5 (UCHL5);

девяти белков убиквитин-подобных модификаторов и убиквитина: SUM02 и SUM03 (Small 
ubiquitin-like modifier); NEDD8 (Neuronal-precursor cell-expressed developmentally down-regulated 
protein 8); ISG15 (IFN-stimulated gene 15); GABARAP (Gamma-aminobutyric acid receptor-associat­
ed protein); FAT10 (F-adjacent transcript-10); UFM1 (Ubiquitin-fold modifier-1); URM1 (Ubiquitin-re- 
lated modifier-1); Ub (ubiquitin);

20 внеклеточных ферментов в том числе: КФ 3.4.15.1 -  Angiotensin-converting enzyme (АСЕ); 
КФ 3.4.17. -  Angiotensin-converting enzyme 2 (АСЕ2); Carboxypeptidase В2 (СРВ2); КФ 3.4.11. -  
Chymotrypsinogen В (CTRB1); Chymotrypsinogen В2 (CTRB2); Chymotrypsin-C (CTRC); Chymo- 
trypsin-like elastase family member 2A (CELA2A); Kallikrein-1 (KLK1); Plasma kallikrein (KLKB1); 
Plasminogen (PLG); Prothrombin (F2); КФ 3.4.23. -  Pepsin A-3 (PGA3); Pepsin A-4 (PGA4); Pepsin 
A-5 (PGA5); Renin (REN); Gastricsin (Pepsinogen C) (PGC); КФ 3.4.24. -  Matrix metalloproteinase-9 
(MMP9); Matrix metalloproteinase-17 (MMP17); Matrix metalloproteinase-21 (MMP21); Matrix metal­
loproteinase-24 (MMP24);

33 внутриклеточных фермента в том числе: КФ 3.4.11. -  Glutamyl aminopeptidase (ENPEP); 
Cytosol aminopeptidase (LAP3); Methionine aminopeptidase 1 (METAP1); Methionine aminopeptidase 
1 mitochondrial (METAP1D); Methionine aminopeptidase 2 (METAP2); Aspartyl aminopeptidase (DN- 
PEP); Aminopeptidase Q (LVRN); Aminopeptidase В (RNPEP); Aminopeptidase N (ANPEP); Amino­
peptidase О (AOPEP); КФ 3.4.17. -  Carboxypeptidase Al (CPA1); Carboxypeptidase A2 (CPA2); Car­
boxypeptidase A4 (CPA4); Carboxypeptidase A6 (CPA6); Carboxypeptidase Bl (CPB1); Carboxypepti­
dase D (CPD); КФ 3.4.21. -  Granzyme-B (GZMB); Hepsin (HPN); Rhomboid-related protein 1 
(RHBDL1), Rhomboid-related protein 2 (RHBDL2); КФ 3.4.22. -  Caspase 1 (CASP1); Caspase 3 (CASP 
3); Caspase 7 (CASP 7); Caspase 8 (CASP 8); Calpain 1 (CAPN1); Calpain 2 (CAPN2); КФ 3.4.23. -  
Cathepsin D (CTSD); Cathepsin E (CTSE); Presenilin-1 (PSEN1); Presenilin-2 (PSEN2); Signal Peptide 
Peptidase (SPP); КФ 3.4.24. -Neprilysin 2 (NEP2); Disintegrin and metalloproteinase domain-contain­
ing protein 17 (ADAM17).

Для сравнения были взяты два фермента пуринового обмена, важного для синтеза нуклео­
тидов: Amidophosphoribosyl-transferase (phosphoribosyl pyrophosphate amidotransferase) (КФ 2.4.2.14) 
(PPAT) и Adenylosuccinate lyase (adenylosuccinase) (4.3.2.2) (ADSL).

https://www.ensembl.org
https://www.ncbi.nlm.nih.gov
https://www.uniprot.org
https://swissmodel.expasy.org
http://www.rcsb.org
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Гомология изученных белков no NS- и AAS-последовательностям находилась в пределах 
26,4-95 %, поэтому условно диапазон 20-40 % был принят как низкий уровень гомологии, 
41-70 % -  средний уровень гомологии и более 70 % -  высокий уровень гомологии.

