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I. Введение. II. Химические свойства бензодиазепиновых
рецепторов. III. Молекулярная структура МБР. IV. Биологические
функции митохондиральных рецепторов. V. Бактериальные гомо&
логи МБР. VI. Заключение.

I. ВВЕДЕНИЕ

Бензодиазепины (БД) представляют собой обширный класс
лекарственных препаратов, нашедших широкое применение при
лечении бессонницы, в качестве седативных препаратов и антиде&
прессантов. В организме присутствуют два основных класса рецеп&
торов, связывающих БД. Основная терапевтическая активность бен&
зодиазепинов обусловлена их влиянием на центральную нервную
систему (ЦНС). Бензодиазепины связываются с модуляторным сайтом
ингибиторных рецепторов, сопряженных с хлоридными каналами и
нейротрансмиттером – GABA&рецептором [74]. Другой класс рецеп&
торов – сайтов узнавания БД – часто называют участками связыва&
ния бензодиазепинов периферического типа, так как они первона&
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чально были обнаружены вне центральной нервной системы [15]. В
более поздних исследованиях было установлено, что сайты перифе&
рического типа локализованы в основном во внешней мембране
митохондрий, поэтому они и получили название митохондриальных
бензодиазепиновых рецепторов (МБР) [3, 10, 11].

Обнаружение сайта узнавания БД за пределами центральной
нервной системы явилось весьма неожиданным, так как ранее пред&
полагалось, что их седативная активность должна быть исключительно
связана с мозгом [56]. Обнаружение двух различных сайтов связы&
вания бензодиазепинов позволило предположить, что механизмы
активности этих рецепторов существенно различаются. Выяснение
различий этих механизмов представляется весьма важным, так как в
связи с высокими уровнями экспрессии МБР в некоторых органах
человека высока вероятность побочных эффектов при терапевти&
ческом применении БД. В 80–90 годы XX в. был достигнут сущест&
венный прогресс в выяснении механизма действия бензодиазепинов,
связывающихся с центральным (GABA) рецептором, локализован&
ным в клетках головного мозга. В то же время, развитие исследований
в области БД рецепторов периферического типа шло значительно
медленнее. Лишь в последние годы исследований в этой области был
достигнут значительный прогресс благодаря применению совре&
менных генетических, молекулярно&биологических и биохимичес&
ких методов.

Одним из наиболее значительных достижений последних лет в
этой области явилось открытие гомологов этих белков при исследо&
вании геномов ряда микроорганизмов (рис. 1), в том числе – в
геномах нескольких протеобактерий [6, 23, 109]. Бактерии Rhodobac!
ter sphaeroides и Rhodobacter capsulatus, относящиеся к α&3 подгруппе
протеобактерий, считаются наиболее вероятными источниками
эндосимбионтов, которые привели к возникновению митохондрий
высших организмов. Обнаружение гомологов МБР в указанных бак&
териях ставит интересный вопрос о возможных функциях исследуе&
мых белков, и позволяет предполагать существование эволюционной
взаимосвязи между этими организмами [8]. В настоящем обзоре сде&
лана попытка проследить ход исследований последних лет, которые
несомненно внесли существенный вклад в выяснение функции и меха&
низма биологической активности периферических БД рецепторов.
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II. ХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА БЕНЗОДИАЗЕПИНОВЫХ
РЕЦЕПТОРОВ

Вскоре после обнаружения МБР в периферических тканях стало
очевидно, что их специфичность существенно отличается от специ&
фичности рецепторов центрального типа (GABA&рецепторов) [102].
В то время, как диазепам (валиум) связывался приблизительно оди&
наково с обоими классами рецепторов, другие бензодиазепины прояв&
ляли существенную селективность, преимущественно взаимодейст&
вуя с рецептором либо центрального, либо периферического типа,
что позволило обнаружить значительные отличия в характеристиках
связывания данных соединений. Например, 4'&хлорпроизводное
диазепама (Ro5&4864) связывалось с высоким сродством с МБР крысы,
и лишь с малым (микромолярным) сродством, с GABA рецептором
[86]. Обнаружение лигандов, селективно связывающихся с тем или
иным классом рецепторных сайтов послужило важной предпосыл&
кой, облегчившей более подробное изучение МБР.

Несколько лет спустя после обнаружения МБР, был открыт другой
класс лигандов, структурно отличных от бензодиазепинов, которые
селективно и с более высоким сродством связывались с МБР. К этому
классу относятся несколько соединений, содержащих 2&фенил&
изохинолиновую группировку с алкилированной амидной боковой
цепочкой. Соединение PK11195, относящееся к этому классу, получило
наибольшее распространение при исследовании митохондриальных
рецепторов [60].

Связывание изохинолинкарбоксамидов и бензодиазепинов на
МБР млекопитающих было подробно охарактеризовано в ряде работ
[7, 10]. PK11195 полностью вытеснял Ro5&4864 из комплекса с рецеп&
тором [40].

В то время, как бензодиазепины и изохинолин карбоксамиды
являются наиболее широко распространенными лигандами из обла&
дающих сродством к МБР, известны и другие группы соединений,
проявляющих высокое сродство к МБР. К этой группе относятся два
стереоизомера хинолин&пропанамида, известные под названием
(–)PK14067 и (+)PK14068. Соединение с (–) конфигурацией обла&
дает сродством к МБР на два порядка более высоким, чем его энан&
тиомер [29]. Такая стереоселективность позволяет использовать ука&
занные соединения в тестах на присутствие МБР.

Другой группой соединений, родственных БД по фармакологи&
ческому спектру действия и сродству к рецептору, являются имидазо&
пиридины. Несколько соединений этой группы связываются с
GABA&рецептором с наномолярным сродством. Имидазопиридин
алпидем связывается с МБР с очень высоким (пикомолярным)
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сродством, тогда как константа диссоциации комплекса алпидема и
GABA&рецептора, по&крайней мере, на два порядка выше [58].
Связывание алпидема с МБР происходит с очень высоким сродством,
характерным для препаратов МБР из многих тканей млекопитаю&
щих, включая ткани человека, крысы, коровы и мыши. В то же время,
сродство бензодиазепинов к МБР значительно варьирует в зависи&
мости от организма и ткани [84].

III. МОЛЕКУЛЯРНАЯ СТРУКТУРА МБР

В ранних исследованиях молекулярной структуры МБР широко
использовали метод радиационной инактивации, с помощью кото&
рого было найдено, что молекулярный вес белка, связывающего
PK11195, близок к 23 кДа [26]. Другой группой исследователей,
изучавшей участок связывания Ro5&4864, молекулярный вес рецеп&
тора определен в районе 34 кДа [79].

В последующих работах использование химических зондов для
ковалентного мечения МБР привело к более точной идентификации
белков, образующих этот рецептор. Особенно эффективным оказался
метод фотоаффинной пробы изохинолин&карбоксамида PK14105
(рис. 2), флюоронитропроизводного PK11195 [27]. Надо отметить,
что параметры связывания PK14105 и PK11195 (и, как позднее было
установлено, сайты их связывания) были почти идентичны. После
облучения ультрафиолетом РК14105 ковалентно связывался с белком
весом около 18 кДа. Фото&мечение этого белка конкурентно инги&
бировалось другими лигандами, а степень ингибирования коррели&
ровала с относительным сродством этих лигандов к МБР. В разных
лабораториях этот белок получил различные названия, но в настоя&
щее время наиболее распространенным и устоявшимся названием
является pk18, что указывает на размер полипептида, ковалентно
меченного с помощью PK14105.

Идентификация pk18 послужила исходным пунктом для дальней&
шего изучения молекулярных характеристик этого рецептора. pk18
был выделен в виде ковалентного комплекса с меченным тритием
PK14105 [5, 70, 82]. Секвенирование очищенного полипептида pk18
привело к идентификации его частичной аминокислотной последо&
вательности. Впоследствии были клонированы кДНК, кодирующие
pk18, рецептор крысы [92], человека [21, 83], коровы [77] и мыши
[38, 95]. Гомологи pk18 из этих видов характеризовались высокой
степенью сродства (приблизительно 80% идентичных или консер&
вативных аминокислотных замен). Уровни мРНК, определенные с
помощью блот&анализа различных тканей, коррелировали с плот&
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ностью рецептора в этих тканях, определенной с помощью радио&
автографии [77].

