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I. ВВЕДЕНИЕ
Успехи современной протеомики, разработка новых математических и 
компьютерных подходов и потребности фундаментальной медицины 
поставили на повестку дня весьма сложную и интригующую 
задачу – моделирование живой клетки, решение которой в настоящее 

8 2009 г.



А.А.Терентьев и др.430

время становится возможным с помощью достижений современных 
теоретических и экспериментальных методов. Некоторыми авторами 
уже предприняты попытки создания статической модели клетки, 
на основе знаний не только о строении клетки и внутриклеточных 
органелл, их биохимического состава, но и о локализации и приблизи
тельном количестве молекул всех, существующих в клетке, низко- и 
высокомолекулярных соединений [1]. Однако моделирование живой, 
«работающей», клетки, т.е. создание её динамической модели, 
учитывающей изменения во времени и в пространстве химического 
состава клетки, а также особенности протекания всех внутри- и 
межклеточных биохимических процессов, является значительно 
более сложной задачей [2]. Еще более сложным представляется 
создание динамических моделей разных типов клеток, а также клеток, 
находящихся в различных физиологических и патофизиологических 
состояниях, в зависимости от микроокружения или внешних сигналов. 
Особый интерес представляет моделирование клетки, находящейся 
на разных стадиях жизненного цикла, включая её деление, дифферен
цировку и гибель. 
	 Решение таких сложных задач требует сбора большого количества 
экспериментальных и теоретических данных и учета двух важных 
и взаимосвязанных, на наш взгляд, аспектов. С одной стороны, необ
ходим системный подход, интегрированный взгляд на процессы, 
происходящие в клетке и/или в её отдельных компартментах. Рассмот
рение клетки как единого целого является предметом исследования 
относительно новой междисциплинарной области науки – системной 
биологии [3–6]. Она обеспечивает интеграцию знаний, полученных на 
различных уровнях, от молекулярного до тканевого или организмен
ного, и с помощью разных экспериментальных и теоретических 
методов. Целью системной биологии является выяснение того, каким 
образом совместное функционирование различных составляющих 
клетки или ткани обуславливает нормальное протекание биологичес
ких и физиологических процессов в организме. 
	 Изучение клетки с точки зрения системной биологии предполагает 
наличие у клеточных составляющих приобретенных, так называемых 
производных, свойств или функций (emerging properties). Это озна
чает, что те или иные функции становятся возможными только при 
достижении определенного уровня сложности организации системы. 
При этом каждая из составляющих в отдельности может не обладать 
свойствами (и функциями), которые приобретает система из двух 
составляющих. А система из двух составляющих может не обладать 
свойствами и функциями более сложно устроенных систем. Такая 
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интеграция предполагает рассмотрение клетки в широком диапазоне 
временных и пространственных масштабов. А это требует знаний о 
детальных качественных и количественных параметрах изменений на 
всех уровнях, включая межмолекулярные взаимодействия, что, в свою 
очередь, дает представление о целостных процессах, проистекающих 
на уровне всей клетки. 
	 Современные экспериментальные методы предоставляют возмож
ности осуществлять исследования либо на уровне целой клетки, как, 
например, методы микроскопии, либо на уровне отдельных молекул. 
Рассмотрение всех клеточных процессов в совокупности, с одновре
менным изучением детальных молекулярных механизмов того или 
иного процесса, пока не представляется возможным. С применением 
математических и компьютерных методов моделирования становится 
возможным изучения процессов и явлений, исследование которых 
с помощью даже высокоэффективных экспериментальных методов 
оказывается затруднительным [7, 8]. Если математические методы 
основаны на описании и анализе внутри- и межклеточных процессов 
и явлений с помощью системы математических уравнений, то компью
терные методы, в основном, имеют целью создание алгоритмов 
для имитации биологических процессов, их конструирования 
и визуализации. Для динамического моделирования детальных 
механизмов межмолекулярных взаимодействий и биохимических 
процессов, происходящих в клетке, все большие возможности 
предоставляют различные варианты метода молекулярной динамики 
(МД) [9]. 
	 Для моделирования, описания и анализа многих реально сущест
вующих процессов, происходящих как в биологических, так и в 
небиологических системах, используют различные типы сетей, 
образованных группами взаимодействующих компонентов. Среди 
биологических сетей особое место для изучения функционирования 
клетки занимают молекулярные сети, к которым относятся генные, 
белковые, метаболические и сигнальные сети. По своим свойствам 
и принципу организации все эти типы молекулярных сетей отно
сятся к комплексным сетям. Отражая сложность организации биоло
гических систем, они являются объектом исследования системной 
биологии [10]. Анализ молекулярных сетей позволяет выявлять 
функциональные модули в них и выяснять роль каждого из компо
нентов сети в функционировании клетки. Группы физически взаимо
действующих белков, которые функционируют в клетке совместно 
и скоординированно, контролируя взаимосвязанные процессы, 
происходящие в организме, образуют белковые сети. Белки, как 
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ключевые биомакромолекулы, являются основными участниками 
почти всех клеточных процессов. Поэтому моделирование живой 
клетки невозможно без всей совокупности данных динамической 
протеомики, которая изучает изменения концентраций и локализации 
белков и их взаимодействия друг с другом [11–13].
	 Нарушение белок-белковых взаимодействий может приводить к 
возникновению различных заболеваний, включая опухолевые, нейро
дегенеративные, сердечно-сосудистые, аутоиммунные и др. Поэтому 
изучение взаимодействующих партнеров и анализ белковых сетей, 
образованных белок-белковыми взаимодействиями, представляет 
собой важный инструмент в диагностике заболеваний, выяснении 
механизма их возникновения и развития, а также эффективности тех 
или иных терапевтических подходов [14, 15]. 
	 В настоящее время становится признанным, что большинство 
белков эукариот являются мультимодульными и полифункциональ
ными [16, 17]. Каждый из модулей может выполнять самостоятельную 
функцию, в результате чего белок приобретает способность выполнять 
целый комплекс различных функций. В связи с мультимодульностью 
и полифункциональностью большинства белков эукариот их сложные 
белковые сети могут переплетаться друг с другом. Потому важным 
инструментом в моделировании живой клетки является структурно-
функциональное картирование белков, позволяющее локализовать их 
функционально важные участки, в том числе и те, благодаря которым 
осуществляются белок-белковые взаимодействия.
	 Настоящий обзор посвящен описанию, обобщению и анализу 
данных по белок-белковым взаимодействиям и белковым сетям, полу
ченных с помощью современных экспериментальных и теоретических 
методов. Описаны принципы, лежащие в основе современных методов 
изучения белок-белковых взаимодействий. При этом проведен анализ 
преимуществ и недостатков тех или иных экспериментальных мето
дов и описаны современные подходы, предпринимаемые разными 
группами авторов для решения возникающих проблем. Показана 
роль анализа белковых сетей в решении задач фундаментальной 
медицины. Рассмотрены методы моделирования in silico и проведен 
анализ возможностей МД методов в создании динамической модели 
клетки. 
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II. КАРТИРОВАНИЕ БЕЛОК-БЕЛКОВЫХ 
ВЗАИМОДЕЙСТВИЙ

ИНТЕРАКТОМЫ

Всё множество белков в клетке находится в динамическом взаимо
действии друг с другом, и эти взаимодействия обуславливают функ
ционирование и поведение живой клетки. Обратимые белок-белковые 
взаимодействия представляет собой один из видов динамических 
процессов, происходящих в клетке и позволяющих судить о её 
функционировании. Интенсивные исследования, осуществляемые в 
этой области в течение последних лет, способствовали постепенному 
накоплению данных о взаимодействующих парах белков и об обра
зованных ими белковых комплексах. В течение последних двух 
десятилетий был разработан ряд высокоэффективных и высоко
производительных экспериментальных методов для изучения 
белок-белковых взаимодействий, которые, однако, не лишены 
недостатков. Поэтому экспериментальные методы дополняются 
различными теоретическими подходами, включая математические 
и компьютерные методы исследований. При этом белок-белковые 
взаимодействия изучаются отдельно для разных биологических 
видов, а для высших эукариотических организмов – также отдельно 
для разных тканей и типов клеток. 
	 Вся совокупность белок-белковых взаимодействий, характерная 
для данного организма, получила название интерактома. Структурная 
организация интерактомов и общее количество взаимодействий в них 
являются одними из важных факторов, определяющих сложность 
биологических систем. Количество копий тех или иных белков, при
ходящихся на одну клетку, может колебаться от нескольких десятков 
(менее 50) до миллионов [18]. Поэтому интерактомы даже простых 
организмов могут быть образованы довольно большим количеством 
взаимодействий. Так, например, размер интерактома у дрожжей 
S. cerevisiae может составлять, по одним данным, до 10–17 тысяч, 
а по другим – до 25–35 тысяч взаимодействий [19]. Статистическая 
оценка возможного размера интерактома человека показала, что он 
может быть образован примерно 650 тысячами взаимодействий. 
При этом размер интерактома человека оказался приблизительно в 
10 раз больше, чем у D. melanogaster, и может в 3 раза превышать 
размер интерактома C. elegans [20]. Эти данные позволили сделать 
предположение о том, что размер интерактома коррелирует с уровнем 
сложности организации того или иного биологического вида.
	 Определение физически взаимодействующих пар белков позволяет 
составлять интерактомные карты, которые представляют собой 
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графы, состоящие из узлов, в которых расположен тот или иной 
белок, и связей между ними, показывающих парные взаимодействия 
(рис. 1). Интерактомные карты рассматриваются в качестве ключей 
к получению знаний о функционировании белков в клетках [21]. 
На основании данных, полученных методами in vitro, составляются 
статические интерактомные карты, анализ которых, как будет пока
зано далее, позволяет описывать динамические белок-белковые 
взаимодействия, существующие в условиях in vivo. Составление 
интерактомных карт полезно также и для фундаментальной меди
цины, а именно для определения роли отдельных белков и их взаимо
действий в возникновении и развитии заболеваний, их диагностики, 
а также возможных мишеней для действия различных лекарств и 
контролирования эффективности лечения. 
	 Известные в настоящее время интерактомные карты довольно 
неполны даже для простейших организмов. Кроме того, данные, 
полученные разными группами авторов, часто противоречивы. 
Взаимодействующие пары и белковые комплексы, идентифициро
ванные одной группой исследователей, не обнаруживаются другими 
авторами. Тем не менее, разработка новых экспериментальных и 
теоретических подходов, которые будут обсуждаться ниже, приводит 
к постепенному накоплению данных, необходимых для анализа 
белок-белковых взаимодействий, существующих в клетке. 
	 Экспериментальными методами в настоящее время определяются 
взаимодействующие пары белков и белковые комплексы, в основном, у 
прокариот или простых эукариотических организмов. Для выявления 
белок-белковых взаимодействий у более сложных организмов, таких 
как млекопитающие, дополнительно используется метод предсказания 
их на основании гомологии с белками, взаимодействующие партнеры 
для которых были выявлены у более простых организмов [22]. Данный 
подход основан на существовании гомологии между родственными 
белками и сравнении степени консервативности первичной и прост
ранственной структуры одного и того же белка у разных биологи
ческих видов. Например, если экспериментально показано, что два 
каких-либо белка у дрожжей взаимодействуют друг с другом, то 
предполагается, что у человека эти белки также взаимодействуют. 
Две пары белков у разных организмов, эволюционно сохранивших 
способность взаимодействовать друг с другом, получили название 
интерологов. Предсказание взаимодействующих пар белков дает 
более или менее надежные результаты лишь при условии высокой 
степени сходства их первичных последовательностей. Кроме того, 
как показывают исследования последних лет, данные, полученные с 
помощью самых высокоэффективных экспериментальных методов, 
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Рис. 1. Карта белок-белковых взаимодействий Drosophila melanogaster. 
	 В отдельном окне в увеличенном виде показана подсеть, включающая Ras 
и другие малые ГТФ-азы. Рисунок представлен с разрешения Camonis, J. и 
Daviet, L. [96].