Результаты и их обсуждение. При сравнительном анализе ферментов нерегулируемого про­
теолиза человека и Biomphalaria glabrata установлено, что цитозольная сериновая пептидаза Pro­
lyl oligopeptidase, расщепляющая пептидную связь С-концевого пролина, имеет гомологию по 
NS -  66 %, по AAS -  62 %; ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit -  сериновая протеаза, 
содержащая каталитическую триаду Asp-His-Ser, гомологична по NS -  68 %, по AAS -  67 %; 
Furin -  сериновая протеаза клеток животных, расположенная в аппарате Гольджи, гомологична 
по NS -  69 %, по AAS -  68 %; Signal Peptide Peptidase -  внутримембранная аспартил-протеаза 
гомологична по NS -  67 %, по AAS -  68 %; Amino-peptidase В -  катализирует отщепление от 
пептидов N-концевых а-аминокислотных остатков, а также гидролиз а-амидов аминокислот и ее 
гомология по NS -  66 %, по AAS -  50 %; Leucyl aminopeptidases (cytosol aminopeptidase) -  фер­
мент, преимущественно катализирующий гидролиз лейциновых остатков на N-конце пептидов 
и белков, гомологичен по NS -  66 %, по AAS -  55 % и, наконец, Thimet oligopeptidases -  семей­
ство металлопептидаз, участвующих в деградации пептидов -  брадикинина, нейротензина, ан­
гиотензина I и пептида Aß, имеют гомологию по NS -  66 %, по AAS -  63 %.

Сравнительный анализ ферментов регулируемого протеолиза показал, что Ubiquitin conju­
gating factor Е4 B-like -  опосредующий сборку полиубиквитиновых цепей на субстратах, убик- 
витинированных другой убиквитинлигазой ЕЗ гомологичен по NS -  72 %, по AAS -  49 %; Ubiq­
uitin conjugation factor E2 W-like, принимающий убиквитин из комплекса El и катализирующий 
его ковалентное присоединение к другим белкам, гомологичен по NS -  75 %, по AAS -  74 %. 
Ubiquitin conjugation factor E2 El -  принимает убиквитин из комплекса El и катализирует его 
ковалентное присоединение к другим белкам гомологичен по NS -  75 %, по AAS -  88 %; Ubiqui­
tin carboxyl-terminal hydrolase L5 -  деубиквитинирующий фермент, связанный с регуляторной 
субъединицей 19S протеасомы 26S гомологичен по NS -  72 %, по AAS -  67 %; Ubiquitin-like 
modifier-activating enzyme 5 -  специфически катализирует первую стадию присоединения моди­
фикаторов UFM1 и SUM02 и имеет гомологию по NS -  76 %, по AAS -5 9 %  и ЕЗ ubiquitin ligase -  
распознает белковый субстрат и способствует или непосредственно катализирует перенос убик- 
витина от Е2 к белковому субстрату -  гомология по NS -  69 %, по AAS -  51 %.

Для сравнения приведены данные о двух ферментах пуринового обмена: Amidophosphoribosyl- 
transferase -  фермент, катализирующий превращение 5-фосфорибозил-1-пирофосфата в 5-фос- 
форибозил-1-амин, гомология по NS -  68 %, по AAS -  67 %, Adenylosuccinate lyase (adeny- 
losuccinase) -  фермент, катализирующий превращение аденилсукцината в АМР и фумарат, гомо­
логичен по NS -  64 %, по AAS -  60 %.

