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БИОИНФОРМАЦИОННЫЙ ПОИСК
РАСТИТЕЛЬНЫХ ГОМОЛОГОВ 

ПРОТЕИНКИНАЗЫ BUB1 – 
КЛЮЧЕВОГО ЗВЕНА КОНТРОЛЬНОЙ
ТОЧКИ СБОРКИ ВЕРЕТЕНА ДЕЛЕНИЯ

С помощью биоинформационного поиска обнаружено

14 растительных гомологов протеинкиназы контрольной

точки сборки веретена деления BUB1 животных, дрож!

жей и слизевиков. Показано, что ближайшими расти!

тельными гомологами протеинкиназ Bub1 являются бел!

ки с ранее неизвестной функцией XP_002274770.1

(CBI21878.1) из Vitis vinifera, EEC82122.1 из Oryza sativa

indica, EEE67244.1 из O. sativa japonica, EEF44403.1 из

Ricinus communis, CAL57156.1 из Ostreococcus tauri. Выпол!

нена реконструкция и анализ пространственной струк!

туры каталитических доменов белков EEC82122.1,

EEE67244.1 и XP_002274770.1 (CBI21878.1), подтвер!

дившие их принадлежность к протеинкиназам конт!

рольной точки сборки веретена деления BUB1.

Введение. Ключевая протеинкиназа конт�

рольной точки (чекпоинт�контроль) сборки

веретена деления – BUB1 (Budding Uninhibited

by Benzimidazoles) – необходима для коррект�

ной сборки веретена деления и правильного

экваториального выстраивания хромосом [1].

Данная серин�треониновая протеинкиназа

играет ключевую роль в работе целого ансамб�

ля чекпоинт белков (CENPF, BUB1B, CENPE

и MAD2L1), принимающих участие в регуля�

ции кинетохора [2, 3]. BUB1 необходима для

правильной локализации протеинкиназы

PLK1 относительно кинетохора [4], которая в

свою очередь отвечает за определение локали�

зации SGOL1 (Shugoshin�like 1, SGO1) [5],

влияя таким образом на когезию сестринских

хроматид. BUB1 является субстратом для мак�

рокомплекса циклосом, известного также как

комплекс, стимулирующий анафазу (Anaphase

Promoting Complex or Сyclosome, или АРС/С)

[6]. АРС/С является мультисубъединичной

убихитин�зависимой протеазой, подвергающей

деградации такие ключевые белки митоза, как

секурин и циклин В, обусловливая тем самым

расхождение хромосом и завершение митоза

[6, 7]. В свою очередь ингибирование АРС/С

осуществляется комплексом белков точки

рестрикции митоза (МТР), получившим на�

звание MCC (Mitotic Checkpoint Complex), и

реализуется посредством взаимодействия с суб�

стратом АРС/С – протеинкиназой Cdc20 [8].

Данная группа белков впервые была обнару�

жена в клетках дрожжей и считается эволю�

ционно консервативной [9]. Для них также ха�

рактерна локализация в области кинетохора,

где они регулируют активность последнего,

участвуя в процессе экваториального позицио�

нирования хромосом [2, 3]. Наличие в клетке

кинетохора, не прикрепленного к микротру�

бочкам веретена деления, вызывает нараста�

ние на хромосоме плотности сигналов белков

МТР, что свидетельствует об их чувствительнос�

ти к взаимодействию кинетохора с микротру�

бочками. При этом показано, что на этапе ме�

тафазного выравнивания сигнал BUB1 и

hBUBRl уменьшается в несколько раз, а такие

чекпоинт белки, как MAD1 и MAD2, полнос�

тью покидают область кинетохора [10].