Молекулярные характеристики этого рецептора изучали, экс&
прессируя клонированную кДНК в клеточных линиях млекопитаю&
щих, а также в клетках дрожжей. Так, было установлено, что клеточ&
ные линии коровы, крысы или мыши, трансфецированные кДНК,
кодирующей pk18, экспрессировали участки связывания, обладав&
шие таким же сродством к бензодиазепиновым лигандам и изохи&

Рис. 2. Структуры некоторых лигандов МБР (пояснения в тексте).

А) Бензодиазепины, Б) Изохинолин карбоксамиды, В) Хиноилин пропан&
амиды, Г) Имидазопиридин.
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нолин&карбоксамидам, что и рецепторы дикого типа, выделенные
из этих тканей. Так, например, было установлено, что экспрессия
кДНК крысы и мыши приводит к появлению сайтов связывания с
высоким сродством к PK11195 и Ro5&4864 [92, 95, 96], тогда как
экспрессия кДНК коровы приводила к появлению сайтов высокого
сродства к PK11195, но не Ro5&4864 [78]. Экспрессия кДНК, коди&
рующей pk18 человека в дрожжах S. cerevisiae приводила к появлению
центров связывания изохинолин&карбоксамидов, характеризую&
щихся такими же параметрами связывания бензодиазепиновых
лигандов, что и рецепторы, выделенные из клеточных линий чело&
века [83]. Надо отметить, что клетки дрожжей не экспрессируют сайты
связывания лигандов МБР. Поэтому результаты этой работы дают
основание заключить, что экспрессия pk18 является необходимым
и достаточным условием для образования сайтов связывания изохи&
нолинкарбоксамидов.

Хотя из описанных выше наблюдений нельзя было установить
точную локализацию участков связывания PK11195 и Ro&4864 на
pk18, представляется очевидным, что pk18 играет определяющую
роль в связывании лигандов с МБР. Один из возможных альтерна&
тивных механизмов активности pk18 может заключаться в индукции
конформационных изменений в другом белковом компоненте рецеп&
торного комплекса, которые могли бы приводить к образованию
нового (или модификации существующего) участка связывания [56].
В то же время, результаты фотоаффинного мечения PK14105 указы&
вают на локализацию участков связывания изохинолин&карбоксамидов
непосредственно на pk18.

В работе [33] экспрессировали гибридную кДНК (гибрид pk18
человека и быка) в клетках дрожжей S. cerevisiae. Было установлено,
что участок связывания бензодиазепинов, характеризующийся низким
сродством, локализован в последовательности, образованной 25
С&концевыми аминокислотными остатками бензодиазепинового
рецептора из клеток быка. Это подтверждает вывод о том, что pk18
представляет собой БД&связывающий рецептор. В другом исследо&
вании было показано, что экспрессированный в E. coli pk18 мыши
способен связывать PK11195 с высоким сродством [39].

Исследования аминокислотной последовательности pk18 показали,
что он является чрезвычайно гидрофобным белком, содержащим
повышенное количество остатков триптофана, и имеющим катионный
характер (изоэлектрическая точка около 9,6). Компьютерный анализ
предсказывает наличие пяти гидрофобных доменов в составе pk18,
которые потенциально способны пронизывать липидный бислой
мембраны. Участок, подверженный ковалентной модификации под
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действием PK14105, по&видимому нахо&
дится в N&концевой части белка [82].

С целью идентификации специфи&
ческих аминокислотных остатков, от&
ветственных за вид&специфическое
взаимодействие этого рецептора с бен&
зодиазепиновыми лигандами, было про&
ведено детальное исследование с исполь&
зованием метода сайт&специфического
мутагенеза [33]. Были синтезированы
мутантные формы МБР человека, со&
держащие делеции в С& и N&концевых
участках, а также с несколькими точеч&
ными мутациями, сосредточенными,
по&видимому, в цитоплазматической
области этого рецептора. Полученные
мутантные белки экспрессировали в
клетках дрожжей S. сerevisiae, и изучали

их связывание с бензодиазепиновыми лигандами PK11195 и Ro5&
4864. Делеция тринадцати С&концевых аминокислот из после&
довательности pk18 не оказывала влияния на параметры связывания
обоих лигандов, тогда как удаление двадцати N&концевых амино&
кислотных остатков приводило к возрастанию кажущейся константы
диссоциации комплекса с БД в 5–10 раз. Были выявлены четыре
аминокислотных остатка, принимающих, вероятно, участие в связы&
вании бензодиазепина Ro5&4864, а именно, Glu&29, Arg&32, Lys&39 и
Val&154. Три из них очевидно локализованы в регионе, расположен&
ном между первым и вторым трансмембранными доменами, в составе
первой цитоплазматической петли (рис. 3). Эти остатки присутст&
вуют в последовательностях рецептора человека, крысы, коровы и
мыши. Остаток Val&154, локализованный в пятом трансмембранном
домене, на границе липидного бислоя и цитоплазмы в рецепторах
человека, мыши и крысы, замещен в последовательности pk18 коровы
на остаток метионина. Замена Met&154 на Val&154, произведенная с
помощью сайт&специфического мутагенеза в pk18 коровы, привела
к появлению в этом мутантном белке сайта связывания Ro5&4864,
который отсутствует в белке дикого типа. В то же время, было пока&
зано, что аминокислотные остатки Glu&29, Arg&32, Lys&39 и Val&154
не участвовали в связывании изохинолинкарбоксамида.

Детальное исследование топологии МБР, экспрессированного в
клетках дрожжей, было проведено в работе [48]. Компьютерный ана&
лиз последовательности pk18 предсказывал наличие 5 трансмембран&

Рис. 3. Модель структурной
организации митохондриаль&
ного бензодиазепинового ре&
цептора.
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ных доменов в этом гидрофобном белке, с N&концевой петлей, нахо&
дящейся в межмембранном пространстве митохондрии, и С&конце&
вой частью – в цитоплазме. Предсказанные структурные характе&
ристики были экспериментально исследованы несколькими мето&
дами. А). С помощью PCR&мутагенеза последовательность амино&
кислот, составляющих с&Myc&эпитоп, была встроена в участки pk18,
предположительно находящимися либо в цитоплазме, либо в меж&
мембранном пространстве митохондрии. Полученный гибридный
белок был экспрессирован в клетках S. cerevisiae, и локализация
с&Myc эпитопа определена с помощью иммунодетекции монокло&
нальными анти&c&Myc антителами; Б). Остатки цистеина были вве&
дены в последовательность белка методом сайт&специфического
мутагенеза, с последующей детекцией с помощью флуоресцентных
зондов, специфически реагирующих с SH&группами. Использование
двух видов флуоресцентных зондов (гидрофильных и липофильных)
позволило идентифицировать остатки цистеина, расположенные как
в гидрофильных участках белка, так и погруженных в липидный
бислой. Полученные результаты в целом подтвердили описанную
выше компьютерную модель, с некоторыми существенными моди&
фикациями. В отличие от компьютерной модели, предсказавшей
относительно короткие α&спиральные участки, пронизывающие
фосфолипидный монослой, результаты [48] позволяют сделать вывод
о наличие более длинных α&спиральных участков, пронизывающих
весь мембранный бислой, с соответственно более короткими гидро&
фильными цитоплазматическими и периплазматическими участками.

Гены, кодирующие pk18, были клонированы и охарактеризованы
из тканей крысы [17]и человека [63]. В обоих организмах этот ген
содержит четыре экзона, и расположение всех трех интронов иден&
тично. Характерной особенностью этого гена является то, что первый
интрон, который прерывает 5'&нетранслируемую последователь&
ность, имеет протяженность 8 тыс. п.н. в хромосоме крысы, и 6
тыс. п.н. – у человека, что составляет более 60% протяженности
первичного транскрипта. Предполагается, что этот интрон содержит
элементы, вовлеченные в транскрипционную регуляцию этого гена.