Известно, что убиквитин-подобные модификаторы SUMO (Small ubiquitin-like modifier) вов­
лечены в регуляцию ряда клеточных процессов: ядерный транспорт, репликацию и репарацию 
ДНК, транскрипцию, апоптоз, стабилизацию белков. У позвоночных обнаружено 4 гомологич­
ных гена -  SUMOl, SUMÖ2, SUMÖ3, SUM04. Подобно убиквитинированию, присоединение 
SUMO к субстрату -  сумоилирование (sumoylation) -  происходит через образование изопептид- 
ной связи между С-концевым остатком Gly в молекуле SUMO и е-аминогруппой остатка Lys 
в молекуле субстрата -  гомология по AAS для SUM02 -  33 % и для SUM03 -  35 %; последова­
тельностей SUMOl и SUM04 у моллюска не обнаружено. Белок NEDD 8 (Neuronal-precursor cell- 
expressed developmentally down-regulated protein 8) подавляет экспрессию набора генов в предше­
ственниках нервных клеток во время развития мозга; его гомология по AAS составляет 92 %. 
Белок ISG15 (IFN-stimulated gene 15) вовлечен в регуляцию иммунного ответа, клеточный рост 
и дифференцировку; он гомологичен по AAS на 33 %. Белок GABARAP у млекопитающих вов­
лечен в регуляцию аутофагии при нейродегенеративных, нервно-мышечных и онкозаболеваниях, 
бактериальных и вирусных инфекциях характеризуется гомологией по NS -  78 %, по AAS -  95 %. 
Фактор FAT10 (F-adjacent transcript-10) -  белок, который кодируется геном главного комплек­
са гистосовместимости и индуцируется TNFa и у-интерфероном и состоит из двух убиквитин- 
подобных доменов, один из которых может напрямую связываться с 26S протеасомой и опосре-
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довать убиквитин-независимую деградацию белков; его гомология по AAS составляет 32 %. 
Модификатор UFM1 (Ubiquitin-fold modifier-1) с пока не установленной биологической функцией 
гомологичен по NS -  83 %, по AAS -  89 %. Белок URM1 (Ubiquitin-related modifier-1) ковалентно 
конъюгируется через изопептидную связь с остатками лизина целевых белков и его гомология 
по AAS равна 64 %. Для моллюска Lymnaea stagnalis была найдена только одна аминокислотная 
последовательность, которая при парном выравнивании давала процент сходства с несколькими 
модификаторами -  NEDD8 (56 %), ISG15 (33 %), FAT10 (31 %).

Убиквитин (Ubiquitin) представляет собой небольшой (8,6 кДа) регуляторный белок, обнару­
женный в большинстве тканей эукариотических организмов. В геноме человека четыре гена ко­
дируют убиквитин: UBB, UBC, UBA52 и RPS27A. При сравнительном анализе этих четырех генов 
были получены следующие данные для Biomphalaria glabrata: UBB -  гомология по NS -  81 %, по 
AAS -  99 %; UBC -  гомология по NS -  79 %, по AAS -  100 %; UBA52 -  гомология по NS -  79 %, 
по AAS -  94 %; RPS27A -  гомология по нуклеотидной последовательности -  81%, по аминокис­
лотной -  93 %. Для Lymnaea stagnalis были получены несколько иные данные: UBB -  гомология 
по NS -  82 %, по AAS -  100 %; UBC -  гомология по NS -  84 %, по AAS -  100 %; UBA52 -  гомоло­
гия по NS -  82 %, по AAS -  100 %; RPS27A -  гомология по NS -  80 %, по AAS -  93 %. Получен­
ные данные характеризуют высокую степень консерватизма убиквитина.

К внеклеточным протеолитическим ферментам можно отнести ферменты внутриполостного 
протеолиза (пепсин, трипсин, химотрипсин и др.), кровеносного русла (протеазы системы свер­
тывания крови, фибринолиза, калликреин-кининовой, ренин-ангиотензиновой систем, протео­
литические ферменты комплемента и др.), а также экстраклеточного пространства и внешней 
поверхности клеточной мембраны.