Играя ключевую роль в митозе и мейозе кле�

ток млекопитающих, BUB1 является партнером

таких белков, как Mad1, Cdc20, Bub3, Mad2,

BubR1, Skp1, CenpE, CenpF, Plk1, Pp2A, Sgo1,
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Sgo2 и Rec8 [11]. Для BUB1 и ряда других МТР

белков (BUB3, MAD1, MAD2, MAD3 и Mpsl)

дрожжей были идентифицированы гомологи

у целого ряда высших организмов, принадле�

жащих к слизевикам [12], грибам [13] и млеко�

питающим [14]. Так, например, к настоящему

времени в базе данных UniProt депонированы

пять аннотированных последовательностей

Bub1: BUB1_HUMAN (UniProt: O43683) из

Homo sapiens, BUB1_MOUSE (UniProt: O08901)

из Mus musculus, BUB1_YEAST (UniProt: P41695)

из Saccharomyces cerevisiae, BUB1_SCHPO

(UniProt: O94751) из Schizosaccharomyces pombe
и BUB1_DICDI (UniProt: Q54CV5) из Dictyo!
stelium discoideum. При этом также доказана кон�

сервативность их функций, в частности, каса�

ющихся регуляции точки рестрикции митоза.

Фундаментальная роль, которую играет в

делении клеток группа протеинкиназ точки

контроля сборки веретена деления у миксо�

мицетов, грибов и животных, позволяет также

предполагать консервативность данной группы

белков и у высших растений. Поэтому целью

нашего исследования являлся биоинформа�

ционный поиск ортологов ключевой протеин�

киназы контрольной точки сборки веретена

деления BUB1 у представителей водорослей

и высших растений.

Материалы и методы. Эталонные (аннотиро�

ванные) последовательности протеинкиназ

контрольной точки сборки веретена деления у

дрожжей, миксомицетов и животных были

взяты из базы данных UniProt (www.expasy.org)

[15]. Поиск растительных гомологов выполнял�

ся на основании анализа результатов BLASTp�

сканирования баз данных UniProt (Swiss�Prot и

TrEMBL) [15] и nr (GenBank CDS transla�

tions+PDB+SwissProt+PIR+PRF) базы данных

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast_

databases.shtml) против последовательностей

каталитических доменов протеинкиназ живот�

ных – BUB1_HUMAN (O43683) из Homo sapi!
ens, BUB1_MOUSE (O08901) из Mus musculus
и протеинкиназ грибов – BUB1_YEAST

(UniProt: P41695) из Saccharomyces cerevisiae,

BUB1_SCHPO (UniProt: O94751) из Schizosac!
charomyces pombe и BUB1_DICDI (UniProt:

Q54CV5) из слизевика Dictyostelium discoideum.

BLASTp�сканирование (SIB BLAST Network

Service и NCBI BLAST 2.2.23) выполняли при

следующих параметрах: весовая матрица –

BLOSUM62, порог E (число ожидаемых совпа�

дений в случайной выборке) = 10 при подклю�

чении фильтров: «Filter the sequence for low�

complexity regions» и «Gapped alignment»

(www.expasy.org; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov)

[16, 17]. Отбор растительных гомологов осу�

ществляли на основании таких показателей,

как процент идентичности последовательнос�

тей, процент их сходства, а также случайного

ожидания этих результатов (E�value) [16].

Доменную архитектуру белков анализиро�

вали с применением сетевого инструмента

SMART (http://smart.embl�heidelberg.de/) [18,

19], а также на основании информации, пред�

ставленной на ресурсе ExPASy Proteomics

Server (http://www.expasy.org/). Множествен�

ные выравнивания аминокислотных последо�

вательностей выполняли с помощью програм�

мы Clustal X (2.0.5) (http://www.clustal.org) [20].

Выравнивания аминокислотных последова�

тельностей осуществляли с применением се�

рии матриц BLOSSUM [20].

Кладистический анализ выполняли на осно�

вании результатов множественных выравнива�

ний последовательностей каталитических ки�

назных доменов [21, 22] с применением метода

связывания ближайших соседей (Neighbor�Jo�

ining, или N�J) [23, 24]. Визуализацию и ана�

лиз дендрограмм проводили с помощью про�

граммы MEGA4 [25].

Консервативность остатков и мотивов фун�

кционально важных положений оценивали на

основании сравнительного анализа относитель�

но исходных эталонных аннотированных пос�

ледовательностей, депонированных в UniProt

(www.expasy.org): BUB1_HUMAN (O43683),

BUB1_MOUSE (O08901), BUB1_YEAST

(UniProt: P41695) и BUB1_SCHPO. Границы

мотивов каталитической, активационной и свя�

зывающей субстрат (Р+1) петель были установ�

лены на основании анализа структуры катали�

тического домена (Bub1C: каталитический до�

мен и прилегающая N�концевая пристройка)

Bub1 (PDB: 3E7E) Homo sapiens и данных, пред�

ставленных в литературе [26].