могут быть неточными (надежность даже таких методов, как дрожжевой 
двугибридный анализ, не превышает 50% [23]). Поэтому в настоящее 
время целый ряд работ посвящен уточнению и корректировке уже 
имеющихся данных с использованием сочетания различных экспери
ментальных и теоретических методов для построения более точных 
карт физического взаимодействия белков [24–26]. 
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МЕТОДЫ ИЗУЧЕНИЯ БЕЛОК-БЕЛКОВЫХ ВЗАИМОДЕЙСТВИЙ

Первоначально для изучения белок-белковых взаимодействий 
использовались биохимические методы, такие как химическое 
сшивание, совместное фракционирование в процессе хроматографии, 
коиммунопреципитация. Однако в последующем для определения 
интерактомов того или иного организма были разработаны такие 
высокоэффективные и высокопроизводительные экспериментальные 
методы, как дрожжевой двугибридный анализ (Y2H – yeast two-hyb
rid assays), фаговый дисплей, аффинная очистка в тандеме с масс-
спектрометрией (TAP-MS – tandem affinity purification-mass spec
trometry) [27–30]. Широкие возможности для целей динамической 
протеомики предоставляют также различные методы микроскопии, 
а также математические и компьютерные методы. В ряде обзоров эти 
методы подробно описаны [27, 31, 32]. Поэтому здесь мы остановимся 
лишь на основных принципах этих методов. 
	 Дрожжевая двугибридная система. Дрожжевой двугибридный 
анализ позволяет с высокой точностью определять белок-белковые 
взаимодействия в условиях in vivo. Метод основан на использовании 
факторов транскрипции, которые характеризуются модульностью 
строения и состоят из физически и функционально разделимых 
доменов: ДНК-связывающего (BD – binding domain) и домена актива
ции транскрипции (AD – activation domain). Физическое разделение 
BD и AD доменов приводит к инактивации фактора транскрипции. 
Активация соответствующих генов становится возможной при 
реконструкции фактора транскрипции путем слияния этих двух 
доменов с двумя другими белками – X (называемым «наживкой») или 
Y (называемым «добычей»), которые взаимодействуют друг с другом 
[27]. Для создания двугибридной системы обычно используют ДНК-
связывающие домены фактора транскрипции GAL4 у S. cerevisiae 
или репрессора lexA у E. coli. В качестве активирующих доменов 
наиболее часто используют домен активации транскрипции белка 
GAL4 и белок B42, у S. cerevisiae и E. coli, соответственно [33]. 
	 Дрожжевые клетки трансфицируют двумя плазмидами, первая из 
которых содержит нуклеотидную последовательность, кодирующую 
белок X, сцепленный с BD доменом, а вторая кодирует белок Y, 
сцепленный с AD доменом. В результате ДНК-связывающий домен 
совместно с белком X соединяется с определенной последователь
ностью репортерного гена, а с другим участком ДНК этого гена 
связывается AD домен совместно с белком Y. Так как участки 
ДНК репортерного гена, с которым связываются регуляторные 
белки, находятся достаточно близко друг к другу, без физического 
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взаимодействия между белками X и Y активации репортерного гена 
не произойдет. По наличию продуктов экспрессии репортерного гена 
в клетках дрожжей можно судить о существовании взаимодействия 
между анализируемыми белками.
	 Метод дрожжевого двугибридного анализа был впервые приме
нен С. Филдсом и О. Сонгом в 1989 г. при изучении фактора транс
крипции GAL4 у дрожжей S. cerevisiae, регулирующего экспрес
сию гена, кодирующего синтез фермента β-галактозидазы [34], 
который расщепляет лактозу до глюкозы и галактозы. В составе 
GAL4 выделяют два функционально важных домена: N-конце
вой ДНК-связывающий домен, способный взаимодействовать с 
операторной последовательностью UASg, и С-концевой домен акти
вации транскрипции, богатый кислыми аминокислотами. Об уровне 
экспрессии β-галактозидазы судят по степени окраски клеточных 
колоний, продуцирующих фермент, после их инкубации с субстра
том. Высокий уровень активации транскрипции наблюдается только 
в случае, если оба гибридных белка присутствуют в клетке дрож
жей. Если белки X и Y взаимодействуют друг с другом, то из двух 
гибридных белков реконструируется функционально активный белок 
GAL4, и имеет место активация транскрипции. 
	 При использовании системы LexA точность определения обеспе
чивается использованием дрожжевых штаммов, содержащих репор
терные гены, несущие различное число LexA операторных элементов 
в промоторах репортерных генов (обычно, lacZ и LEU2). Более чувст
вительные штаммы дрожжей обладают до шести LexA-связыващими 
элементами, в то время как менее чувствительные штаммы содержат 
только 2 связывающих элемента [27].
	 Дрожжевая двугибридная система была предложена в качестве 
метода для скрининга библиотек белков, способных взаимодейство
вать с неким известным белком, используемым в качестве «наживки». 
Возможность определения физического взаимодействия между 
разными белками позволяет использовать данную систему для опре
деления специфических аминокислотных остатков, ответственных 
за взаимодействие [35]. Однако Y2H метод не позволяет оценивать 
взаимодействия с участием трех и более белков, за исключением 
таковых у дрожжей. Кроме того, данный метод не всегда позволяет 
судить о функциональной значимости наблюдаемых физических 
белок-белковых взаимодействий. 
	 Метод аффинной очистки в тандеме с масс-спектрометрией был 
предложен в 1999 г. Ригаутом c соавт. как оригинальный способ очистки 
белков, экспрессируемых в естественных условиях в физиологичес
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ких концентрациях [29]. Метод основан на использовании аффинной 
метки, которая присоединяется к белку-мишени. Конструкция, 
состоящая из генов, кодирующих компоненты метки и белок-ми
шень, внедряется с использованием ретровируса в клетку-хозяин, 
способную поддерживать экспрессию белка-мишени на уровне, 
близком к физиологическому. Стандартная метка, используемая у 
дрожжей, состоит из двух иммуноглобулин G-связывающих фраг
ментов белка А у Staphylococcus aureus, участков для воздействия 
протеазы вируса табачной мозаики и кальмодулинсвязывающего 
пептида. Комплекс белка-мишени с меткой выделяют из экстракта 
клеток путем последовательной двухэтапной процедуры аффинной 
очистки. Первый этап очистки основан на связывании IgG‑сефа
розой части метки, представленной белком А, после чего комплекс 
подвергается воздействия вышеуказанной протеазы. Второй этап 
основан на связывании части метки, представленной кальмодулин
связывающим пептидом с кальмодулин-сефарозой в присутствии 
кальция, и комплекс элюируется с помощью ЭДТА. Использование 
аффинной метки позволяет осуществлять достаточно быструю 
очистку белковых комплексов из небольшого числа клеток без 
необходимости предварительного выяснения белкового состава 
комплексов и функций отдельных белков в них. В комбинации с 
масс-спектрометрией данный метод обеспечивает осуществление 
идентификации исследуемых белков и их взаимодействий [36].
	 Вначале метод аффинной очистки в тандеме с масс-спектромет
рией был применен для изучения белок-белковых взаимодействий 
и функциональной организации протеомов у простых организмов. 
Так, в результате работы, проведенной большой группой немецких 
ученых, в клетках дрожжей S. cerevisiae были экспрессированы сотни 
белков с аффинной меткой, а также изучена их способность форми
ровать комплексы с другими белками [37]. В результате этой работы 
было очищено 589 белковых комплексов и предсказаны функции для 
344 различных белков. 
	 Впоследствии метод TAP-MS был адаптирован для изучения 
белок-белковых взаимодействий у других организмов, в том числе мле
копитающих [38]. Было предложено много разновидностей аффинных 
меток, а также разработаны метки, легко удаляемые c использованием 
специфических пептидаз [39, 40]. Для увеличения эффективности 
метода при изучении белок-белковых взаимодействий в клетках 
млекопитающих были разработаны также метки с использованием 
G-белка, обладающего большей аффинностью к иммуноглобулину 
G, чем белок А. Вместо кальмодулинсвязывающего пептида можно 
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использовать стрептавидинсвязывающий пептид (GS-TAP – G-protein 
streptavidin-binding peptide TAP), а для элюции – биотин. Это приводит 
к десятикратному увеличению количества обнаруживаемых белковых 
комплексов и повышению специфичности метода. Данный подход 
позволяет осуществлять с использованием небольшого количества 
клеток очистку белковых комплексов, которые ранее не удавалось 
очистить стандартным методом TAP-MS [38].
	 Масс-спектрометрия основана на определении масс молекул, 
таких как пептиды или белки, путем предварительной их ионизации 
и распределения полученных ионов в электрическом поле в зависи
мости от соотношения массы к заряду (m/z) [30]. Различают два типа 
мягкой ионизации, наиболее часто используемые в масс-спектро
метрии: матрично-активированная лазерная десорбция/ионизация 
(MALDI – matrix-assisted laser desorption/ionization) и метод электро
напыления (ESI – electrospray ionization). Наибольшую популярность 
в протеомных исследованиях получил метод MALDI, при котором 
образец, содержащий пептиды, смешивается с молекулами специ
фической матрицы, на которую воздействует ионизирующий пучок 
лазера [41, 42]. 
	 Впервые возможность применения матрицы для подавления фраг
ментации при анализе нелетучих органических соединений, таких как 
белки и пептиды, была продемонстрирована в 1987 году немецким 
ученым М. Карасом с соавт. [43]. Матрица представляет собой мате
риал, свойства которого обуславливают ионизацию анализируемых 
молекул, а также понижение деструктивной способности лазерного 
излучения. Выбивающиеся при этом ионы проходят через масс-
анализатор и попадают на детектор, снимающий масс-спектры 
ионов в соответствии с их значением соотношения массы к заряду 
m/z. Полученные спектры анализируются путем их сопоставления 
со спектрами, содержащимися в соответствующих библиотеках, 
для чего используются специальные компьютерные программы. 
Одной из разновидностей MALDI является времяпролетная масс-
спектрометрия MALDI-TOF (TOF – time of flight), при которой время 
пролета ионов через масс-анализатор зависит от массы и заряда изу
чаемых веществ [44, 45]. 
	 Другой универсальной разновидностью масс-спектрометрии, 
активно применяемой в протеомных исследованиях, является акти
вированная поверхностью лазерная десорбция/ионизация (SELDI – 
surface enhanced laser desorbtion/ionization). В этом методе образец, 
содержащий пептиды, не смешивается с матрицей, а наносится на 
поверхность специального чипа, который в дальнейшем помещается в 
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вакуумную ячейку, где происходит ионизация исследуемых пептидов 
или небольших белков [46, 47]. Полученные ионы разгоняются в 
направлении детектора, в зависимости от их массы. Недостатком дан
ного способа является невозможность непосредственной идентифи
кации белков, представленных в масс-спектрах. Для идентификации 
белков используют дополнительные методы, такие как, например, 
фракционирование с помощью ионообменной хроматографии и 
электрофореза в полиакриламидном геле [48].
	 Использование масс-спектрометрии, в том числе и в сочетании с 
другими методами анализа, является в настоящее время универсаль
ным подходом для идентификации белковых маркеров различных 
заболеваний, включая опухолевые, сердечно-сосудистые и др. [45, 
46]. Масс-спектрометрия, наряду с другими методами протеомного 
анализа, такими как двумерный электрофорез, жидкостная хромато
графия, белковые биочипы, широко используется также для оценки 
эффективности тех или иных терапевтических подходов [49].
	 Метод фагового дисплея применяется для изучения взаимодейст
вия молекул, в том числе белок-белковых взаимодействий, и выявле
ния участков, ответственных за эти взаимодействия. Он основан на 
использовании бактериофагов для соотнесения генов и кодируемых 
ими белков. При этом в оболочке фага оказывается представленной 
(displayed) белковая молекула, информация о которой содержится в 
рекомбинантной ДНК вируса [50, 51]. Для этих целей используются 
нитевидные фаги M13, fd и f1, которые наилучшим образом подходят 
для конструирования рекомбинантной ДНК. Наличие в фаговом 
геноме участка, который несущественен для его жизнедеятельности, 
является важнейшим условием для создания гибридных молекул ДНК. 
В фаговый геном встраивают чужеродный ген, кодирующий синтез 
определенного белка или пептида (селективного маркера), который 
после синтеза оказывается представленным в оболочке фага. Фаг, 
несущий рекомбинантную ДНК, внедряется в бактериальную моле
кулу (E.coli), где происходит его размножение (амплификация). 
Таким образом, создаются библиотеки, содержащие миллионы фагов, 
каждый из которых содержит в своем капсиде уникальный белок 
(или пептид). Далее осуществляют процесс, называемый in vitro 
селекцией, в котором производят скрининг этих библиотек путем 
взаимодействия экспонированных на поверхности фагов белков с 
определенным иммобилизованным лигандом. 
	 Метод фагового дисплея обеспечивает прослеживание прямой 
зависимости между фенотипом и генотипом, так как в оболочке 
фага оказывается экспрессированной молекула белка, информация о 
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структуре которой содержится в ДНК вируса. Благодаря простоте и 
высокой скорости анализа последовательности ДНК, метод фагового 
дисплея позволяет осуществлять быструю идентификацию исследуе
мых белков. Используя подобную технологию рекомбинантных ДНК, 
можно также создавать библиотеки белков или пептидов.
	 Одним из подходов для оценки белок-белковых взаимодействий 
является использование фаговых клонов, способных специфически 
взаимодействовать с полистироловой поверхностью и несущих 