При сравнительном анализе внеклеточных протеолитических ферментов человека и Bio­
mphalaria glabrata установлено, что Pepsin (пепсин) и его изоформы А-3 -  А-5, отличающиеся по 
оптимуму pH, имеют гомологию по AAS около 43 %. Renin (ренин) -  компонент ренин-ангио­
тензиновой системы, регулирующий кровяное давление, протеолитический фермент и Gastricsin 
(пепсиноген С) -  протеиназа аспарагинового типа действия гомологичны по AAS на 40,8 %. Chy- 
motrypsin-C (химотрипсин) регулирует активацию и деградацию трипсиногенов и прокарбокси- 
пептидаз, Chymotrypsin-like elastase family member 2A -  подсемейство сериновых протеаз, кото­
рые гидролизуют многие белки в дополнение к эластину, Chymotrypsinogen В -  сериновый тип 
эндопептидазной активности имеет гомологию AAS на уровне 34,5 %. Kallikrein-1 расщепляет 
связи Met-Lys и Arg-Ser в кининогене с высвобождением Lys-брадикинина, имеет гомологию 
AAS -  26,4 %; Plasma kallikrein расщепляет связи Lys-Arg и Arg-Ser и активирует в ответной 
реакции фактор XII свертывания крови, участвует в высвобождении брадикинина из кининоге- 
на и превращения проренина в ренин -  характеризуются низким уровнем гомологии по AAS 
в 29,5 %. Angiotensin-converting enzyme (ангиотензинпревращающий фермент -  АПФ) — цирку­
лирующий во внеклеточном пространстве фермент (экзопептидаза), катализирующий расщепле­
ние декапептида ангиотензина I до октапептида ангиотензина II характеризуется гомологией по 
NS -  66,8 % и по AAS -  46,3 %; Angiotensin-converting enzyme 2 (ангиотензинпревращающий 
фермент 2 -  АПФ2) — мембранная цинк-содержащая экзопептидаза, также катализирующая 
превращение ангиотензина I в ангиотензина И; секретируемая форма, образуется за счет протео­
литического расщепления протеазой ADAM17. АПФ2 человека является рецептором и точкой 
входа в клетку некоторых коронавирусов и характеризуется гомологией по AAS в 40,3 %. Pro­
thrombin (протромбин) синтезируется в печени и при повреждении сосудов превращается в ак­
тивный фермент тромбин, который путем гидролиза пептидных связей после Arg и Lys превра­
щает фибриноген в фибрин. Протромбин имеет гомологию по AAS 33,3 %. Plasminogen (плазми­
ноген)-циркулирующий профермент, из которого образуется плазмин (фибринолиз) и ангиостатин 
(ингибирование роста сосудов) гомологичен по AAS на 38,4 %. Matrix metalloproteinases (ма- 
триксные металлопротеиназы -  ММР) -  семейство внеклеточных цинк-зависимых эндопепти­
даз, способных разрушать различные типы белков внеклеточного матрикса и характеризуются 
низким уровнем гомологии по AAS: ММР-9 -  28,3 %, ММР-17 -  39,1 %, ММР-21 40,8 %, ММР-24 
36,9 %. В то же время металлопротеиназы ММР-21 (играют особую роль в генерации лево-правой
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асимметрии во время эмбриогенеза и может действовать как негативный регулятор сигнального 
пути NOTCH) и ММР-24 (опосредует расщепление N-кадгерина и действует как регулятор ней- 
роиммунных взаимодействий и покоя нервных стволовых клеток) характеризуются высокой сте­
пенью гомологии -  71,7 и 76,4 % соответственно. Carboxypeptidase В2 (карбоксипептидаза В2) 
отщепляет С-концевые остатки аргинина или лизина от биологически активных пептидов типа 
кининов или анафилатоксинов в кровотоке и подавляет фибринолиз, удаляя С-концевые остатки 
лизина из фибрина после частичного разрушения плазмином, имеет гомологию AAS в 36,0 %.

К внутриклеточным протеолитическим ферментам можно отнести ферменты внутримем- 
бранного, цитоплазматического и лизосомального протеолиза. Исследована гомология семи фер­
ментов мембранного типа протеолиза человека и Biomphalaria glabrata.