Анализ мРНК в тканях крысы, человека и быка указывает на то,
что только один вид мРНК гибридизуется с пробой – кДНК pk18.
Впоследствии появилось сообщение о существовании другого транс&
крипта, значительно более короткого, и более распространенного,
чем нормальный транскрипт [63]. Секвенирование этой вновь
открытой мРНК установило, что она является продуктом альтерна&
тивного сплайсинга и делетирования экзона № 2 из последователь&
ности мРНК. Эксперименты по трансфекции клеточных линий этой



338 А.А.Елисеев

укороченной версией кДНК не привели к появлению БД&связы&
вающей активности. В связи с этим вопрос о биологической функции
этого альтернативного сплйасинга остается открытым.

ДРУГИЕ БЕЛКИ, СВЯЗАННЫЕ С МБР

Помимо PK14105, ряд других алкилирующих проб использовался
для изучения возможности ковалентного и специфического мечения
белков, ассоциированных с МБР. Флунитразепам представляет собой
фотоаффинный бензодиазепиновый лиганд, успешно применяемый
при идентификации белков, входящих в состав GABA&рецепторов
[97]. Сродство флунитразепама к МБР было почти на два порядка
выше, чем к GABA рецепторам. Сообщалось об идентификации
белка порядка 32–34 кДА в митохондриальных фракциях, обрабо&
танных флунитразепамом [67, 91]. Интересно отметить, что изохино&
лин карбоксамид PK14105 также ковалентно связывался с белком
30 кДа, что позволяет предполагать существование тесной ассоциа&
ции этого белка с участком связывания изохинолин карбоксамидов.

С целью идентификации белков, ассоциированных с МБР, исполь&
зовалось также производное Ro5&4864, AHN&086 (рис. 2). Установ&
лено, что AHN&086 в наномолярных концентрациях конкурентно
ингибировал связывание PK11195 и Ro5&4864. В концентрациях 1
мкМ AHN&086 необратимо блокировал связывание обоих лигандов.
Аналогичные результаты были получены для необратимого ингиби&
рования связывания PK11195 и Ro5&4864 изотиоцианатным произ&
водным RK11195 [71].

В работе [66] изучали химическое взаимодействие алкилирую&
щего агента – меченного AHN 086 с митохондриальными мембра&
нами. Изохинолиновые лиганды PK11195 и Ro5&4864 не препятство&
вали включению меченого изотиоцианата в митохондриальные
мембраны крысы. Разделение мембранных белков с помощью элект&
рофореза привело к идентификации белка с молекулярной массой
30 кДА, ковалентно меченного изотиоцианатом. В то же время, вклю&
чения радиоактивности в мембранные белки из митохондрии быка
не было обнаружено, что подтверждает низкое сродство бычьего МБР
к бензодиазепинам.

Попытки выделить МБР в виде нативного комплекса привели к
очистке комплекса трех белков из митохондрий почек крысы, причем
связывание PK11195 и Ro5&4864 этим комплексом не нарушалось
[67]. Было также установлено, что одним из компонентов этого комп&
лекса является pk18, а два других белка (размером 30–32 кДа)
представляли собой митохондриальный транспортный белок, участ&
вующий в транспорте анионов (VDAC) и транспорте адениновых
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нуклеотидов (ANC). Дальнейшие попытки субфракционирования
этого комплекса приводили к потере изохинолин&связывающей
активности. Исследования стехиометрии комплекса этих трех белков
в очищенной изохинолин&карбоксамид&связывающей фракции
показали, что VDAC и переносчик АТФ/АДФ присутствовали в зна&
чительном молярном избытке по отношению к pk18. Полученные
результаты указывали, что большая часть молекул VDAC не может
находиться в физическом контакте с pk18 в этом комплексе [68]. В
самом деле, уровни pk18, определенные на основании связывания с
радиоактивным PK11195, значительно варьируют в зависимости от
типа ткани или клеточной линии, в то время как VDAC и ANC при&
сутствуют в значительном избытка в митохондриальных препаратах
из всех исследованных тканей. В связи с этим выдвигалось предпо&
ложение, что pk18 ассоцирован с этими белками в качестве аксессор&
ного компонента [105]. Не следует пренебрегать также возможностью
того, что в связи с высокими содержанием белков VDAC и ANC в
митохондриальных мембранах возможно их неспецифическое ко&
фракционирование в ходе очистки их комплекса с pk18.

Гипотеза о возможной ассоциации pk18 с VDAC инициировала
серию исследований с применением методов молекулярной биоло&
гии. кДНК pk18 мыши была субклонирована в экспрессионный век&
тор с образованием фьюжна с белком, связывающим мальтозу. Очи&
щенный гибридный белок проявлял PK11195&, но не Ro5&4864&свя&
зывающую активность. Очищенный препаратVDAC в комбинации
с гибридным белком pk18 и белком связывания мальтозы были
встроены в состав липосомы, причем полученный комплекс прояв&
лял Ro5&4864&связывающую активность [39]. Эти наблюдения позво&
ляют предположить, что ассоциация pk18 с VDAC является необхо&
димой для проявления БД&связывающей активности. В то же время,
следует принять во внимание несколько важных соображений отно&
сительно надежности описанных выше результатов. Для связывания
Ro5&4864 значение B

max
 было приблизительно в 100 раз ниже, чем

для PK11195. Ro5&4864 полностью вытеснял PK11195 из комплекса
с pk18&VDAC, но показатель IC

50
 не превышал 1 мкМ (в отличие от

наномолярных величин сродства этого БД к pk18, определенному с
помощью Скэтчард&анализа). Кроме того, присутствие белка, связы&
вающего мальтозу, присоединенного к N&концевой части pk18, может
приводить к необычным конформационным изменениям в pk18,
влияние которых на связывание бензодиазепинов и изохинолин&
карбоксамида может различатся. Ранее было убедительно показано,
что связывание БД чрезвычайно чувствительно к химическим и
физическим изменениям рецептора, поэтому отсутствие активности
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в отношении Ro5&4864 в рекомбинантном белке может свидетель&
ствовать о такой избирательности связывания. В то же время, добав&
ление VDAC к комплексу может приводить к стабилизации БД&свя&
зывающей конформации рекомбинантного белка.

В более поздних исследованиях было установлено, что помимо
VDAC, другой белок, с молекулярной массой около 10 кДа, обозна&
ченный pk10, может находиться в тесной ассоциации с МБР [14]. Он
специфически связывал фотоаффинную метку – PK14105, проявляя
характеристики в отношении этого лиганда, аналогичные фотоме&
чению pk18. Очистка рецепторного комплекса в неденатурирующих
условиях, а также иммуноаффинная преципитация свидетельствуют
о тесной ассоциации pk18 и pk10. Частичная аминокислотная после&
довательность pk10 указывает на отсутствие гомологии с известными
белками, а роль, выполняемая им в мембранном комплексе с МБР, в
настоящее время неизвестна.

Другим предполагаемым партнером МБР является недавно
открытый МБР&ассоциированный белок (PRAX&1), существование
которого было выявлено методом двухгибридного скрининга в
дрожжах [37]. PRAX&1 представляет собой цитоплазматический
белок 240 кДА, несколько доменов которого, как предполагается,
могут быть вовлечены в белок&белковые взаимодействия. PRAX&1
взаимодейстует с МБР в стехиометрии 1:2. Физиологическая роль
PRAX&1 в настоящее время неизвестна, хотя выдвигалось предполо&
жение, что он участвует в доставке лигандов или партнеров МБР к
сайту локализации МБР во внешней мембране митохондрий.

Результаты исследований последних лет указывают, что МБР
является важным компонентом так называемых митохондриальных
пор (МРТР), расположенных на сайте контакта между внутренней и
внешней мембранами митохондрии, в критической точке метабо&
лической координации между цитозолем, межмембранным прост&
ранством митохондрии и матриксом [18] (рис. 4). МРТР участвует в
регуляции концентрации ионов кальция, рН, межмембранного потен&
циала и объема митохондрии, выполняя функцию переносчика ионов
Са, а также трансмембранного рН и редокс&канала с низкой ионной
селективностью. Открытый канал диаметром около 2,0–2,6 нм обес&
печивает транспорт соединений с молекулярной массой до 1,5 кДа.