гены, кодирующие аффинные метки, существенно увеличивающие 
сродство к этой поверхности [52]. В качестве модельных систем 
используются мультиферментные комплексы или комплекс антиген-
антитело. Например, цистеинсинтазный мультиферментный комплекс 
у E.сoli содержит два фермента, а именно серинацетилтрансферазу 
(САТ) и О-ацетилсеринсульфгидролазу (ОАСС), которые при условии 
достаточной концентрации серы взаимодействуют друг с другом. 
При этом активность САТ возрастает, а активность ОАСС падает, 
что приводит к образованию О-ацетилсерина. Иммобилизация на 
полистироловой поверхности гибридного фермента ОАСС, получен
ного либо путем генетического слияния или химического сшивания 
с пептидной меткой, увеличивает интенсивность сигнала, оцени
ваемого с помощью иммуноферментного анализа, по сравнению с 
сигналом, полученным при иммобилизации только фермента. Более 
того, когда меченный пептидами фермент предварительно взаимо
действует с САТ в растворе с последующей иммобилизацией на 
полистироловой поверхности, интенсивность сигнала еще больше 
увеличивается благодаря взаимодействию этих ферментов без каких-
либо стерических препятствий. 
	 Методы микроскопии в настоящее время широко используются 
как для количественной оценки изменений концентраций и внутри
клеточной локализации различных белков, так и для качественного 
изучения белок-белковых взаимодействий. Белковые комплексы, 
образованные благодаря белок-белковым взаимодействиям, могут 
быть исследованы путем выявления в клетках областей белковых 
скоплений [53]. Современные методы микроскопии, такие как флюо
ресцентная микроскопия и криоэлектронная томография, позволяют 
визуализировать внутриклеточные структуры с разрешением до 4–5 
нм [54, 55]. Диаметр белковой глобулы составляет, в среднем, 3–5 нм, 
а макромолекулярных комплексов – 10–100 нм. Поэтому сочетание 
двух вышеуказанных методов позволяет реконструировать макромо
лекулы, их комплексы и отдельные внутриклеточные структуры в их 
нативном состоянии [56, 57]. 
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	 Сочетание методов микроскопии с различными эксперименталь
ными подходами, а также с вычислительными методами даёт возмож
ность не только в целом представить внутриклеточную архитектуру, но 
и создать полный и всеобъемлющий пространственный молекулярный 
атлас интактной клетки [58]. Так, создаваемый таким способом 
молекулярный атлас человека содержит информацию о наборах 
генов и профили экспрессии белков в различных нормальных и 
патологических тканях. В данном атласе белки классифицированы 
в соответствии с выполняемыми функциями, а также по тканям и 
биологическим жидкостям, в которых они обнаруживаются [59]. 
	 Для изучения белок-белковых взаимодействий применяют такие 
методы флюоресцентной микроскопии, как Ферстеровский индук
тивный резонансный перенос энергии электронного возбуждения 
(FRET – fluorescence resonance energy transfer) и изображение по 
времени жизни флуоресценции (FLIM – fluorescence lifetime imaging). 
Они позволяют осуществлять качественный анализ белок-белковых 
взаимодействий с изучением как динамики конформационных изме
нений, происходящих в белках, в пространстве и во времени, так 
и аминокислотных последовательностей, участвующие во взаимо
действии [60]. Флюоресцентная микроскопия основана на измерении 
различных характеристик флюоресценции, таких как интенсивность, 
время затухания, поляризация и длина волны. Метод FRET основан 
на измерении количества энергии, испускаемой возбужденной 
молекулой флюорофора и переносимой на молекулу акцептора. 
Перенос энергии проявляется по увеличению флюоресценции 
акцептора, которое сопровождается тушением флюоресценции 
молекулы – донора энергии [61, 62]. При этом перекрывание 
спектра флюоресценции донора со спектром поглощения акцептора 
является необходимым условием для переноса энергии. В то же 
время это условие создает помехи при измерении спектров, и это 
является недостатком метода. Устранение этого недостатка обес
печивает использование метода FRET для количественной оценки 
расстояния между взаимодействующими парами молекул в условиях 
in vitro и in vivo, что нашло применение в лазерно-сканирующей 
конфокальной микроскопии. FLIM микроскопия основана на изме
рении времени жизни флюоресценции в каждой точке пространст
венного изображения [63]. Она позволяет не только оценивать взаи
модействия между белками, но и анализировать локальное окружение 
флюорофоров, например, pH среды или концентрации различных 
ионов, кислорода и т.д. 
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	 В настоящее время активно разрабатываются методы микроско
пии с использованием флюоресцентных белков в качестве молекуляр
ных маркеров, позволяющих наблюдать в реальном времени динами
ческие изменения локализации и концентраций тысяч белков в 
различных частях одной, отдельно взятой, клетки. Для этих целей 
создается библиотека клеточных клонов, каждый из которых флюо
ресцентно мечен по какому-либо определенному белку. Данный 
подход по получению меченых белков с сохранением их естественной 
локализации и функций в условиях живой клетки был разработан 
Ярвиком и соавт. во второй половине 90-х годов и успешно апро
бирован у С. reinhardtii и D. melanogaster [64, 65]. Впоследствии 
метод был применен для создания библиотек клеток, меченных с 
помощью флюоресцентных белков у млекопитающих, в том числе и 
у человека [66]. 
	 Ряд изящных экспериментов по изучению в режиме реального 
времени динамических изменений локализации и концентраций 
различных белков в процессе пролиферации клеток был осуществлен 
группой Ури Алона [67, 68]. Клетки карциномы легких H1299 
человека инфицировались ретровирусом, несущим ген, кодирующий 
желтый флюоресцетный белок (YFP – yellow fluorescent protein). Была 
создана библиотека более 1200 клеточных клонов, каждый из которых 
мог экспрессировать свой флюоресцентно меченый белок. Клетки, 
содержащие тот или иной меченый белок, отбирались с исполь
зованием проточной цитометрии, и затем производилась идентифи
кация меченых белков. С помощью флюоресцентной микроскопии в 
режиме реального времени наблюдалась динамика изменений лока
лизации и концентраций 20 ядерных белков в течение клеточного 
цикла. Было установлено, что различные белки характеризуются 
разной динамикой накопления в ядре клетки. Например, динамика 
накопления топоизомеразы TOP1 имела синусоидальный характер с 
максимальным накоплением в ядре в S фазе клеточного цикла, в то 
время как другие белки характеризовались максимальной ядерной 
аккумуляцией в G1 или G2 фазах. С помощью данного метода удалось 
продемонстрировать существование различий в локализации разных 
белков в ходе клеточного цикла. 
	 Использование таких технологий позволяет изучать также 
действие лекарств на динамику белков в опухолевых клетках, 
механизм развития резистентности клеток к лекарствам и роль 
различных белков в выживаемости клеток. Так, изучение дина
мики около 1200 различных белков в клетках карциномы легких 
H1299 под воздействием противоопухолевого лекарства кампто
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тецина, блокирующего топоизомеразу-1 в комплексе с ДНК, что 
сопровождается разрывами ДНК и подавлением транскрипции 
генов, позволило выявить изменения концентраций и локализации 
различных белков под влиянием данного лекарства [68]. Клетки 
интенсивно делились в течение 24 часов с продолжительностью 
клеточного цикла около 20 часов. Однако уже через 10 часов после 
добавления лекарства наблюдалось уменьшение подвижности клеток 
и торможение их деления; начинались морфологические изменения, 
свидетельствующие о гибели клеток. Спустя 36 часов описанные 
изменения охватывали 15% всех клеток. 
	 При этом с течением времени почти у 76% белков наблюдались 
изменения в интенсивности флюоресценции. Группы функционально 
родственных белков демонстрировали сходную динамику изменений 
их внутриклеточной локализации и концентраций. Так, например, 
было показано, что рибосомальные белки подвергались быстрой дегра
дации, в то время как белки цитоскелета и ферменты разрушались 
относительно медленно. При этом, наиболее медленную деградацию 
под воздействием лекарства демонстрировали хеликаза и белки, 
регулирующие апоптоз, такие как Bcl2-ассоциированные белки BAG2 
и BAG3, а также PDCD5 [68]. Топоизомераза-1 подвергалась быстрой 
деградации, наиболее существенно изменялась локализация фермента. 
Концентрация двух белков (а именно, РНК-хеликазы и белка DDX5) 
значительно увеличивалась в тех клетках, у которых наблюдалась 
тенденция к выживанию, и уменьшалась в тех, которые претерпевали 
морфологические изменения, приводящие к их гибели. 
	 Таким образом, было показано, что различия в реакции клеток на 
воздействие лекарства определяются различиями в изменениях кон
центрации и локализации тех или иных белков. Огромным достоинст
вом подобных методов микроскопии является возможность изучать 
процессы, происходящие в условиях живой клетки с сохранением 
естественных функций внутриклеточных макромолекул. Кроме того, 
они позволяют наблюдать процессы, происходящие в одной, отдельно 
взятой, клетке в режиме реального времени.
	 Компьютерные методы. Одним из способов преодоления труд
ностей, возникающих при изучении белок-белковых взаимодействий, 
является использование комбинации различных экспериментальных 
и теоретических методов [69–73]. При этом необходимо отделение 
истинных результатов от ложноположительных, что требует разра
ботки систем оценки достоверности данных. В связи с трудоемкостью 
и дороговизной высокопроизводительных экспериментальных 
методов, важнейшая роль отводится различным компьютерным мето
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дам предсказания белок-белковых взаимодействий [74]. Для этого 
используют сведения о структуре генов и белков, кодируемых ими, 
известные данные о функциях белков и возможных функциональных 
взаимосвязях между ними. 
	 В последние годы разрабатываются и применяются различные 
компьютерные методы кластеризации, позволяющие оценивать 
степень функционального сходства между белками, а также выявлять 
белковые комплексы. Полученные при этом кластеры представляют 
собой пространственные и функциональные объединения белков. 
Они сопоставляются с экспериментально подтвержденными и опи
санными в специальных аннотированных базах данных белковыми 
комплексами [75]. Некоторые их этих подходов позволяют выявлять 
также функционально важные модули в интерактомных картах.
	 Компьютерное исследование белковых комплексов требует при
менения высокоэффективных вычислительных методов и разработки 
новых алгоритмов, таких как MCL (Markov Clustering), RNSC 
(Restricted Neighborhood Search Clustering), SPC (Super Paramagnetic 
Clustering), MCODE (Molecular Complex Detection) [76, 77]. В послед
нее время достигнут значительный прогресс в широкомасштабном 
картировании интерактомов различных организмов, а также в 
создании баз данных и специальных инструментов для анализа 
информации, хранящейся в них. 
	 Современные базы данных содержат информацию о сотнях 
тысяч взаимодействий, образованных несколькими тысячами бел
ков у десятков биологических видов [78–80]. Так, например, база 
данных BioGRID (Biological General Repository for Interaction Data
sets) в настоящее время содержит информацию примерно о 198 
тысячах взаимодействий для шести биологических видов [81]. 
Такие базы данных содержат информацию о взаимодействующих 
парах белков, полученных либо с помощью экспериментальных 
методов, либо определенных на основании гомологии между 
аминокислотными последовательностями, либо предсказанных с 
использованием компьютерных методов. Целью таких баз данных, 
как DIP (Database of Interacting Proteins), BIND (Biomolecular Inter
action Network Database) и INTERACT является интегрирование 
огромного количества экспериментальных данных, обеспечение 
легкого доступа к ним и возможности их визуализации. Базы данных 
также снабжены инструментами для оценки достоверности экспери
ментально полученных результатов. Они широко используются для 
конструирования и анализа белковых сетей, составляющих основу 
функционирования живой клетки. 
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	 Создаваемые в настоящее время базы данных не только содер
жат информацию о взаимодействующих партнерах, но также поз
воляют производить детальный структурный анализ участков, 
ответственных за взаимодействие [82–84]. Например, база данных 
SCOWLP (Structural Characterization Of Water, Ligands and Proteins) 
содержит информацию об аминокислотных остатках и группах 
атомов, участвующих во взаимодействиях. Благодаря этому она 
обеспечивает осуществление детального анализа взаимодействий 
между белками, доменами и пептидными мотивами разных белков, а 
также их взаимодействий с растворителем [82, 83]. Другим примером 
является глобальная интерактомная карта PSIMAP (Protein Structural 
Interactome Map), построенная с использованием данных о домен-
доменных взаимодействиях с участием всех белков, для которых 
экспериментально установлена пространственная (3D) структура, 
представленная в базе данных PDB (Protein Data Bank). С помощью 
алгоритма PSIMAP можно рассчитать эвклидовы расстояния между 
аминокислотными остатками двух взаимодействующих доме
нов в составе разных белков [85]. Два домена считаются взаимо
действующими, если, по крайней мере, пять аминокислотных 
остатков находятся на расстоянии менее 5Å (правило 5–5). Данный 
алгоритм позволяет осуществлять предсказание взаимодействующих 
партнеров на основании гомологии первичных аминокислотных пос
ледовательностей белков и их структурных доменов. Информация о 
взаимодействующих партнерах содержится в базе данных PSIbase. 