Пресенилины — семейство трансмембранных белков, составляющих часть протеазного ком­
плекса у-секретазы. Presenilin-1 и Presenilin-2 гомологичны по NS -  68,3 и 66,6 % соответствен­
но, а по AAS -  54,4 и 55,3 % соответственно. Интересно, что близкий уровень гомологии обнару­
жен при сравнении этих ферментов у человека и моллюска Lymnaea stagnalis: по NS -  67,4 и 68,5 % 
соответственно, по AAS -  54,2 и 66,1 % соответственно. Средним уровнем гомологии отличает­
ся Signal Peptide Peptidase (пептидаза сигнальных пептидов) по NS -  67,1% и по AAS -  68,1%. 
Пограничными между низким и средним уровнями гомологии характеризуются сериновая про­
теаза Hepsin (гепсин), Rhomboid-related protein 1 и Rhomboid-related protein 2 по AAS -  37,3, 43,0 
и 37,0 % соответственно. Фермент Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 
17 (АДАМ17) отвечает за протеолитическое высвобождение ряда белков клеточной поверхности, 
включая АСЕ2, и действует как активатор пути Notch, гомологичен по NS -  68,4 % и по AAS -
35.3 %. Цистеиновые протеазы каскада каспаз (участвующих в апоптозе) -  Caspasel, Caspase 3, 
Caspase 7, Caspase 8 оказались гомологичными по AAS на 28,6 %, 50,4, 30,1 и 40,0 % соответст­
венно. В качестве эффекторов апоптоза рассматриваются кальпаины (Calpain 1, Calpain 2) -  пред­
ставители семейства цитозольных Са2+-активируемых цистеиновых протеаз с гомологией по 
AAS -  45,0 %. Granzyme-B (гранзим В) представляет собой сериновую протеазу, наиболее часто 
обнаруживаемую в гранулах естественных клеток-киллеров (NK-клетки) и цитотоксических 
Т-клеток. Он секретируется этими клетками вместе с порообразующим белком перфорином, 
опосредуя апоптоз в клетках-мишенях. Гомология гранзима В по AAS низкая и составляет 27,3 %. 
Лизосомальные ферменты катепсины (Cathepsin D и Cathepsin Е) характеризуются средним 
уровнем гомологии по AAS 51,2 % и 45,2 % соответственно. Neprilysin (неприлизин) -  цинк-зави- 
симая металлопротеиназа, которая инактивирует несколько пептидных гормонов, включая глю- 
кагон, энкефалины, вещество Р, нейротензин, окситоцин и брадикинин, гомологична по AAS -
40.4 %. Комплекс аминопептидаз, включающий глутамиламинопептидазу, цитозольную Zn2+-3aBH- 
симую аминопептидазу, метионин-аминопептидазы 1,2, аспартат-аминопептидазу, аминопептидазы 
Q, В, N, О, гомологичны по NS в диапазоне 65,4-72,4 %, а по AAS в диапазоне 31,2-71,1 %. Кар- 
боксипептидазы (Al, А2, A4, А6, В1, В2, D) гомологичны по AAS в диапазоне 35,5-70,8 %.

Средние данные оценки гомологии первичных структур протеолитических ферментов Homo 
sapiens и моллюска Biomphalaria glabrata представлены в таблице.

Из анализа данных таблицы следует, что наиболее консервативными по кодирующим нуклео­
тидным последовательностям являются убиквитин-подобные модификаторы, ферменты регули­
руемого протеолиза и внеклеточные ферменты, а по аминокислотным последовательностям -  
убиквитин-подобные модификаторы, ферменты регулируемого и нерегулируемого протеолиза. 
Однако по мере расширения исследований по нуклеотидным и аминокислотным последователь­
ностям приведенные данные могут уточняться.

Следует отметить, что при парном выравнивании нуклеотидных последовательностей фер­
ментов нерегулируемого протеолиза человека и моллюска Biomphalaria glabrata было обнаруже­
но, что показатели Active site, Binding site и Metal binding для 7 ферментов были полностью гомо­
логичны у человека и моллюска (Prolyl oligopeptidase, Thimet oligopeptidases, ATP-dependent 
Clp protease proteolytic subunit, Leucyl aminopeptidases, Signal Peptide Peptidase, Adenylosuccinate 
lyase, Aminopeptidase B), a 2 фермента -  гомологичны частично (Amidophosphoribosyltransferase 
и Furin). При парном выравнивании нуклеотидных последовательностей ферментов регулируемого
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Оценка гомологии первичных структур протеолитических ферментов человека Homo sapiens  
и моллюска Biomphalaria glabrata

Assessment of the homology of the primary structures of Homo sapiens 
and the mollusk Biomphalaria glabrata proteolytic enzymes