Хотя состав комплекса МРТР точно еще не установлен, но пред&
полагается [18], что он включает шесть компонентов, которые либо
участвуют в образовании поры, либо – в регуляции ее активности:
1) гексокиназа, локализованная в цитозоле; 2) VDAC (митохондри&
альный порин) во внешней мембране; 3) креатинкиназа в межмем&
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бранном пространстве; 4) переносчик адениновых нуклеотидов во
внутренней мембране; 5) циклофилин Д в матриксе; 6) pk18 (рис. 4).
Содержание VDAC в митохондрии очень высоко (до 20% от общего
количества белков внешней мембраны). В нормальном состоянии
канал, образуемый этим белком, открыт для диффузии метаболитов
с молекулярной массой <1 кДа через внешнюю мебрану митохонд&
рии. Переносчик адениновых нуклеотидов является специфическим
антипортером, участвующим в обмене АТФ и АДФ, он служит одним
из элементов при окислительном фосфорилировании. Гексокиназа
катализирует превращение глюкозы в глюкозо&6&фосфат, первона&
чальный фосфорилированный интермедиат гликолитического пути
и важный биосинтетический предшественник многих клеточных
структур. Креатинкиназа участвует в синтезе и экспорте в цитозоль
фосфокреатина, который затем включается в цикл креатин&фосфо&
креатин, который участвует в сопряжении энергосоздающих (мито&
хондрия, гликолиз) и энерго&потребляющих процессов (АТФазы).

Рис. 4. Модель структурной организации митохондриальной поры. Белки Bcl&2
и Bax, являющиеся, соответственно, компонентами внешней мембраны и цито&
золя, ассоциированы с МБР и принимают участие в апоптозе, контролируя выс&
вобождение цитохрома С.
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IV. БИОЛОГИЧЕСКИЕ ФУНКЦИИ МБР

За время, прошедшее с открытия МБР, несколько исследова&
тельских групп предпринимало попытки выяснить биологическую
роль этого рецептора. Хотя до сих пор нет четкого ответа на вопрос о
функции этого рецетора в клетках, накопленные данные позволяют
с большей или меньшей степенью вероятности утверждать, что МБР
принимает участие в ряде важных процессов млекопитающих.

МИТОХОНДРИАЛЬНАЯ ФИЗИОЛОГИЯ И МБР

Основной функцией митохондрии является обеспечение клетки
энергией. Несколько лабораторий пытались определить, насколько
лиганды МБР влияют на окислительное фосфорилирование. Было
показано, что PK11195 и Ro5&4864 в наномолярных концентрациях
обладали сходным ингибирующим действием на дыхание митохонд&
рий [44, 59]. Одна из этих групп установила, что активность соедине&
ний, воздействующих на митохондриальное дыхание, коррелировала
с их сродством к МБР. В частности, было установлено, что этот эффект
проявляется в основном в результате снижения скорости потребле&
ния кислорода в фазе III и возрастании скорости потребления кисло&
рода в фазе IV. Величина этого эффекта в митохондриях, выделенных
из различных тканей, варьировала в зависимости от уровней МБР,
характерных для той или иной ткани. Эти результаты указывают на
то, что биологический эффект МБР может проявляться на стадии
образования АТФ в митохондрии.

Одним из наиболее вероятных механизмов воздействия МБР на
митохондриальное дыхание является его влияние на транспорт мета&
болитов в матрикс митохондрии. Вероятная ассоциация МБР с VDAC
указывает на возможный механизм этого эффекта. В одной из работ
указывалось, что PK11195 и Ro5&4864 в наномолярных концентра&
циях ингибировали функцию по&крайней мере двух транспортных
каналов в препаратах митопластов сердца [51]. В то же время, значи&
тельно более высокие концентрации клоназепама, флумазенила и
бензодиазепинов с низким сродством к МБР, требовались для инги&
бирования функции этих каналов. Эти результаты могут служить
подтверждением сделанного ранее вывода о тесной ассоциации МБР
с VDAC.

Несомненный интерес представляет сообщение о том, что нано&
молярные концентрации PK11195 и Ro5&4864 индуцировали значи&
тельные морфологические изменения в митохондриях клеток глиомы
[88]. Также отмечалось, что деление митохондрий и γ&ДНК&полиме&
разная активность, специфическая для репликации митохондриаль&
ной ДНК, стимулировались этими лигандами [13].
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Возможная ассоциация МБР и переносчика адениновых нуклео&
тидов изучалась с использованием различных субстратов и ингибито&
ров этого транспортного белка. В работе [31] указывалось, что связы&
вание Ro5&4864 с митохондриальной фракцией из тканей крысы ин&
гибировалось α, β&метилен&АТФ и карбоксиатрактилозидом, двумя
ингибиторами переносчика адениновых нуклеотидов, причем макси&
мальное ингибирование составляло около 60%. В последующих
исследованиях, проведенных на митохондриях из тканей человека,
ингибирующего действия на функции переносчика адениновых нук&
леотидов под действием этих лигандов не было обнаружено [32].

МБР И БИОСИНТЕЗ ГЕМА

В ранних исследованиях по идентификации возможных эндоген&
ных лигандов МБР, в очищенной активной бензодиазепин&связы&
вающей фракции были выявлены соединения порфириновой при&
роды [98]. Причем протопорфирин IX оказался наиболее активным
в качестве конкурентного ингибитора связывания лигандов МБР
(константа ингибирования около 7–10 нМ). Было также установлено,
что другие ди&карбоксильные порфирины, в том числе мезопорфи&
рин IX и дейтеропорфирин IX, а также гем значительно ингиби&
ровали связывание PK11195, в то время как продукты катаболизма
гема – линейные тетрапирролы – проявляли активность в значи&
тельно более высоких, микромолярных концентрациях [99]. Метабо&
лические предшественники порфиринов также не проявляли актив&
ности в качестве лиганда МБР, не вытесняя PK11195 из комплекса с
МБР [73]. В связи с тем, что поздние стадии биосинтеза гема осущест&
вляются в митохондриях, было выдвинуто предположение, что МБР
может участвовать в транспорте интермедиатов биосинтеза гема и
порфиринов. Возможно, что этот транспорт осуществляется с
участием VDAC.

Если МБР играет центральную роль в биосинтезе гема, можно
ожидать, что уровни этого рецептора будут относительно высокими
в дифференциирующих ретикулоцитах. Это предположение прове&
рялось на примере эритролейкемических клеток мыши MEL, синтез
гема в которых был индуцирован. В ходе индукции уровень МБР
возрос лишь незначительно (1,8 раза) по сравнению с ферментами
синтеза порфиринов [95]. В то же время, нельзя не отметить, что в
других типах клеток, не участвующих, в отличие от ретикулоцитов,
в образовании гема, уровень МБР может быть значительно выше.
Исходя из этого можно предположить, что лишь незначительные
количества МБР требуются для выполнения его функции в регуляции
биосинтеза гема.
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В ряде работ, посвященных биосинтезу гема и его предшествен&
ников в клетках животных указывалось на возможность участия
митохондриальных рецепторов в этих процессах [81, 95; 96]. Биосин&
тез гема в животных клетках происходит, как установлено в настоя&
щее время, следующим образом (рис. 5). Общий предшественник
тетрапиррольных пигментов, 5&аминолевулиновая кислота (5&АЛК)
образуется в митохондриях в результате конденсации глицина и
сукцинил&коэнзима А, катализируемой АЛК&синтазой. 5&АЛК затем
экспортируется в цитоплазму, где 2 молекулы 5&АЛК конденсируются
с образованием порфобилиногена. Последовательная конденсация
четырех молекул порфобилиногена, и последующие структурные
перестройки образованного тетрапиррола приводят к синтезу уро&
порфириногена III, содержащего 8 карбоксильных групп, располо&
женных на периферии макроцикла. Декарбоксилирование уропор&
фириногена III под действием уропорфириноген III&декарбоксилазы
приводит к образованию копропорфириногена III, который затем
транспортируется обратно в митохондрию, где он претерпевает окис&
лительное декарбоксилирование под действием копропорфирино&
геноксидазы, с образованием протопорфириногена. Дальнейшее
окисление протопорфириногена под действием протопорфириноге&
ноксидазы приводит к образованию протопорфирина IX. Fe&хелатаза
катализирует встраивание атома железа в молекулу протопорфирина,
и образование гема [1, 35, 43, 90].