КАРТИРОВАНИЕ ИНТЕРАКТОМОВ РАЗЛИЧНЫХ 
БИОЛОГИЧЕСКИХ ВИДОВ

Наиболее полной картой, составленной для прокариотических орга
низмов, является карта белок-белковых взаимодействий патогенного 
микроорганизма Campylobacter jejuni [86]. С использованием Y2H 
метода к настоящему времени определены и воспроизведены около 
12 тысяч взаимодействующих пар, включая белки, участвующие в 
регуляции различных биологических явлений, таких как, например, 
хемотаксис. Другим интенсивно изучаемым представителем прока
риот является кишечная палочка E. coli, которая рассматривается 
в качестве модельного организма для изучения прокариотических 
интерактомов [87]. Однако данные, полученные разными группами 
авторов для этого организма, противоречивы. Размер интерактома 
E. coli, по разным данным, может составлять от нескольких тысяч 
до нескольких десятков тысяч взаимодействий.
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	 Так, например, использование подходов функциональной и 
сравнительной геномики, позволило предсказать существование 
более 78 тысяч парных взаимодействий у E.coli [88]. Кроме того, 
было показано, что белки, вовлеченные в процессы репликации, 
транскрипции, трансляции, репарации ДНК и синтеза клеточной 
стенки, характеризуются большой плотностью связей друг с другом. 
Особенно интенсивно изучается интерактом клеточной оболочки 
E. coli [89]. На основании данных, полученных как с помощью экспе
риментальных протеомных методов, так и методов сравнительной и 
функциональной геномики, была создана база данных Bacteriome.
org, содержащая информацию об интерактомах данного организма 
[90]. Она обеспечивает интегрированный взгляд на интерактом E.coli 
и позволяет пользователям выявлять и анализировать структурные, 
функциональные и эволюционные взаимоотношения между группами 
взаимодействующих белков. К настоящему времени эта база данных 
содержит информацию о более чем 5 тысячах экспериментально 
подтвержденных взаимодействий с участием более тысячи белков. 
	 Классическим объектом в протеомных исследованиях являются 
дрожжи S. cerevisiae, для которых получены наиболее полные для 
одноклеточных эукариотических организмов интерактомные данные. 
Однако, результаты, полученные c использованием разных экспе
риментальных методов разными группами авторов для S. cerevisiae, 
противоречивы [91, 92]. При этом наиболее точные сведения, включая 
данные о количестве копий каждого белка и их внутриклеточной 
локализации, получены при сочетании различных методов [93, 94]. 
Так, с использованием метода TAP-MS выявлено 7123 взаимодейст
вий с участием 2708 белков [95]. Кластеризация данных с использо
ванием алгоритма Маркова позволила выявить 547 белковых комп
лексов, каждый из которых содержал в среднем 4,9 белка. 
	 Для получения более точных и надежных данных большой группой 
авторов была разработана новая «эмпирически контролируемая» 
система картирования [94]. С её помощью из литературных данных 
был выбран пул парных взаимодействий, которые были в дальнейшем 
протестированы с использованием методов Y2H и TAP-MS. Это 
позволило создать «второе поколение» низкопроизводительных, 
но высококачественных данных. Такой подход способствовал полу
чению высококачественных результатов, охватывающих около 20% 
интерактома S. сerevisiae. 
	 Картирование белок-белковых взаимодействий у D. melanogaster 
рассматривается в качестве модельной системы для изучения 



А.А.Терентьев и др.448

биологии, развития и механизмов возникновения заболеваний у 
человека. С применением Y2H системы был произведен скрининг 
библиотек кДНК D. melanogaster для выявления взаимодейст
вующих партнеров для 102 белков, использованных в качестве 
«наживки» [96]. Большинство из этих белков являлись ортологами 
опухолеассоциированных или сигнальных белков человека. Были 
выявлены 2300 парных взаимодействий, из которых 710 были оценены 
как вызывающие высокое доверие. Подсчет степени достоверности 
полученных результатов с выявлением взаимодействующих доменов 
способствовали уточнению данных об уже известных белковых комп
лексах и предсказанию новых. Картирование взаимодействующих 
пар для белков – регуляторов клеточного цикла у D. melanogaster позво
лило выявить 1814 взаимодействий для 488 белков [97]. Для данного 
биологического вида также создаются специальные аннотированные 
базы данных, содержащие информацию об экспериментально получен
ных или предсказанных с помощью компьютерных методов данных 
по физическим белок-белковым взаимодействиям [98–100]. 
	 Картирование интерактома человека находится лишь на началь
ном этапе исследований. Статистическая оценка размера интерактома 
человека позволила предположить, что он может достигать 650 
тысяч взаимодействий [20]. Однако по данным Венкатесана и соавт. 
интерактом человека представлен 130 тысячами взаимодействий, 
для подавляющего большинства которых взаимодействующие 
партнеры еще не выявлены [101]. Эти данные были получены с 
применением нового «эмпирически контролируемого» подхода, 
описанного выше. Такой подход позволил произвести оценку 
качественных параметров методов, используемых для изучения 
белок-белковых взаимодействий, и результатов, полученых с их 
помощью. Этими параметрами являлись: чувствительность метода, 
полнота скрининга, количество выявленных взаимодействий и 
точность метода (количество артефактов). Исследования этой группы 
авторов показали, что для оценки белок-белковых взаимодействий 
у человека наиболее подходит метод двугибридного анализа (Y2H). 
Интерактомные карты, построенные таким образом, оказались более 
точны, чем те, которые были получены путем анализа литературных 
данных. Это обусловлено тем, что последний способ основан на 
результатах отдельно взятой публикации. 
	 С использованием Y2H метода и метода аффинной очистки в соче
тании с биоинформатическими подходами в настоящее время выяв
лены взаимодействующие партнеры для белков некоторых тканей, 
включая ткань мозга, почек, эритроциты и др. [102–104]. Постепенно 
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накапливаемые экспериментальные данные заносятся в специальные 
базы данных, такие как HPID (Human Protein Interaction Database) и 
OPHID (Online Predicted Human Interaction Database), которые содер
жат информацию о белок-белковых взаимодействиях, характерных для 
человека. Эти базы данных составлены с использованием не только 
экспериментально полученных результатов, но и предсказанных на 
основании гомологии с взаимодействующими парами, выявленными 
у более простых модельных организмов [105, 106]. 
	 Изучение белок-белковых взаимодействий и выявление взаимо
действующих партнеров, специфичных для той или иной патологии, 
представлюет собой важный инструмент для выяснения механизмов 
возникновения и развития заболеваний. Так, нарушение синтеза тех 
или иных компонентов цепи передачи сигнала или мутация в генах, 
кодирующих их синтез, зачастую является причиной возникновения 
заболеваний, в том числе и опухолевых [107]. Использование метода 
аффинной очистки в сочетании с масс-спектрометрией позволило 
выявить 221 молекулярный комплекс, образованный фактором 
некроза опухолей TNF-α (tumor necrosis factor-α), его рецептором и 
внутриклеточными эффекторами [108]. Фактор некроза опухолей 
TNF-α запускает каскадный механизм передачи сигнала, приводящий, 
в конечном итоге, к активации ядерного фактора NF-κB, который 
выполняет функцию фактора транскрипции и регулирует экспрессию 
ряда генов, ответственных за пролиферацию и выживание клеток 
[109]. Нарушение этой регуляции лежит в основе развития многих 
патологических процессов в организме, таких как опухолевый рост, 
воспалительные и аутоиммунные заболевания и др. Так, например, 
ядерный фактор NF-κB индуцирует экспрессию генов антиапопто
тических белков TRAF1 и TRAF2, регулируя тем самым активность 
ферментов семейства каспаз. Мутация в гене, кодирующем NF-κB, 
или в генах, регулирующих его активность, наблюдается при ряде 
опухолей [110].
	 Начаты работы по выявлению взаимодействующих пар белков, 
ассоциированных с нейродегенеративными заболеваниями, серповид
ноклеточной анемией, шизофренией и др. [111–113]. Картирование 
интерактомов нейродегенеративных заболеваний, таких как болезни 
Альцгеймера, Паркинсона и Хантингтона, амиотропный латеральный 
склероз, а также прионовые болезни, позволило выявить, что белки, 
ассоциированные с этими заболеваниями, характеризуются наличием 
общих взаимодействующих партнеров [112]. Было выявлено 19 
белков, общих для всех этих патологий, причем большинство из них 
оказалось регуляторами апоптоза или участниками передачи сигнала, 
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опосредуемого митогенактивируемой протеинкиназой (МАПК). 
Также в составе этих белков были выявлены характерные для всех 
них домены, такие как SH2 (Src homology 2) и фосфотирозинсвязы
вающий PTB (phosphotyrosine-binding) домены. 