Исследованные белки
Нуклеотидные последовательности (NS) Аминокислотные последовательности (AAS)

покрытие, % ГОМОЛОГИЯ, % покрытие, % гомология, %

Ферменты нерегулируемого 
протеолиза 7 32,5 (16-61) 66,8 (66-68) 

Средний уровень 90,0 (79-99) 61,9 (50-68) 
Средний уровень

Ферменты регулируемого 
протеолиза 6 17,0 (4-31) 73,1 (69-76) 

Высокий уровень 85,8 (65-99) 64,7 (49-88) 
Средний уровень

Убиквитин-подобные
модификаторы 9 23,5 (21-26) 80,5 (78-83) 

Высокий уровень 83,3 (47-100) 66,6 (32-95) 
Средний уровень

Внеклеточные ферменты 20 8,3 (2-34) 71,6 (67-76) 
Высокий уровень 88,8 (33-98) 37,2 (26-46) 

Низкий уровень
Внутриклеточные ферменты 33 24.8 (3-61) 67,8 (65-72) 

Средний уровень 77,7 (44-98) 45,2 (27-71) 
Средний уровень

П р и м е ч а н и е .  Приведены средние величины, в скобках показан диапазон показателей.

протеолиза человека и моллюска Biomphalaria glabrata было обнаружено, что показатели Active 
site, Binding site and Metal binding для 4 ферментов были полностью гомологичны у человека 
и моллюска (SUMO, NEDD8, FAT10, ISG15), для 3 ферментов активные сайты и сайты связывания 
не описаны (UFM1, URM1, GABARAP). Парное выравнивание нуклеотидных последовательно­
стей кодирующих генов убиквитина человека и моллюсков Biomphalaria glabrata и Lymnaea 
stagnalis продемонстрировало, что показатели Active site, Binding site and Metal binding полно­
стью гомологичны в 4 нуклеотидных последовательностях как Biomphalaria glabrata, так и Lym­
naea stagnalis. Ранее было выяснено, что 6 аминокислот трипсина у Homo sapiens и у Biomphalaria 
glabrata связываются с этионином в близких локусах молекул фермента: у Homo sapiens -  
Asp 189, Ser 190, Gin 192, Ser 195, Val 213, Cys 220, а у Biomphalaria glabrata -  Asp 224, Ser 225, 
Gin 227, Ser 230, Val 248, Cys 254. Гомология молекул трипсина человека и моллюска соста­
вила 26,6 % [36].

Приведенные материалы о гомологии ферментов и регуляторных белков протеолиза у чело­
века и легочных пресноводных моллюсков доказывают возможность использования последних 
в качестве модельных организмов для моделирования нарушений протеолитических процессов 
и доклинического испытания регулирующих протеолиз субстанций, а также получения из аква­
культур этих гидробионтов ферментативных и регуляторных белков протеолиза. Кроме того, 
легочные пресноводные моллюски могут быть организмами для воспроизведения и эксперимен­
тального лечения запрограммированной гибели клеток, а также заболеваний обмена веществ, 
опорно-двигательного аппарата и канцерогенеза с лабораторным контролем в виде биомаркеров 
протеолиза [37-40].

Заключение. Гомология ферментов по нуклеотидным последовательностям у человека и ле­
гочных пресноводных моллюсков при анализе нерегулируемого протеолиза составляет 66-68 %; 
регулируемого протеолиза -  69-76 %; убиквитин-подобных модификаторов — 78-83 %; внекле­
точных ферментов -  67-76 % и внутриклеточных ферментов -  65-72 %. Эволюционный консер­
ватизм протеолитических ферментов, наличие незамкнутого кровообращения, позволяющего 
доставлять изучаемые субстанции из гемолимфы непосредственно к клеткам-мишеням, позво­
ляют использовать этих животных в качестве дешевых и удобных в содержании тест-организмов. 
Практическое значение достаточно высокой степени гомологии протеолитических ферментов 
у людей и легочных пресноводных моллюсков обосновывает целесообразность формирования 
аквакультуры моллюсков, для получения из их тканей белковых ферментативных препаратов 
протеолитического действия в рамках задач биофармацевтики, косметики и пищевой промыш­
ленности.
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