Рибайц и коллеги [81] установили, что одной из лимитирующих
скорость энергозависимых стадий биосинтеза порфиринов как в
нормальных, так и лейкемических Т&клетках является транспорт
копропорфириногена в митохондрию. Этот вывод был сделан на осно&
вании того, что образование протопорфириногена из копропорфири&
ногена стимулировалось при добавлении экзогенной АЛК. В то же
время, детальные исследования механизма активности копропорфи&
риногеноксидазы не указывали на то, что этот процесс носил энер&
гозависимый характер [90]. Отсюда было сделано предположение,
что стимуляция конверсии копропорфириногена в протопорфири&
ноген под действие экзогенной АТФ может быть связана с увеличе&
нием транспорта копропорфириногена в митохондрию. При этом
также предпологалось (однако без экспериментальных доказа&
тельств), что митохондриальный бензодиазепиновый рецептор может
участвовать в регуляции этого транспорта. Ребайц и коллеги даже
предположили, что МБР сам может образовывать поры во внешней
мембране митохондрий.
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РОЛЬ МБР В БИОСИНТЕЗЕ СТЕРОИДОВ

Одной из наиболее подробно охарактеризованных функций МБР
является его роль в биосинтезе стероидов [18, 55, 76]. В ряде исследо&
ваний было установлено, что клетки, принимающие участие в стерои&
догенезе, характеризовались наиболее высокими плотностями сайтов
связывания МБР лигандов, причем относительное сродство ряда бен&
зодиазепиновых лигандов к МБР коррелировали с их потентностью
в стимуляции стероидного биосинтеза [4, 25].

Механизм стимуляции стероидогенеза под действием лигандов
МБР представляет собой значительный интерес. Одна из начальных
стадий биосинтеза стероидов – превращение холестерина в прегне&
нолон. Эта реакция происходит на внутренней митохондриальной
мембране, и катализируется цитохромом Р&450

sec
. Адренодоксин и

адренодоксинредуктаза являются частью электрон&транспортной
цепи, позволяющей цитохрому Р&450

sec 
осуществлять окислительное

расщепление боковой цепи холестерина. Детальные исследования
установили, что реакция, катализируемая Р&450

sec
 не является ско&

рость&лимитирующей в биосинтезе стероидов. С другой стороны,
скорость транспорта холестерина на внутреннюю мембрану мито&
хондрии по&видимому, определяет скорость синтеза этих соединений
[89]. Было установлено, что транслокация холестерина между
внешней и внутренней митохондриальными мембранами представ&
ляет собой один из наиболее критических этапов, регулирующих
биосинтез стероидов. Гормоны гипофиза, адренокортикотропин и
гонадотроин, воздействуют на клеточные механизмы, облегчающие
эту транслокацию [93].

Анализ процесса конверсии холестерина в прегненолон с исполь&
зованием бензодиазепиновых и изохинолин&карбоксамидных соеди&
нений показал, что лиганды МБР ускоряли внутримитохондриаль&
ную транслокацию холестерина с внешней на внутреннюю мембрану
[54]. Эти результаты позволили предположить, что МБР участвует в
транспорте холестерина внутри митохондрии, и что этот транспорт,
вероятно, происходит в месте соприкосновения двух мембран (как
и в случае многих других митохондриальных транспортных процес&
сов). Стимуляция стероидогенных клеток гормонами гипофиза сни&
жала относительную величину эффекта лигандов МБР на стероид&
ный биосинтез [57], очевидно, гормонами активировался тот же самый
процесс, в регуляции которого участвует МБР. Было показано, что
бензодиазепин флуразепам ингибировал гормональную стимуляцию
стероидогенеза на 50&60% в результате связывания с МБР [75]. Эти
результаты указывают на сопряжение МБР с физиологическими
механизмами, вовлеченными в регуляцию образования стероидов.
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Молекулярные механизмы, лежащие в основе интрамитохонд&
риального транспорта холестерина под действием МБР, являются
предметом интенсивных исследований. Была предложена теорети&
ческая модель участия pk18 в транслокации холестерина через мито&
хондриальные мембраны [12], которая позднее подтвердилась после
идентификации аминокислотной последовательности в pk18, участ&
вующей в связывании холестерина [61]. Было показано, что пептид,
содержащий сайт узнавания холестерина в последоватеьности pk18,
ингибировал синтез стероидов в ответ на стимуляцию под действием
цикло&АМФ в трансдуцированных клетках Лейдига МА&10 [62].
Далее, было установлено, что регуляторный белок, необходимый для
транслокации холестерина с внешней на внутреннюю митохонд&
риальную мембрану, ассоциирован с МБР [103, 104].

РОСТ И ДИФФЕРЕНЦИРОВКА КЛЕТОК

Большинство ранних работ по исследованию возможных клеточ&
ных функций МБР было проведено в исследовательском центре
Roche, в распоряжении которого имелся большой набор производных
бензодиазепинов. Исследовались эффекты БД на целый ряд клеточных
процессов, включая подавление дифференцировки эритролейкеми&
ческих клеток Фрейнда, индукцию орнитиндекарбоксилазы, ингиби&
рование роста нейрита в клетках РС12 и возрастание экспрессии
протоонкогена c&fos при воздействии на клетки РС12 фактора роста
нейронов [20, 69, 101]. Было показано, что наномолярные концент&
рации PK11195 и Ro5&4864 приводили к ускорению клеточного роста
или синтеза ДНК в клетках Лейдига, С6 глиомы и 3Т3 [39, 47]. Уско&
рение синтеза ДНК может быть, по&крайней мере, частично отнесе&
но за счет стимуляции митохондриального γ&комплекса ДНК&полиме&
разы [80]. В то же время, микромолярные концентрации бензоди&
азепиновых лигандов ингибировали включение тимидина в ДНК,
что, вероятно, свидетельствует о снижении специфичности стимуля&
ции синтеза ДНК более высокими концентрациями бензодиазепинов.

УЧАСТИЕ МБР В ИММУННОМ ОТВЕТЕ

По сообщениям нескольких лабораторий бензодиазепиновые
лиганды оказывают действие на различные активности иммунной
системы. В одной из ранних работ было показано, что суб&наномо&
лярные концентрации Ro5&4864 индуцировали хемотаксис моноци&
тов человека [85]. Более поздние исследования in vivo продемонст&
рировали, что PK11195 и Ro5&4864 увеличивали гуморальный иммун&
ный ответ, в то время как БД, специфичные для GABA рецептора, не
оказывали подобного эффекта. Стимуляция иммунного ответа обус&
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ловлена, по&видимому, нарушением функции МБР в макрофагах.
Последующие работы in vivo подтвердили, что секреция макрофагами
интерлейкинов 1 и 6, и фактора некроза опухолей были значительно
снижены в результате воздействия лигандов МБР [113, 114].

Генерация супероксид&радикалов фагоцитами подвержена воз&
действию низких концентраций бензодиазепиновых лигандов [114].
Результаты другого исследования также указывают на значительное
снижение уровней МБР в нейрофилах больных хронической грану&
ломой, наследственным заболеванием, связанным с недостатком
цитохрома b

558
, необходимого для генерации супероксид&радикалов

в фагоцитах [115].