III. БЕЛКОВЫЕ СЕТИ 
Группа физически взаимодействующих друг с другом белков образует 
белковую сеть. Белковые сети являются одной из разновидностей 
молекулярных сетей, к которым относятся также: генные сети, 
включающие гены и контролирующие их функционирование регу
ляторные РНК и факторы транскрипции; метаболические сети, 
состоящие из субстратов и продуктов биохимических реакций; и 
сети сигнальных молекул, включающие рецепторы, их лиганды 
и внутриклеточные эффекторы [114–118]. Приведенная здесь 
классификация молекулярных сетей достаточно условна, так как 
факторы транскрипции и ферменты, катализирующие биохимические 
реакции, являются по своей природе белками. Кроме того, между 
компонентами разных типов молекулярных сетей существует функ
циональная связь. Так, с одной стороны, экспрессия того или иного 
гена контролируется внешними сигналами, опосредуемыми бел
ковыми рецепторами и их внутриклеточными эффекторами. При 
этом лигандами рецепторов могут выступать как белки, так и низко
молекулярные промежуточные продукты метаболических путей. 
Часть внутриклеточных эффекторов – компонентов сигнальных 
сетей – может проникать в ядро и выполнять функцию факторов 
транскрипции, контролируя экспрессию генов. С другой стороны, 
скорость протекания биохимических реакций зависит от актив
ности ферментов, являющихся продуктами структурных генов. В 
свою очередь, активность ферментов может регулироваться низко
молекулярными субстратами или продуктами биохимических 
реакций.
	 Из всех перечисленных типов молекулярных сетей наиболее 
сложно в отношении функциональных взаимосвязей между компо
нентами устроены сигнальные сети. Компоненты сигнальных сетей 
могут как физически взаимодействовать друг с другом (например, 
лиганд-рецепторное взаимодействие), так и участвовать в химичес
ких модификациях других компонентов (например, протеинкиназы) 
или в регуляции экспрессии генов (внутриклеточные эффекторы). 
Как видно, белки могут входить в состав разных типов молекулярных 
сетей в качестве их структурно-функциональных компонентов. Однако 
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для моделирования физических белок-белковых взаимодействий 
используют особый тип молекулярных сетей – белковые сети. 

ПРИНЦИПЫ ОРГАНИЗАЦИИ И СВОЙСТВА БЕЛКОВЫХ СЕТЕЙ 

Молекулярные сети относятся к биологическим сетям, наряду с сетями 
нервных волокон, кровеносных и лимфатических сосудов и др. Как 
биологические, так и небиологические сети (такие, как социальные 
и технологические) по своим характеристикам принадлежат к 
комплексным сетям, для описания которых используют методы 
математического анализа и теорию графов [119, 120]. Как показали 
исследования последних лет, все виды комплексных сетей, как 
биологических, так и небиологических, устроены по одному и тому 
же принципу. При использовании метода графов, комплексные сети 
могут быть представлены в виде совокупности узлов, связанных друг 
с другом ориентированными или неориентированными ребрами. В 
узлах располагаются компоненты сети, а ребра показывают связи 
между ними. Регуляторные генные и метаболические сети могут быть 
представлены в виде графов с ориентированными ребрами, в которых 
направление связи либо указывает на ген, который испытывает 
регуляторное воздействие со стороны фактора транскрипции, или 
показывает направление реакции от субстрата к продукту [119, 120]. 
Сети сигнальных молекул могут быть представлены в виде графов, 
как с ориентированными, так и с неориентированными ребрами. 
Поскольку в белок-белковых взаимодействиях оба партнера при
нимают одинаковое участие, то белковые сети представляют в виде 
графов, в которых соседние узлы, образуемые отдельными белками, 
связаны друг с другом неориентированными ребрами (рис. 2).
	 Глобальная структура комплексных сетей может быть представлена 
большими графами, состоящими из тысяч взаимосвязанных узлов. 
При описании локальной структуры рассматривают отдельные 
части сетей (подсети), которые могут быть представлены всего нес
колькими узлами и связями между ними [121]. Среди глобальных 
параметров, используемых для описания принципов организации 
комплексных сетей, выделяют топологические и динамические харак
теристики. Полученные с использованием этих параметров знания 
об архитектуре и динамике белковых сетей позволяют выявить основ
ные принципы функционирования внутриклеточных структур [122]. 
К топологическим характеристикам относят: количество узлов в 
составе сети и количество ребер у каждого узла (т.е. связанных с 
ним соседних узлов), среднюю длину пути или диаметр сети, её 
плотность и гетерогенность, коэффициент кластеризации. Среди 
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Рис. 2. Типы комплексных сетей (по [131]). 
	 А – схематическое представление (слева) и конфигурация (справа) 
безмасштабной сети. Синие кружочки (слева) соответствуют хабам. 
	 Б – схематическое представление (слева) и конфигурация (справа) модульно 
организованной сети. Здесь все узлы имеют одинаковое число связей с сосед
ними узлами. Такая сеть не содержит хабов. 
	 В –  схематическое представление (слева) и конфигурация (справа) 
иерархично и модульно организованной безмаштабной сети. Рисунок 
представлен с разрешения Barabasi, A.-L. [131].
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динамических параметров можно выделить устойчивость сети к тем 
или иным внешним воздействиям, частоту и амплитуду колебаний 
(осцилляций), возникающих в сети. 
	 Одним из важных показателей комплексных сетей является 
длина пути или расстояние между любыми двумя узлами в сети, 
характеризуемое некоторым количеством других узлов между ними. 
Наименьшее расстояние между двумя узлами представляет собой путь 
наименьшей длины. С помощью подсчета среднего значения длин 
всех таких путей между всеми парами узлов определяют среднюю 
длину пути в сети или её диаметр. Было показано, что белковые сети 
проявляют свойства «маленького мира» (small world) с диаметром 
(т.е. средним значением длины пути), равным 4–5 узлам. Сети с 
характеристиками «маленького мира» были впервые описаны Уотсом 
и Строгатсом [123], установившими, что расстояния между узлами 
во многих биологических и небиологических сетях характеризуются 
небольшой протяженностью. Как следствие, процессы, происходя
щие в большинстве комплексных сетей, характеризуются быстрой 
динамикой, эффектом усиления и синхронизации сигнала. Сети со 
свойствами «маленького мира» занимают промежуточное положение 
между правильными графами, имеющими тенденцию к минимизации 
связей, и графами со случайной архитектурой, характеризующимися 
большим количеством связей [124]. Такие сети демонстрируют нали
чие хабов (hub – центр, средоточие), т.е. небольшого числа узлов, 
имеющих большое количество связей.
	 Коэффициент кластеризации представляет собой меру способ
ности узлов образовывать области с высокой плотностью связей, 
т.е. кластеров [124]. Среднее значение коэффициента кластеризации 
для всех узлов показывает коэффициент кластеризации всей сети. В 
реальных сетях для узла со степенью k коэффициент кластеризации 
С(k) пропорционален k –1, где k показывает количество соседних, 
связанных с ним узлов (k = 1, 2, 3…). Коэффициент кластеризации 
является мерой гетерогенности (неоднородности) и иерархичности 
организации сети. Иерархичность сети означает существование много
уровневой формы организации со строгой соподчиненностью нижних 
уровней верхним, т.е. одних групп узлов другим. Каждая из этих групп 
(кластеров), характеризующаяся большой плотностью связей между 
узлами, представляет собой структурно-функциональный модуль в 
составе сети.
	 Для характеристики гетерогенности комплексных сетей обычно 
используются два основных типа моделей – графы со случайной 
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геометрией (random geometry) и «безмасштабные» (scale-free) 
[125]. Данные, полученные разными группами авторов и характе
ризующие архитектуру белковых сетей, неоднозначны и противо
речивы. Так, глобальный и локальный анализ белковых сетей у 
S. cerevisiae и D. melanogaster, осуществленный Прзулж с соавт. [126] 
с использованием разных моделей, показал, что для описания физи
ческих белок-белковых взаимодействий лучше подходят графы со 
случайной геометрией. Сети со случайной геометрией описываются с 
помощью графов G(n,r), состоящих из n числа узлов, представленных 
с помощью n независимых, одинаковым и случайным образом 
распределенных в метрическом пространстве точек, расстояние 
между которыми равно r. Такие сети характеризуются достаточной 
однородностью, и количественная оценка вероятности связей для 
любого узла характеризуется биномиальным распределением [127]. 
В случае больших сетей плотность вероятности того, что некий узел 
имеет k связей, характеризуется распределением Пуассона (рис. 3), 
которое имеет следующий вид:

	
где k = 0, 1, 2… – количество связей, приходящихся на узел, λ – среднее 
арифметическое.
	 Здесь каждый узел имеет примерно одинаковую вероятность быть 
связанным с любым другим узлом.
	 Однако, системный анализ топологических характеристик белко
вых сетей, осуществленный у S. cerevisiae, C. elegans и D. melanogas
ter другими группами исследователей, выявил «безмасштабный» 
(scale-free) характер большинства сетей и высокую степень их клас
теризации [128, 129]. В данном случае «безмасштабность» имеет 
отношение только к характеру распределения и означает сущест
вование степенной зависимости в ней [128]. Функция распреде
ления степеней для «безмасштабных» сетей может быть задана как 
Р(k)=Аk-γ, где Р(k) – плотность вероятности образования связей 
между соседними узлами, А – постоянная, показатель γ обычно 
2<γ<3 (чаще всего 2,2) для всех организмов [122]. Такая функция рас
пределения показывает высокую гетерогенность сети, т.е. практичес
кую невозможность обнаружения в ней типичного узла, с помощью 
которого можно было бы охарактеризовать все остальные узлы в сети. 
	 Ключевым свойством «безмасштабной» архитектуры комплекс
ных сетей является наличие хабов, т.е. узлов с большой плотностью 
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связей, в то время как большинство узлов характеризуется неболь
шим количеством связей (рис. 2). Однако это небольшое число хабов 
обеспечивают устойчивость всей сети, связывая всю сеть в единое 
целое. О роли хабов свидетельствуют эксперименты по их удалению 
из белковых и метаболических сетей у D. melanogaster [129]. 
Оказалось, что сети с «безмасштабноей» архитектурой устойчивы к 
случайному удалению узлов. Даже при удалении большого количества 
случайно выбранных узлов связи между остальными узлами в сети 
не нарушаются и топология сети не изменяется. Удаление же только 
хабов приводит к увеличению диаметра сети в два-три раза. 
	 Биологическое значение удаления хабов показано в экспериментах 
на S. cerevisiae, продемонстрировавших, что лишение этих организ
мов (нокаутирование) генов, кодирующих белки, расположенные в 
хабах, сопровождается увеличением летальности. В то время как 
удаление генов, кодирующих белки, расположенные в других узлах, 

Рис. 3. Сравнительные графики функций распределения степеней для белковых 
сетей со случайной геометрией (квадратики) и «безмасштабных» белковых 
сетей (кружочки). Слева даны линейные графики, справа – в логарифмической 
шкале (по [85]). Колоколобразный график функции распределения для белковых 
сетей со случайной геометрией указывает на статическую гомогенность таких 
сетей. График функции распределения для «безмасштабных» белковых сетей 
подчиняется формуле P(k) = Ak-3 и характеризует гетерогенность сети. Характер 
падения функции распределения указывает на существование большого числа 
узлов с малым количеством связей и небольшого количества хабов, обладающих 
большим количеством связей. 
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не приводит к такому эффекту [130]. Подобное свойство сетей было 
названо летальность–центральность (lethality–centrality). Эти данные 
свидетельствуют о том, что белки, расположенные в хабах, необхо
димы для выживания организма и, в целом, могут быть функцио
нально важнее, чем белки, расположенные в других узлах.
	 Иерархичность служит фундаментальной характеристикой 
многих комплексных сетей и показывает, что большие группы узлов в 
таких сетях состоят из более мелких групп (модулей), организованных 
в иерархическом порядке [131]. Модули могут быть определены как 
пространственно и структурно независимые единицы, состоящие из 
нескольких компонентов и способные относительно самостоятельно 
функционировать. При этом связи между узлами, принадлежащими 
разным модулям, характеризуются меньшей плотностью, чем связи 
между узлами, принадлежащими одному и тому же модулю. 
	 Предположение о модульности организации белковых сетей 
было сделано на основе системного анализа с использованием биоин
форматических ресурсов данных по экспрессии, внутриклеточной 
локализации, эволюции, структуре и функциям белков и их взаимо
действующих партнеров [132–135]. Несмотря на то, что некоторыми 
авторами обосновывается гипотеза об отсутствии биологической 
значимости модулей белковых сетей [135], целый ряд данных 
свидетельствует об их функциональности. Сравнение эксперимен
тальных методов и функциональной аннотации генов показало 
возможность существования двух типов модулей в белковых сетях: 
а) белковые комплексы и б) динамические функциональные модули, 
объединяющие белки, участвующие, например, в регуляции клеточ
ного цикла [136].
	 Существование строгой корреляции между строением белковой 
сети и функциональной ролью и внутриклеточной локализацией 
белков, входящих в их состав, было продемонстрировано в ряде работ 
[137, 138]. Так, на основании информации о взаимодействующих 
парах белков, извлеченных из базы данных DIP, были построены 
белковые сети для S. cerevisiae. С использованием алгоритма 
Girvan-Newman (G-N) и программы MoNet было установлено, что 
эти сети организованы в 86 простых модулей, каждый из которых 
состоял из более, чем трех белков [133]. При этом каждый модуль 
был представлен, в основном, функционально взаимосвязанными 
белками. Используя интегрированный подход с привлечением, наряду 
с протеомными данными, результатов, полученных с помощью ана
лиза экспрессии генов с применением олигонуклеотидных чипов, 
другими авторами было выявлено уже 266 функциональных модулей 
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в белковых сетях дрожжей [139]. Вероятность взаимодействия между 
белками, принадлежащими функционально различным модулям, 
оказалась низкой [140]. 
	 С использованием метода компьютерного моделирования было 
показано, что модульность организации молекулярных сетей возни
кает, вероятнее всего, как следствие дупликации генов. Выявление 
того обстоятельства, что эволюция белковых сетей происходит на 
уровне модулей, обуславливает необходимость изучения степени 
консервативности между взаимодействующими парами белков. Это 
достигается путем сравнения первичных структур белков, входящих в 
состав тех или иных сетей с помощью метода выравнивания, а также 
сравнением архитектуры различных сетей [141, 142]. В связи с этим 
в ряде работ предлагаются специальные алгоритмы, которые пред
полагают поиск сходных сетей среди набора молекулярных сетей у 
разных биологических видов или внутри одного вида. 
	 Для характеристики топологии белковых сетей используется 
построение пространственных (3D) моделей и их визуализация [143, 
144]. Такие модели создаются с использованием протеомных данных, 
таких как внутриклеточная локализация белков, приблизительное 
количество копий каждого белка в клетке, их физико-химические 
характеристики, данные о пост-трансляционных модификациях и 
ортологах белков. Специальные базы данных содержат информацию 
об органеллоспецифических белок-белковых взаимодействиях, кото
рая также используется для трехмерного моделирования [145–147]. 
	 Реально существующие сети, в отличие от статических графов, 
характеризуются наличием динамических свойств, т.е. изменений в 
пространстве и во времени. Временные характеристики белок-белко
вых взаимодействий можно изучать с помощью анализа экспрессии 
генов с применением олигонуклеотидных чипов. Подсчет корреляции 
экспрессии белков, расположенных в хабах, с экспрессией их взаимо
действующих партнеров позволил выделить два типа белков, распо
ложенных в хабах [148]. Для первого типа оказалась характерна 
высокая, а для другого – низкая степень ко-экспрессии белков. 
Хабы первого типа являются статическими (party hubs), а второго 
типа – динамическими (date hubs). Было высказано предположение, 
что белки, расположенные в статических хабах, характеризуются 
постоянным набором взаимодействующих партнеров, а белки в 
динамических хабах взаимодействуют с разными партнерами в 
разное время. Первые, видимо, играют локальную роль в сетях, 
характеризуясь прочными связями внутри функционального модуля. 
Вторые имеют глобальное значение, связывая между собой разные 
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функциональные модули. Было показано, что удаление динамических 
хабов приводит к более тяжелым последствиям (увеличению диаметра 
сети и её дезинтеграции), чем удаление статических хабов. Однако 
вскоре выяснилось, что увеличение летальности связано с удалением 
обоих типов хабов [149, 150]. 
	 Среди важных динамических характеристик комплексных сетей 
необходимо выделить их устойчивость (robustness) к воздействию 
того или иного фактора и существование периодических колебаний 
(осцилляций) в функционировании компонентов сети. Эти колебания 
отражают цикличность процессов, происходящих в клетке. Циклы 
клеточной жизнедеятельности контролируются путем каскадной регу
ляции по принципу прямой и обратной связей [151, 152]. Жизнедея
тельность клетки зависит от скоординированного функционирования 
генов, их белковых продуктов, а также низкомолекулярных метабо
литов, принимающих участие в подобных регуляторных путях. Дина
мические характеристики белковых сетей и способы их моделирова
ния будут рассмотрены в разделе V. 

МЕДИКО-БИОЛОГИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ АНАЛИЗА БЕЛКОВЫХ СЕТЕЙ

Анализ белковых сетей позволяет решать ряд задач фундаментальной 
медицины, среди которых необходимо выделить выявление и 
объяснение механизмов возникновения и развития заболеваний, 
включая опухолевые, нейродегенеративные, сердечно-сосудистые, 
аутоиммунные, а также поиск молекулярных мишеней для действия 
лекарств. 
	 В ряде работ с использованием базы данных OPHID, содержащей 
информацию о белок-белковых взаимодействиях, экспериментально 
подтвержденных или предсказанных для человека, были построены 
графы, иллюстрирующие белковые сети, включающие продукты 
генов, экспрессируемых при опухолях. Было показано, что сети, 
образованные опухолеассоциированными белками – продуктами 
генов, отличающихся по способу регуляции, больше по размеру, 
чем сети, образованные случайным набором белков [153]. Это 
указывает на существование функциональной взаимосвязи между 
белками. На основе анализа белковых сетей была предложена модель 
канцерогенеза, которая рассматривает это явление как специфически 
организованный на молекулярном уровне процесс, характеризую
щийся снижением экспрессии топологически и функционально 
связанных белков, синхронизированных с повышением экспрессии 
других белков [154]. 
	 Имеющиеся в настоящее время данные по анализу белковых сетей, 
ассоциированных с заболеваниями, неполны и неоднозначны. Пока
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зано, что белки, ассоциированные со сходными заболеваниями, харак
теризуются большей вероятностью физически взаимодействовать 
друг с другом. Было высказано предположение о существовании в 
белковых сетях функциональных модулей, специфичных для тех или 
иных заболеваний. При этом белки, необходимые для эмбрионального 
развития и нормального функционирования клеток, синтезируются 
в различных органах и располагаются в хабах белковых сетей. В то  
время как подавляющее большинство белков, ассоциированных с 
заболеваниями, как правило, располагаются на периферии сетей [155].
	 Однако в ряде работ показано, что белки, ассоциированные с 
опухолями, характеризуются большой плотностью связей, распола
гаются, в противовес нормальным белкам, в центральных хабах и 
содержат большое количество структурных доменов, участвующих 
в белок-белковых взаимодействиях [156−158]. Опухолеассоциирован
ные белки содержат в два раза больше взаимодействующих партнеров, 
чем нормальные белки. Наличие большего количества взаимодейст
вующих партнеров обуславливает центральную роль этих белков в 
сети и означает большую вовлеченность в патофизиологические 
процессы, происходящие в клетке. Вочи с соавт. картировали в интер
актоме человека белковые продукты 360 генов, экспрессия которых 
повышена, и 270 генов, экспрессия которых снижена при раке легких 
[159]. Выявлено, что белки, демонстрирующие гиперэкспрессию, 
характеризуются большим количеством связей, по сравнению с бел
ками, экспрессия которых снижена. Таким образом, была показана 
высокая степень централизации белков, синтез которых повышен в 
опухолевой ткани, по сравнению с нормальной.
	 Анализ модулей белковых сетей показывает, что они содержат 
продукты совместно регулируемых и функционально взаимосвязан
ных генов и могут быть ассоциированы, например, с полиморфизмом 
генов или механизмом возникновения заболевания [160]. Более того, 
белки, проявляющие активность только в составе определенного 
функционального модуля, могут рассматриваться в качестве марке
ров данного модуля или в качестве потенциальных мишеней для 
лекарственных средств. Выявление генов, ассоциированных с 
опухолевыми заболеваниями, и их белковых продуктов, взаимо
действующих с известными белками – биомаркерами опухолей, 
может способствовать разработке новой стратегии в диагностике 
заболеваний [161]. 
	 Использование специальных компьютерных программ типа 
Cytoscape позволяет визуально сопоставлять экспериментальные 
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данные и использовать их совместно с информацией, содержащейся 
в аннотированных базах данных по молекулярным сетям [162]. Так, с 
применением данного подхода было показано, что белки, участвующие 
в регуляции эпителиально-мезенхимного перехода, инициированного 
в клетках почек под воздействием TGF-β1, образуют единую сеть 
[163]. Анализ онтологии генов показал гиперэкспрессию белков, 
входящих в состав сигнальных путей, контролирующих морфогенез 
и эмбриональное развитие. 
	 Анализ молекулярных сетей способствует также пониманию меха
низмов, лежащих в основе возникновения комплексных заболеваний, 
обусловленных как генетическими, так и негенетическими факто
рами, такими как факторы окружающей среды, тип питания и др. 
[164]. На этой основе предлагается новый подход к диагностике и 
классификации заболеваний. Анализ молекулярных сетей позволяет 
также выявлять новые потенциальные мишени для лекарств и 
определять резистентность клеток к лекарствам. Фактически, это 
обеспечивает новые подходы к лечению заболеваний. Так, сравни
тельный анализ сетей, образованных белками, вовлеченными в 
апоптоз клеток HeLa и нормальных фибробластов у человека, 
способствовал не только выяснению механизма развития апоптоза, 
но и поиску потенциальных мишеней для действия лекарств [165]. 
Было установлено существование большого числа взаимодействий 
(841) в опухолевых (HeLa) и нормальных клетках. Из них 18,7% 
присутствовали в опухолевых клетках и отсутствовали в нормальных. 
И примерно столько же взаимодействий, наоборот, было выявлено 
в нормальных, но не обнаруживалось в опухолевых клетках. Сум
марно эти взаимодействия были определены как потенциальные 
мишени для действия лекарств. Было высказано предположение, 
что белки Bcl2, PT53 и каспаза-3 могут являться мишенями для 
действия лекарств. Интересным результатом, полученным в этой 
работе, представляется также выявление белков, расположенных в 
статических и динамических хабах белковых сетей. Было показано, 
что каспаза-3 располагается в динамических хабах сетей, образо
ванных белками, ответственными за апоптоз как нормальных, так 
и опухолевых клеток. Каспазы-2 и -9 оказались ответственны за 
топологические различия между сетями. Более подробно анализ 
молекулярных сетей в выяснении механизмов, диагностике и клас
сификации заболеваний изложен в обзорах [155, 156, 166].
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БЕЛКОВЫЕ КОМПЛЕКСЫ