РОЛЬ МБР В АПОПТОЗЕ

Помимо функции поддержания жизнедеятельности клетки, МБР
также непосредственно участвует в процессах деградации и гибели
клетки, и, по&видимому, является одним из важных участников апоп&
тоза. Было показано [45], что PK11195 повышает чувствительность
клеток к стимулам, индуцирующим клеточную гибель (апоптоз),
включая нарушения структуры ДНК, сопряжение глюкокортикоид&
ного рецептора и церамида, а также может препятствовать супрессии
апоптоза под действием белка Bcl&2 (белки, относящиеся к семейству
Bcl&2 ингибируют выход цитохрома с из митохондрии). Отмечено
также, что РК11195 индуцировал коллапс трансмембранного потен&
циала и деградацию митохондрий в лейкемических клетках HL60, а
HR11195 индуцировал синтез перекиси водорода, который не инги&
бировался ни трансфекцией Bcl&2, ни снижением уровня митохонд&
риальной ДНК [34].

Эти и другие исследования указывают, что лиганды МБР регули&
руют активность мембранного комплекса MРTР (в состав которого
входит МБР) в процессе апоптоза [19]. Более того, они дают основа&
ния считать, что Ro5&4864 и PK11195, которые являются, соответст&
венно, агонистом и антагонистом МБР, выполняют, соответственно,
те же функции в регуляции MРTР. Приведенные в работе [19] резуль&
таты также указывают, что МБР участвует в регуляции активности
MРTР в ответ на сигналы, индуцирующие апоптоз. Этот вывод был
подтвержден в недавно опубликованном исследовании, выполнен&
ном на клетках карциномы [94]. Специфические лиганды МБР,
FGIN&I&27 и PK11195 последовательно снижали мембранный потен&
циал митохондрии, активировали каспазу&3, и наконец, индуциро&
вали фрагментацию ДНК. Помимо этого, МБР&специфические
лиганды индуцировали остановку клеточного цикла в фазе G1/G0.
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ЛОКАЛИЗАЦИЯ И КЛЕТОЧНЫЕ УРОВНИ МБР

Уровень МБР можно достаточно легко измерить с помощью свя&
зывания радиоактивно&меченных лигандов, специфичных к этому
рецептору. Это обстоятельство было использовано в большинстве
работ по изучению корреляции уровней МБР и его клеточных актив&
ностей. Секреторные железы (надпочечники, гонады, эпителий и т.д.)
характеризуются высокими уровнями МБР (Bmax 8–20 пмоль/мг
белка), в то время как в тканях миокарда и почек уровни этого рецеп&
тора в 3–4 раза ниже. Уровни МБР в тканях печени и мозга еще ниже.
МБР экспрессируется во всех подтипах лейкоцитов крови, но, глав&
ным образом, в моноцитах и полиморфоядерных клетках [16].

Помимо основной локализации рецептора на внешней мембране
митохондрий, присутствие низких уровней МБР обнаружено и в
других клеточных органеллах. Так, МБР найден в клеточной мембране
некоторых клеток (например, эритроцитов), не имеющих митохонд&
рий. Сообщается о локализации МБР в ядрах, выделенных из клеток
опухоли молочной железы и нескольких клеточных линий [46]. Функ&
ции этого вне&митохондриального рецептора в настоящее время не
известны.

Уровень МБР модулируется в зависимости от физиологических
или патологических условий. Плотность рецептора в эндокринных
железах регулируется в ответ на гормональные флуктуации. Так,
например, экспрессия МБР флуктуирует в зависимости от менстру&
ального цикла, достигая максимума в период овуляции [4]. Концент&
рация МБР в тканях почек может увеличиваться в результате воздей&
ствия фуросемида. Другими модуляторами экспрессии МБР явля&
ются интерлейкин&1, допамин, серотонин и норэпинефрин [11].

V. БАКТЕРИАЛЬНЫЕ ГОМОЛОГИ МБР

Секвенирование кластера генов, участвующих в биосинтезе
компонентов фотосинтетического аппарата у протеобактерии Rhodo!
bacter capsulatus привело к идентификации ORF160, предположи&
тельно кодирующего полипептид из 160 аминокислотных остатков
[6]. Сравнение его последовательности с базами данных GeneBank и
Swissprot выявило высокую степень гомологии этого гипотетического
белка с митохондриальными БД рецепторами [8]. Ген, кодирующий
этот полипептид, получил название crtK, в связи с его локализацией в
кластере генов биосинтеза каротиноидов у этой бактерии. Хотя функ&
ция этого белка не была установлена, предполагалось, что он прини&
мает участие в биосинтезе каротиноидов, либо как биосинтетический
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фермент, либо как аксессорный белок, связывающий комплекс био&
синтетических ферментов с внутренней мембраной этой бактерии.

Это неожиданное открытие инициировало проведение цикла
работ по изучению гомолога МБР у родственной пурпурной фотосин&
тетической бактерии, Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 [2, 49, 109–112, 116,
117]. Секвенирование кластера генов биосинтеза каротиноидов при&
вело к обнаружению гомолога pk18, кодирующего гидрофобный
полипептид с массой 17 кДА и с необычайно высоким содержанием
остатков ароматических аминокислот. В связи с высоким содержа&
нием остатков триптофана (8% от общего количества аминокислот)
и, как будет показано далее, его участием в регуляции клеточных
процессов в зависимости от факторов внешней среды, этот белок полу&
чил название TspO (от англ. tryptophan&rich sensory protein). Сравне&
ние аминокислотных последовательностей TspO и pk18 млекопи&
тающих выявило необычайно высокую степень гомологии (30–35%
идентичных аминокислот и 30–32% консервативных замен) между
белками этих организмов. Столь высокая степень гомологии позво&
лила предположить наличие эволюционного и функционального
родства между TspO R. sphaeroides и pk18 млекопитающих.

TspO R. SPHAEROIDES

Функцию TspO у R. sphaeroides изучали с использованием мутант&
ного штамма бактерий R. sphaeroides 2.4.1 с инактивированным геном
tspO (TSPO1), а также штамма, сверх&экспрессирующего TspO c
плазмиды [109]. Несмотря на то, что tspO расположен в кластере генов
биосинтеза каротиноидов, инактивация этого гена не приводила к
нарушению синтеза каротиноидных пигментов. Напротив, при опре&
деленных условиях синтез каротиноидов, а также бактериохлорофил&
лов (другой важной группы пигментов, образуемых этой бактерией)
возрастал в мутантных клетках по сравнению с клетками дикого типа.
В дальнейшем было показано, что TspO является негативным регу&
лятором транскрипции нескольких генов, участвующих в образо&
вании компонентов фотосинтетического аппарата у R. sphaeroides (в
том числе, генов биосинтеза каротиноидов crtA и crtI, гена биосинтеза
бактериохлорофилла bchE, а также puc&оперона, кодирующего поли&
пептиды фотосинтетического антенного комплекса LH2). Эффект
TspO на экспрессию этих генов был наиболее значительным на стадии
перехода бактерий от аэробного роста к анаэробному (фотосинтети&
ческому), что позволяло предположить, что TspO участвует либо в
детекции существенного для клеточного метаболизма сигнала (кон&
центрации кислорода или редокс&потенциала) или в передаче этого
сигнала на регуляторные транскрипционные факторы.
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Экспрессия и локализация TspO

Поликлональные антитела к TspO специфически узнавали этот
белок во фракции внешних мембран R. sphaeroides [109], аналогично
клеточной локализации периферического БД – рецептора во внеш&
ней мембране митохондрий. Уровни TspO в клетках варьируют в зави&
симости от условий роста бактерий: низкие в ходе аэробного роста,
возрастают при снижении концентрации кислорода в среде, и дос&
тигают максимальных значений в ходе фотосинтетического (анаэроб&
ного) роста. Было показано, что экспрессия tspO может происходить
с участием двух промоторов [2]. Один из промоторов, специфичный
для tspO и обеспечивающий образование малого транскрипта, рас&
положен в 3'&концевой части гена crtB, непосредственно перед
участком связывания рибосом. Регуляторные факторы, контроли&
рующие экспрессию с этого промотора, в настоящее время не уста&
новлены, однако, показано, что экспрессия с него усиливается в ходе
фотосинтетического роста. Другой промотор, контролирующий
экспрессию трех генов, crtI, crtB и tspО, отвественный за образование
большого транскрипта, контролируется регуляторным фактором
PpsR, и активируется в результате снижения концентрации кисло&
рода в среде.