Белок-белковые взаимодействия обуславливают образование ста
бильных белковых комплексов, имеющих важное функциональное 
значение. Методами микроскопии было выявлено, что в цитоплазме 
живых клеток белковые молекулы распределены не равномерно, а 
существуют в виде отдельных скоплений [167–169]. В таких скоп
лениях содержание макромолекул может колебаться от 50 до 400 г/л, 
облегчаются белок-лигандные и белок-белковые взаимодействия, 
конформационные переходы макромолекул и образование самоорга
низующихся надмолекулярных структур [170].
	 Методы современной протеомики позволяют достаточно детально 
охарактеризовать состав и способы организации этих внутрикле
точных структур. Белковые комплексы являются ключевыми над
молекулярными структурами, в которых интегрированы продукты 
нескольких генов и которые, в основном, предназначены для выпол
нения каких-либо взаимосвязанных функций. Это может быть муль
тиферментный комплекс, предназначенный для катализа последова
тельности биохимических реакций, или комплекс белков – участников 
пути передачи сигнала. 
	 Белковые комплексы образуются благодаря тому, что каждая 
белковая молекула может обладать сразу несколькими белок-связы
вающими участками. Так, например, изучение линкерного белка 
для активации Т-лимфоцитов, LAT (linker for activation of T cells), 
показало, что в его взаимодействии с SH2-доменами адаптерных 
белков сигнальных путей участвуют четыре участка, содержащих 
фосфорилированные остатки тирозина [171]. Это способствует 
образованию белковых комплексов, которые облегчают передачу 
сигнала с мембраны внутрь клеток, что лежит в основе нормального 
созревания и дифференцировки иммунокомпетентных клеток. 
Мутации, приводящие к замене остатков тирозина, участвующих в 
связывании различных адаптерных белков, приводят к нарушениям 
дифференцировки Т-лимфоцитов и созревания В-лимфоцитов. 
	 В белковых комплексах можно выделить ядро, которое образовано 
постоянным набором белков, и периферийную часть, состав которой 
может изменяться. Показано, что существует кооперативность взаимо
действия между различными белками в составе такого комплекса, 
что определяется различной аффинностью и специфичностью их 
связывания друг с другом [172]. Характер и механизм ассоциации 
и диссоциации белковых комплексов, в основном, зависит от их 
размеров. Исследования с S. cerevisiae показали экспоненциальное 
падение распределения размеров белковых комплексов. Однако изу
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чение динамики белковых комплексов выявило, что их ассоциация 
может происходить независимо от размера комплекса [173]. 
	 Часть белков может участвовать в образовании сразу нескольких 
комплексов, что может объясняться полифункциональностью и 
мультимодульностью этих белков. Поскольку белковые комплексы 
предназначены, в основном, для выполнения какой-либо определен
ной функции, полифункциональные белки могут реализовывать 
свои возможности в составе разных комплексов с участием разных 
функциональных модулей. 

IV. СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ МОДУЛИ 
БЕЛКОВ, ОТВЕТСТВЕННЫЕ ЗА ИХ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ 

Обнаружение одних и тех же белков в составе различных белковых 
комплексов может быть объяснено наличием в их составе нескольких 
функционально важных участков, включая те, которые ответственны 
за белок-белковые взаимодействия. Это означает мультимодульность 
строения белков. Исследования последних лет показывают, что 
модульность является универсальным свойством живого и проявля
ется на всех уровнях его организации, от молекулярного до надорга
низменного. Модульность характерна, как уже было упомянуто, также 
и для белковых сетей, что обуславливает сложный, иерархичный 
характер их организации. 
	 В свою очередь, модульность организации может быть присуща и 
отдельным белкам, что означает, что белковая молекула может состоять 
из нескольких (и даже множества) структурно и функционально 
независимых элементов (доменов и мотивов). При этом каждый из 
модулей ответственен за ту или иную функцию белка и может функ
ционировать независимо от других. В результате этого белковая 
молекула приобретает способность выполнять целый комплекс 
различных функций; такие белки называются мультимодульными и 
полифункциональными [17, 18]. Вероятно, эти функции взаимосвя
заны, т.е. набор функциональных модулей того или иного конкрет
ного белка, видимо, образован не случайным образом. Какой из 
модулей белка может быть задействован, зависит от типа клетки, её 
микроокружения, физиологического и патофизиологического состоя
ния клетки, а также микроокружения самой белковой молекулы. 
Мозаичность строения, мультимодульность и полифункциональность, 
по-видимому, характерны для большинства белков эукариот. 
	 Структурно сходные модули могут встречаться в составе раз
личных белков, вероятно, обуславливая сходство некоторых их 
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функций. Возможно, что молекулы различных белков построены 
путем различной комбинации ограниченного набора структурно 
и функционально независимых модулей, что, в свою очередь, 
детерминировано физиологической (биологической) ролью того 
или иного белка [174]. Данное предположение подтверждается 
экспериментами по созданию искусственных полифункциональных 
белков, образованных разным сочетанием пептидных мотивов с уже 
известной функцией. Эти эксперименты показали: 1) компактная 
упаковка белковой молекулы не является необходимым условием для 
реализации её функций; 2) функции того или иного мотива зависят от 
их набора и взаимного расположения [175]. Более того, оказалось, что 
путем перегруппировок различных мотивов можно получить белки 
с совершенно разными функциями.
	 Мультимодульность белков может приводить к значительному 
усложнению характера белковых сетей [176]. В случае, если в узлах 
белковых сетей располагаются мультимодульные, полифункциональ
ные белки, каждый узел может быть представлен не отдельным белком, 
а его функциональным модулем, и связи между узлами становятся 
взаимопереплетенными. В связи с этим представляется важным сос
тавление структурно-функциональных карт для мультимодульных и 
полифункциональных белков с целью выявления участков, ответст
венных за ту или иную функцию, в том числе за белок-белковые 
взаимодействия.
	 Экспериментально показано, что белок-белковые взаимодействия 
осуществляются с помощью доменов одних белков и соответствую
щих им коротких линейных пептидных мотивов других белков. Если 
белок содержит несколько доменов для взаимодействия или несколько 
связывающих мотивов, то он может одновременно взаимодействовать 
с несколькими белками, что приводит к образованию белковых 
комплексов. Примерами доменов, участвующих в белок-белковых 
взаимодействиях, являются SH2 и PTB домены, связывающиеся с 
фосфорилированными остатками тирозина в составе рецепторов, 
или SH3 и WW домены, реагирующие с пролин-богатыми мотивами 
белков [177–179]. 
	 Одной из модельных систем для изучения белок-белковых 
взаимодействий является взаимодействие SH3-доменов с белками, 
содержащими домены, богатые пролином [180, 181]. Белковые сети, 
образованные взаимодействиями различных белков с SH3‑доменами, 
были выявлены у S. cerevisia, у которых определено 28 белков, содер
жащих такие домены. С использованим Y2H метода было выявлено 
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233 взаимодействия с участием 145 белков, метод фагового дисплея 
выявил 394 взаимодействия между 206 белками. 
	 Изучение строения SH3-доменов показало, что их полипептидная 
цепь содержит около 50–70 аминокислотных остатков и организована 
в пять β-складчатых структур. В настоящее время известно более 1500 
различных SH3-доменов, классическим участком связывания которых 
является PXXP мотив (где Р – пролин, а X – любая аминокислота) 
[182–184]. SH3-домены содержатся в составе ферментов, таких как 
киназы, липаза или ГТФ-аза. Наиболее изучены функции SH3‑доменов 
адаптерных белков, таких как c-Src или Grb2, принимающих участие 
в передаче сигнала внутрь клеток, от мембранных рецепторов к их 
цитоплазматическим эффекторам. Так, с участием PXXP мотива 
богатая пролином тирозинфосфатаза (PEP – proline-enriched tyrosine 
phosphatase) связывается с SH3-доменом цитоплазматической 
тирозинкиназы Csk (C-terminal Src kinase) [184]. Показано, что в этом 
взаимодействии задействован участок, включающий A40, T42 и L43 в 
составе SH3-домена, образующий гидрофобные связи с PEP. Другим 
примером является взаимодействие PXXP мотивов белков динами
нов-1 и -2 с очищенными SH3-доменами таких белков, как с-Src, Grb2 
и интерсектин. Исследование кинетики подобных взаимодействий 
показало, что различные SH3-домены могут связываться с одним 
и тем же пролин-богатым доменом. Видимо, в условиях in vivo нес
колько SH3-доменов могут конкурировать за связывание с PXXP 
мотивами [185]. 
	 Короткие линейные мотивы или сегменты белков – это сос
тоящие, в основном, из 3–10 аминокислотных остатков после
довательности, ответственные за ту или иную функцию белка 
[186]. Они участвуют в белок-белковых взаимодействиях, взаимо
действиях по типу белок-лиганд, белок-нуклеиновая кислота, 
являются участками посттрансляционных модификаций белков, 
таких как фосфорилирование, гликозилирование и др. Первыми 
линейными мотивами, обнаруженными в составе белков, были 
последовательности KDEL и НDEL, являющиеся участками белков 
цистерн эндоплазматического ретикулума и ответственные за 
предотвращение секреции этих белков [187]. Было также показано, 
что мотив KKXX, обнаруженный в цитоплазматическом домене 
трансмембранных белков выполняет функцию сигнального участка, 
ответственного за возвращение белков из аппарата Гольджи в 
цистерны эндоплазматического ретикулума [188, 189]. 
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	 Короткие линейные мотивы, состоящие из небольшого коли
чества аминокислотных остатков, трудно выявить путем сравнения 
первичных последовательностей белков. И поэтому для их выявления 
часто используются довольно трудоемкие и многоэтапные экспери
ментальные методы. Для выявления коротких линейных мотивов и 
роли тех или иных аминокислотных остатков в их функционировании 
обычно используются такие экспериментальные методы, как точеч
ный мутагенез или фаговый дисплей. В настоящее время появляются 
новые биоинформатические ресурсы для обнаружения коротких 
линейных мотивов в составе белков [190, 191]. Компьютерные методы 
для обнаружения связывающих мотивов основаны на использовании 
баз данных по белок-белковым взаимодействиям и извлечении 
мотивов, общих для группы взаимодействующих друг с другом 
белков. Для этого могут быть использованы специальные алгоритмы 
такие, как D-MOTIF, D-STAR, MEME, Gibbs Sampler, PRATT и 
TEIRESIAS [192−195]. Данный подход основан на допущении, что 
белки, имеющие общих взаимодействующих партнеров, должны 
характеризоваться наличием сходных мотивов. Появляющиеся 
в настоящее время базы данных содержат информацию обо всех 
известных функционально важных участках белков. Так, например, 
база данных SCOWLP содержит информацию о более чем 9 тысячах 
белок-связывающих участков белков, принадлежащих более чем 
к 2,5 тысячам семейств. При этом, оказалось, что представители 
65% семейств содержат более одного связывающего участка, а 22% 
участков задействованы в формировании комплексов с несколькими 
белками, принадлежащими разным семействам [82, 83]. 
	 Методы сравнительной геномики и кластеризации генов были 
использованы для выявления функционально важных олигопептидов 
в белках семи биологических видов [196]. Данный подход позволил 
выявить три- и тетрапептиды с уже известной функцией, такие как 
сигнальные мотивы SKL, KDEL/НDEL и KKXX, а также предсказать 
новые мотивы, возможно, имеющие функциональное значение. 
Специальные инструменты дают возможность определять потен
циальные контакты между аминокислотными остатками сразу нескольких 
полипептидных цепей [197]. Так, алгоритм Con-Struct Map позволяет 
изучать изменения, происходящие в пространственной структуре 
белков в результате замен аминокислотных остатков, или, наоборот, 
определять консервативные остатки, важные для взаимодействия, 
исследовать структурно-функциональные взаимоотношения между 
неродственными, негомологичными белками. 
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V. МЕТОДЫ ДИНАМИЧЕСКОГО МОДЕЛИРОВАНИЯ 
IN SILICO