Исследования структуры и механизма активности TspO

Компьютерный анализ аминокислотной последовательности
TspO предсказывает наличие пяти трансмембранных доменов,
аналогично расположению трансмембранных доменов у pk18. Как и
в случае pk18, не удалось выявить ярко&выраженную сигнальную
последовательность, ответственную за встраивание этого белка во
внешнюю мембрану [109].

Локализация TspO во внешней мембране R. sphaeroides и его
участие в регуляции экспрессии фотосинтетических генов поставили
вопрос о механизме передачи сигнала от TspO на цитоплазматические
транскрипционные факторы. С целью идентификации компонентов
этого сигнального пути исследовалось участие TspO в регуляции
метаболизма тетрапирролов у R. sphaeroides. Анализ тетрапиррольных
пигментов, аккумулируемых суспензиями покоящихся клеток этих
бактерий, показал, что TspO участвует в ингибировании активности
копропорфириноген III&оксидазы, ключевого фермента биосинеза
тетрапирролов (рис. 6) [1, 111]. Экспрессия in trans гена hemN, коди&
рующего один из изоферментов копропорфириноген III&оксидазы,
в клетках дикого типа приводила к появлению фенотипа, характер&
ного для нокаут мутанта TSPO1, а именно, снижению транскрипции
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фотосинтетических генов crtI и рис. Была предложена модель, сог&
ласно которой TspO, локализованный во внешней мембране, контро&
лирует секрецию интермедиатов биосинтеза гема и бактериохлоро&
филла, в зависимости от концентрации кислорода в среде, и, тем самым,
клеточные уровни низкомолекулярного метаболита (предположи&
тельно молекулы тетрапиррольной структуры), который участвует в
регуляции транскрипции фотосинтетических генов (рис. 7) [49, 111].

В более поздней работе [118] с использованием двойного регуля&
торного мутанта AppA/PpsR (репрессор&антирепрессор экспрессии
фотосинтетических генов) было показано, что TspO контролирует
экспрессию тех же генов, что и AppA/PpsR. Предполагалось, что
активность TspO в регуляции секреции тетрапирролов приводит к
накоплению ко&активатора AppA, который, в свою очередь, участвует
в дерепрессии генов, входящих в состав регулона PpsR.

Исследования структурных особенностей TspO и функциональ&
ной роли специфических аминокислотных остатков проводилось в
работе [112]. С помощью сайт&специфического мутагенеза было
установлено, что некоторые остатки триптофана (идентичные в
молекуле TspO и его митохондриальных гомологов) чрезвычайно
важны для осуществления сигнальной функции TspO. Замена остат&
ков триптофана в положении 39, 44, 50 на остатки фенилаланина

Рис. 7. Участие TspO в модуляции транскрипции фотосинтетических генов.
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приводила к полному или частичному нарушению функции этого
рецептора, выраженному в повышенной экспрессии нескольких
фотосинтетических генов и изменению спектра тетрапиррольных
пигментов, аккумулируемых в клетке. С использованием бифунк&
циональных агентов, реагирующих с первичными аминогруппами,
было установлено, что TspO образует димер во внешней бактери&
альной мембране. Димерная форма этого белка была стабилизиро&
вана в точечном мутанте, в котором остаток триптофана в позиции
38 был замещен на цистеин. Исследования точечных мутантов TspO,
а также более ранняя работа с использованием трансляционных
фьюжнов N&концевой последовательности TspO и щелочной фосфа&
тазы [109] дали основания для топологической модели этого рецеп&
тора [112]. Предполагается, что белок содержит 5 гидрофобных
доменов, пронизывающих внешнюю мембрану, при этом N&концевая
часть TspO находится на внешней поверхности мембраны, а петля,
соединяющая 1&й и 2&й трансмембранные спиральные домены, нахо&
дится в периплазме. В этой части полипептидной цепи локализовано
несколько аминокислотных остатков (в том числе, Trp&39 и Trp&44),
определяющих функциональную активность TspO. Предполагается,
что (в составе димера TspO) эти остатки участвуют в узнавании и
связывании тетрапиррольных молекул (рис. 8). Роль остатков трип&
тофана в молекуле TspO в связывании дикарбоксильных порфиринов,
по&видимому, аналогична предложенной недавно модели для транс&
мембранного транспорта гема, согласно которой структурный мотив
WWD гем&транспортного белка участвует в узнавании и связывании
тетрапиррола [41].

TspO R. sphaeroides не связывал специфические MBR лиганды
PK11195 и PK14105. В то же время, фракция внешних мембран бак&
терии R. sphaeroides специфически связывала бензодиазепин флунит&
разепам. С помощью радиоавтографии было установлено, что белком,
связывающим БД, является порин, основной белок внешней мембра&
ны этой бактерии. Меченый белок был частично очищен и идентифи&
цирован путем секвенирования N&концевых аминокислот и иммуно&
блоттинга [109]. В связи с этим, возникло предположение, что TspO
образует комплекс с порином во внешней мембране R. sphaeroides,
аналогично тому, как pk18 образует комплекс с VDAC во внешней
мембране митохондрий [28, 109].

Экспрессия и функция митохондриального рецептора
в клетках R. sphaeroides

Высокая степень гомологии между TspO R. sphaeroides и мито&
хондриальным бензодиазепиновым рецептором позволяет предпо&
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лагать сходство их структуры и механизмов активности [110]. кДНК
рк18 крысы была экспрессирована в клетках (дикого типа и TSPO1)
R. sphaeroides. Иммунодетекция с использованием моноклональных
антител к pk18 подтвердила локализацию этого белка во внешней
мембране R. sphaeroides. Для сравнения напомним, что экспрессия
pk18 в клетках E. сoli приводила к локализации этого белка в цито&
плазматической мембране этой бактерии [56]. Интересно, что геном
E. сoli не кодирует полипептиды, гомологичные pk18/TspO. Эти
результаты позволяют предположить наличие у R. sphaeroides актив&
ной системы, обеспечивающей узнавание и встраивание как TspO,
так и его митохондриального гомолога во внешнюю мембрану этой
бактерии.

Рис. 8. Модель структурной организации TspO Rhodobacter sphaeroides [112].

  А) Точечные мутации, приводящие к модификации функции и уровней TspO.

  Б) Димерная форма TspO.

  Стрелка указывает сайт предполагаемого взаимодействия субъединиц рецептора.
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Эспрессированный в клетках R. sphaeroides митохондриальный
рецептор функционально замещал TspO, репрессируя экспрессию
нескольких фотосинтетических генов как в аэробных, так и в анаэ&
робных условиях роста. Негативный эффект pk18 на транскрипцию
фотосинтетических генов снижался, либо полностью устранялся в
присутствии наномолярных концентрацияй специфичного лиганда
PK11195.

Структура рk18, экспрессированного в бактериальной клетке,
исследовалась с применением ряда бензодиазепиновых и изохино&
лин&карбоксамидных лигандов. Этот белок специфично метился
фотоаффинным производным изохинолин&карбоксамида, PK14105.
Алпидем и (–) РК14067 конкурентно ингибровали связывание
[3&H]PK11195. (+)РК14068 связывался с рецептором на порядок сла&
бее, чем его стереоизомер (–)РК14067. В соответствии со специфич&
ностью нативного митохондриального рецептора, связывание имид&
азопиридина золпидема и бензодиазепина флумазенила (рис. 2)
характеризовалось значительно более высокими константами диссо&
циации. Приведенные результаты позволили предположить наличие
тесной структурной и функциональной связи между бактериальным
TspO и его ортологом – митохондриальным бензодиазепиновым рецеп&
тором. Предполагается, что бактерии, принадлежащие к α&3 подгруппе
протеобактерий явились эволюционными предшественниками
митохондрий высших организмов [107] Изложенные выше резуль&
таты, несомненно, вносят вклад в поддержку этой гипотезы [28].