МАТЕМАТИЧЕСКОЕ И КОМПЬЮТЕРНОЕ МОДЕЛИРОВАНИЕ 

Используемые для описания топологии и свойств белковых сетей 
статические графы не отражают конформационно-динамических 
характеристик макромолекулярных комплексов и множественности 
функций белков. Поэтому в настоящее время актуальным является 
развитие методов описания конформационно-динамических свойств 
белковых комплексов и создание динамических моделей процессов, 
происходящих в клетке. В системной биологии используются методы: 
а) математическое моделирование с помощью системы уравнений, 
или б) компьютерное моделирование, основанное на специальных 
алгоритмах для конструирования, дизайна и визуализации внутри- и 
межклеточных процессов и явлений [198–200].
	 Математическое моделирование становится важным инструмен
том, используемым для интегрированного подхода к пониманию 
сложных внутри- и межклеточных процессов [201]. Оно представляет 
собой универсальный способ описания явлений и процессов, 
происходящих в живой клетке, и служит естественным языком 
для интерпретации экспериментальных данных, предсказания 
свойств и поведения биомакромолекул в различных условиях. 
Наиболее изученными объектами с точки зрения математического 
моделирования являются биомолекулярные системы, включающие 
лиганды, рецепторы, адаптерные белки и внутриклеточные эффекторы 
сигнальных путей [202]. Так, с использованием данного подхода была 
предпринята попытка выяснения механизмов пролиферации фиб
робластов под воздействием эпидермального фактора роста (ЭФР) 
[203]. Используя параметры кинетики связывания фактора роста с его 
рецептором, а также динамики интернализации, деградации и рецик
лизации лиганд-рецепторного комплекса и синтеза ДНК, удалось 
объяснить многие известные на тот момент экспериментальные 
данные и предсказать новые свойства этой сигнальной системы. 
Аналогично обстоит дело и с изучением динамических свойств 
белковых сетей, включающих регуляторы клеточного деления [204, 
205]. Математическое моделирование используется здесь для оценки 
различных динамических параметров клеточного цикла, таких как 
скорость биохимических реакций, динамика накопления белков и 
их деградации, продолжительность различных стадий клеточного 
цикла или его ареста в интерфазе [206]. Математические модели 
могут быть использованы также и для предсказания фенотипических 
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последствий мутаций, например, как мутации в генах, кодирующих 
белки – регуляторы клеточного цикла, влияют на его протекание.
	 Методы компьютерного моделирования чаще всего используются 
для изучения динамических характеристик внутриклеточной передачи 
сигнала, например, каскадного механизма передачи сигнала, опосре
дуемого митоген-активируемой протеинкиназой (МАПК). Активность 
компонентов каскадной передачи сигнала регулируется по принципу 
положительной или отрицательной обратной связи. Функциональная 
организация подобных каскадных механизмов обеспечивает сущест
вование феномена сверхчувствительности клеток к внешним сигна
лам. Причем чувствительность клеток резко увеличивается при 
каждом увеличении количества компонентов такого каскадного 
механизма. Эти свойства обуславливают наличие осцилляций, или 
периодических колебаний уровня фосфорилирования МАПК [207]. 
С использованием кинетических данных было предсказано, что эти 
осцилляции могут длиться от нескольких минут до нескольких часов. 
Уменьшение и увеличение уровня фосфорилирования МАПК приводят 
к возникновению волн при передаче сигнала от клеточной мембраны 
к ядру клетки, т.е. периодическое затухание и усиление сигнала [208]. 
Последнее обстоятельство обеспечивает возможность передачи сиг
нала на достаточно дальние расстояния. Изучение динамики акти
вации ERK (extracellular-signal-regulated kinase), разновидностью кото
рого является МАПК, показало, что ее кратковременная активация 
зависит от исходного уровня лигандов – ЭФР и фактора роста нервов. 
В то же время долговременная активация определяется конечной 
концентрацией факторов роста [209]. При этом динамика активации 
ERK зависит от динамики активации малых ГТФ-аз – Ras и Rap1, 
которые определяют временные и концентрационные параметры 
активации внутриклеточных эффекторов. 
	 Моделирование является одним из способов оценки устойчивости 
системы и колебаний в ней при определенных заданных параметрах. 
Если модель «работает» лишь в узком диапазоне заданных парамет
ров, то система, для описания которой она используется, слишком 
чувствительна и вряд ли может иметь биологическое значение. 
Изучение периодических колебаний в динамике сети передачи 
сигнала, опосредуемого ядерным фактором NF-kB, показало, что 
количество, амплитуда и частота осцилляций заметно меняются с 
изменением параметров модели [210]. При этом между различными 
параметрами наблюдается синергизм действия, т.е. эффекты одного 
параметра прямо зависят от значения другого параметра и наоборот. 
Это демонстрирует сложность организации комплексных сетей и 
функциональную взаимозависимость их компонентов. 
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МЕТОДЫ МОЛЕКУЛЯРНОЙ ДИНАМИКИ

Белок-белковые взаимодействия часто сопровождаются конформа
ционными изменениями белков, участвующих в них [211, 212]. 
Одним из способов изучения конформационной подвижности 
белков являются методы молекулярной динамики (МД), которые 
позволяют с максимально возможной на данный момент степенью 
детализации моделировать конформационные изменения и внутри- 
и межмолекулярные взаимодействия, возникающие как результат 
действия силовых полей на отдельные атомы в молекуле [213–217]. 
	 Методы молекулярной динамики основаны на расчетах траекто
рий движения атомов в молекулах путем решения системы классичес
ких уравнений движения с использованием законов Ньютона. В 
настоящее время использование МД методов доступно для систем, 
содержащих до 106 атомов. В мире имеется тенденция быстрого 
роста производительности и доступности суперкомпьютеров, что 
увеличивает интерес к МД методам [218, 219]. Моделирование с 
использованием современных силовых полей дает результаты, кото
рые хорошо согласуются с данными физико-химических экспери
ментов. Использование в численных экспериментах явно заданного 
растворителя также не является более существенной проблемой 
[220]. Использование распределенных вычислительных сетей 
(гридов), состоящих из десятков тысяч параллельно работающих 
компьютеров, также увеличивает возможности МД методов [221]. 
Преимуществом такого подхода является возможность управления 
вычислениями с разных, порой географически удаленных, точек и 
взаимодействие между исследователями, осуществляющими расчеты 
с разных компьютеров. Все это способствует тому, что МД методы 
становятся мощным инструментом для изучения структуры и свойств 
биомакромолекул, таких как белки и нуклеиновые кислоты, а также 
их взаимодействий и механизмов функционирования. 
	 Методы МД позволяют изучать детальные механизмы, лежащие 
в основе стабильности биомакромолекул, их разворачивания и сво
рачивания, переноса ионов через мембрану, конформационно-дина
мических изменений белков и пептидов, их внутреннюю динамику 
[222–225]. МД методы представляют собой также важный этап при 
компьютерном моделировании трехмерной (3D) структуры белков и 
их комплексов с лигандами на основе гомологии с другими белками с 
известной трехмерной структурой, полученной экспериментальным 
способом с использованием рентгеноструктурного анализа [226, 
227]. Они позволяют произвести оценку правильности модели и 
обнаружить несоответствия в ней. Методы МД обеспечивают нагляд
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ное представление внутри- и межклеточных процессов и зачастую 
становятся хорошей основой для возникновения гипотез о функцио
нировании клетки. 
	 В настоящее время имеется множество примеров успешного 
применения МД для изучения функционирования биомакромолекул, 
включая белок-белковые взаимодействия. Примером использования 
МД методов может служить изучение механизмов взаимодействия 
SH3 доменов с различными пептидами, содержащими PXXP мотив. 
Методом МД были подтверждены экспериментально полученные 
данные о взаимодействующих партнерах. Релаксационный анализ 
показал, что SH3 домен обладает динамической подвижностью, 
оказывающей большое влияние на белок-белковое взаимодействие 
[181]. Конформационно-динамические изменения в белках Hck и 
c-Src, наблюдаемые в результате фосфорилирования С-концевых 
остатков тирозина, также были изучены методами МД. В этом 
исследовании было показано, что дефосфорилирование приводит к 
конформационным изменениям в молекулах белков и к нарушению 
взаимодействия между SH2 и SH3 доменами этих протеинкиназ с 
их последующей активацией [228]. Точечная замена аминокислоты, 
необходимой для взаимодействия между доменами, на глицин, также 
приводит к активации этих белков. 
	 Еще одним примером использования методов МД может служить 
изучение влияния водного растворителя на белок-белковые взаимо
действия [229]. В этих целях был осуществлен анализ 17 белковых 
комплексов, включающих белки, относящиеся к двум белковым 
семействам. Cравнение энергетических и динамических свойств 
производилось для аминокислотных остатков, взаимодействующих 
непосредственно или через одну или две молекулы воды. Эти иссле
дования показали, что присутствие одной молекулы воды между 
взаимодействующими аминокислотными остатками (wet spots) при
водит к заметному уменьшению их подвижности. Такие молекулы 
воды вносят значительный вклад в изменение свободной энергии 
белковых комплексов. 
	 В настоящее время МД методы широко используются также для 
моделирования процессов, происходящих в мембране клеток [222, 
223]. Моделирование взаимодействия двух сигнальных пептидов 
белка NS2 вируса гепатита С и клеточной мембраны показало, что 
один из пептидов состоит из двух жестких спиральных структур, соеди
ненных шарнирным участком. Этот участок обеспечивает гибкость 
полипептидной цепи, благодаря чему пептид может относительно 
легко проникать в мембрану. Вычислительные эксперименты пока
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зали, что точечная замена аминокислотных остатков в шарнирном 
участке приводит к потере гибкости структуры. Пептид превращается 
в жесткую спираль, что резко ограничивает возможность его проник
новения через мембрану клетки (рис. 4). Таким образом, с помощью 
компьютерного моделирования можно предсказывать изменения 
патогенных свойств вируса и использовать полученную информацию 
при создании противовирусной вакцины. 
	 Методы МД в настоящее время также успешно применяются 
для моделирования биомолекул с потенциальным терапевтическим 
действием и компьютерного дизайна наноконтейнеров для направ
ленной доставки биологически активных веществ [230]. Таким 
образом, методы МД представляют также мощный инструмент для 
разработки и создания лекарственных средств, которые могут быть 
использованы для лечения целого ряда заболеваний, включая опухо
левые, инфекционно-аллергические и др. 

VI. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Изучение клетки с точки зрения системной биологии предполагает 
интеграцию всех ее составляющих на разных уровнях организа
ции – от атомного до клеточного и тканевого. Такая интеграция 
подразумевает взаимосвязь, взаимозависимость и взаимодействие 
этих составляющих, что лежит в основе их совместного, скоордини
рованного функционирования. Одними из объектов исследования 

Рис. 4. Визуализация молекулярной динамики проникновения сигнального 
пептида вируса С: А – исходный пептид, Б – модифицированный пептид.
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системной биологии служат молекулярные сети, отражающие слож
ность организации биологических систем. Разные типы молекулярных 
сетей, включая генные, белковые, метаболические и сигнальные, 
используются для моделирования реальных процессов, происходящих 
в клетке. 
	 В связи с тем, что белки, как ключевые биомакромолекулы, 
являются участниками почти всех внутри- и межклеточных процес
сов, моделирование живой клетки требует анализа всей совокупности 
данных динамической протеомики. Физические белок-белковые 
взаимодействия, существующие в клетке, образуют белковые сети. 
Для белковых сетей характерна «безмасштабность», модульность и 
иерархичность организации, наличие свойства «маленького мира». 
Последнее обстоятельство определяет быструю динамику процессов, 
описываемых с помощью белковых сетей.
	 Современные высокопроизводительные экспериментальные 
методы, используемые для изучения белок-белковых взаимодействий, 
не лишены недостатков. Результаты, получаемые разными группами 
авторов весьма противоречивы. В связи с этим одной из актуальных 
задач на современном этапе развития этой области представляется 
разработка подходов для получения более надежных и достовер
ных данных по белок-белковым взаимодействиям. Эти данные 
способствуют решению в долгосрочной перспективе двух фундамен
тальных задач системной биологии: а) выявлению динамических 
структурно-функциональных взаимоотношений на разных уровнях 
организации живого; б) созданию на этой основе динамической 
модели клетки (виртуальной клетки) и изучению влияния различных 
факторов на её функционирование. Все это, в свою очередь, способст
вует развитию новых подходов к изучению механизмов возникно
вения, диагностики и лечения заболеваний.
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