TspO из Sinorhizobium meliloti

Недавно было показано, что гомолог TspO в симбиотической бак&
терии S. meliloti регулировал экспрессии генов локуса ndi в ответ на
стрессовые условия (недостаток питательных веществ) [23]. Гомолог
TspO в этом организме характеризовался высоким содержанием
идентичных с TspO из R. sphaeroides аминокислотных остатков (42%
идентичных и 25% консервативных замен), а также гомологией с
МБР (45% идентичных и 20% консервативных замен). В этой же
работе были представлены доказательства, что TspO воздействует на
экспрессию этих генов, ингибируя активность кислород&сенсорной
регуляторной системы FixL. Ген tspO из R. sphaeroides, экспрессиро&
ванный в S. meliloti in trans, функционально замещал гомолог этого
мебранного рецептора, и приводил к значительному возрастанию
экспрессии генов ndi как в условиях аэрации, так и при недостатке
кислорода. Исследований структуры и внутриклеточной локали&
зации TspO у S. meliloti не проводилось.
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VI. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Интенсивное развитие технологии секвенирования и анализа
ДНК в последние годы привело к значительному расширению базы
данных генов за счет все возрастающего количества частично& и пол&
ностью секвенированных геномов организмов, относящихся к
эубактериям, архебактериям и эукариотам. Сравнительный анализ
последовательностей TspO/ pk18 с базой данных GeneBank привел к
идентификации около 40 белков (или ORF), имеющих значительную
степень гомологии с этими рецепторами (таблица). Интересно, что
последовательности подавляющего большинства этих потенциаль&
ных гомологов содержат повышенное (по сравнению с большинством
других интегральных мембранных белков) количество остатков трип&
тофана, что также является характерной отличительной чертой как
митохондриальных рецепторов, так и TspO фотосинтетических пур&
пурных бактерий. Следует отметить, что остатки триптофана в боль&
шинстве этих гомологичных последовательностей являются кон&
сервативными (например, Trp&30, 44, 50, 135) , что, по&видимому,
можно рассматривать как свидетельство их функционального и струк&
турного значения. Несмотря на то, что большую часть гомологов
TspO/ pk18 составляют гипотетические белки, экспрессия и свойства
которых пока еще не подтверждены экспериментально, можно предпо&
лагать, что класс белков, объединяющий бензодиазепиновые рецеп&
торы млекопитающих и TspO/CrtK фотосинтетических бактерий, не
ограничен лишь этой относительно немногочисленной группой, а
является на самом деле значительно более широким. Дальнейшие
исследования, несомненно пополнят список многообразных биоло&
гических функций, выполняемых этими белками. Одной из основных,
как нам представляется, является их участие в регуляции транспорта
низкомолекулярных клеточных метаболитов через внешнюю (бакте&
рии) или митохондриальную (бензодиазепиноые рецепторы) мембрану.

Имеющиеся в нашем распоряжении данные свидетельствуют о
том, что гомологи TspO/pk18 присутствуют не во всех живых организ&
мах. Так, например, представители некоторых подгрупп бактерий и
архебактерий, по&видимому, не содержат этих рецепторов. Гомолог
TspO, найденный в почвенной бактерии S. meliloti, характеризуется
примерно одинаковой степенью структурного сродства как с мито&
хондриальными бензодиазепиновыми рецепторами млекопитаю&
щих, так и с рецепторам R.sphaeroides. В связи с тем, что S. meliloti
является эндосимбиотическим организмом, это сродство представ&
ляется чрезвычайно интересным, так как оно может явиться дальней&
шим подтверждением вероятной зволюционной взаимосвязи пред&
ставителей α&подгруппы пурпурных бактерий и митохондрий высших
организмов.
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Эубактерии
Rhodobacter AF195122.1/gi22956740            –         – [109]
sphaeroides
Rhodobacter cap! X52291/gi45996 67/152 (44%) 92/152 (60%) [6]
sulatus
Pseudomonas fluo! NZ_AABA01000136/ 63/143 (44%) 86/143 (60%) –
rescens Pflu&136 gi23060855
Pseudomonas sy!
ringae pv. Syringae NZ_AABH01000013/ 9/143 (41%) 84/143 (58%) –
B728a gi23472623
Sinorhizobium me! AE007248/gi6010626 52/147 (35%) 71/147 (48%) [9]
liloti
Agrobacterium tu! 151155176 51/146 (34%) 75/146 (51%) [106]
mefaciens str. C58
Rhodospirillum NZ_AAAG01000009/ 49/144 (34%) 68/144 (47%) –
rubrum Rrubr_9 22968080
Chlorobium tepi! AE012921/gi21647659 48/133 (36%) 70/133 (52%) [30]
dum TLS
Clostridium per! AP003192/ 49/149 (32%) 73/149 (48%) [87]
fringens str. 13 gi18146740
Bradyrhizobium AB062279/gi14209492 46/145 (31%) 72/145 (49%) [108]
elkanii
Magnetospirillum NZ_AAAP010000595/
magnetotacticum gi23004753 45/143 (31%) 65/143 (45%) –
Magn_461
Heliobacillus AF080002/3820536 [100]
mobilis
Xanthomonas AE011815/gi2110807 49/151 (32%) 72/151 (47%) [22]
axonopodis pv.
Citri, str. 306
Xanthomonas AE012282.1/
campestris pv. gi21112893 44/149 (29%) 67/149 (44%) [22]
Campestris str. 33
Rhodopseudomo! NZ_AAAP01000001/ 45/133 (33%) 67/133 (50%) –
nas palustris Rpa_1 gi22960729
Novosphingobium NZ_AAAV01000103/
aromaticivorans gi23107669 48/151 (31%) 74/151 (49%) –
Saro_103

см. окончание табл..

Таблица.
Гомологи митохондриальных бензодиазепиновых рецепторов

Ссыл&
каОрганизм/таксон

Номер последователь&
ности в GeneBank

Идентичные
остатки*

Консерватив&
ные остатки**

2 3 41 5
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Clostridium acetobu! AE007539/gi15023094 45/152 (29%) 74/152 (48%) [72]
tylicum ATCC824
Acidiphilum rubrum AB017350/gi458696 46/149 (30%) 69/149 (46%) [64]
Brevibacterium AF139916/gi7648563 47/156 (30%) 69/156 (44%) [53]
linens
Eubacterium sp. M34658/gi148521 48/155 (30%) 73/155 (47%) [42]
VPI 12708
Trichodesmium NZ_AAAU01000029/
erythhraeum gi23041841 34/128 (26%) 57/128 (44%) –
ISM101
Fremyella diplo! X04592/gi19576436 33/128 (25%) 56/128 (43%) [65]
siphon

Архебактерии
Methanosarcina AE013323/gi20905383 44/127 (34%) 67/127 (52%) [24]
mazei strain Goe1
Methanosarcina ace! AE011133/gi19918319 42/150 (28%) 69/150 (46%) [36]
tivorans str. C2A
Archaeglobus AE001001/gi2689324 38/124 (30%) 60/124 (48%) [52]
fulgidus
Sulfolobus tokodaii AP0009891/gi15623240 23/117 (19%) 47/117 (40%) [50]

Эукариоты
Homo sapiens AF075590/gi21536444 42.126 (33%) 57.126 (45%) [83]
Mus musculus NM_009775/gi484053 42/129 (32%) 59/129 (45%) [95]
Drosophila AY058269/gi16182453 42.134 (31%) 62.134 (46%) –
melanogaster
Bos taurus M64520/gi163488 41/133 (30%) 58/133 (43%) [77]
Rattus norvegicus NM_012515/gi6978574 41/129 (31%) 57/129 (44%) [92]
Ovis aries 9AF290203/gi937483 40/133 (30%) 57/133 (42%) –
Aspergillus para! AC005991/gi3900825 45/126 (35%) 59/126 (46%) –
siticus clone ap0
Botrytis cinerea AL110763/gi5825050 39/134 (29%) 56/134 (41%) –
strain T4
Schizosacchromy! AL034352/gi3925750 32/120 (26%) 50/120 (41%) –
ces pombe

* Количество идентичных остатков/общее количество сравниваемых аминокис&
лотных остатков (% идентичных остатков) по отношению к последовательности
TspO R. sphaeroides.

** Количество консервативных замен/общее количество сравниваемых амино&
кислотных остатков (% консервативных остатков) по отношению к последова&
тельности TspO R. sphaeroides.

2 3 41 5

окончание табл.
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