Анализ потенциальной функции раститель�

ных гомологов выполняли на основании мо�

делирования белок�белковых взаимодействий

против сигнальных каскадов млекопитающих

ISSN 0564–3783. Цитология и генетика. 2010. № 658

П.А. Карпов, А.В. Раевский, Я.Б. Блюм



(Homo sapiens, Mus musculus), дрожжей (Saccha!
romyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe) и

слизевика Dictyostelium discoideum с примене�

нием инструмента STRING 8.3 (http://string�

db.org/) [27].

Для реконструкции пространственной струк�

туры каталитических доменов протеинкиназ

применяли метод гомологичного (профильно�

го) моделирования [28]. В качестве матрицы

свертки использовали пространственную струк�

туру каталитического комплекса Bub1C про�

теинкиназы Bub1 (BUB1_HUMAN, UniProt:

O43683) человека, депонированную в Protein

Data Bank (PDB) (код доступа PDB: 3E7E)

[26]. Отсутствующие в матричной шаблонной

структуре (3E7E) петли достраивались и опти�

мизировались в программе Modeller 9v7 [29].

Для реконструкции пространственных струк�

тур каталитических доменов растительных го�

мологов использовали программные пакеты

Мodeller 9v7 [29] и GROMACS (http://www.

gromacs.org/) с портированным силовым полем

amber99SB (http://ambermd.org/).

Для более точной реконструкции некоторых

элементов вторичной структуры в качестве

матрицы свертки использовали фрагменты

ряда структур, депонированных в PDB (3LAU,

3COH, 3CFA, 3M1I) и имеющих высокую сте�

пень локального сходства при одновременно

более низкой идентичности и сходстве пол�

ных аминокислотных последовательностей.

Участки, имевшие низкое сходство с исход�

ной матричной структурой (PDB: 3E7E), были

реконструированы на основании результатов

анализа с применением сервера SuperLooper

[30, 31] и баз данных петель LIP [32] и LIMP

[30].

Недостающие протоны водорода в рекон�

струированных моделях добавляли на основа�

нии результатов анализа с применением инст�

румента H++ (http://biophysics.cs.vt.edu/H++)

[33], что позволило достичь нейтрального зна�

чения протонирования (pH 7,0) ионизируе�

мых групп белка. AM1�BCC [34] заряды суб�

страта были рассчитаны при помощи про�

граммного обеспечения Antechamber [35].

Минимизацию энергии систем выполняли с

использованием метода сопряженного градиен�

та в водном окружении при толщине слоя мо�

лекул TIP3P в 10 Å. Оценка качества структур

основывалась на результатах обработки моде�

лей на сервере Molprobity (http://molprobity.

biochem.duke.edu) [36]. Визуализацию и анализ

полученных данных производили с помощью

программ DS Visualizer 2.5 (Accelrys Software

Inc.) и PyMOL 1.1 (http://www.pymol.org/).

Результаты исследований и их обсуждение. В ре�

зультате BLASTp сканирования баз данных

UniProt и GenBank (включая RefSeq – NCBI

Reference Sequence) против аннотированных

последовательностей каталитических доменов

протеинкиназ BUB1 из Homo sapiens (UniProt:

O43683), Mus musculus (UniProt: O08901),
Saccharomyces cerevisiaе (UniProt: P41695),

Schizosaccharomyces pombe (UniProt: O94751)

и Dictyostelium discoideum (UniProt: Q54CV5)

было выявлено 14 потенциальных раститель�

ных гомологов (табл. 1–3). При этом последо�

вательности потенциальных растительных го�

мологов и протеинкиназ Bub1 животного про�

исхождения имели идентичность 30–37 % при

49–57%�ном сходстве (табл. 1), растительных

гомологов и протеинкиназ Bub1 из грибов –

31–38 % при 50–56%�ном сходстве (табл. 2)

и растительных гомологов и Bub1 подобной

протеинкиназы из D. discoideum – 25–41 %

при 45–51%�ном сходстве (табл. 3). Процент

гепов выравнивания последовательностей при

этом находился в диапазоне 5–13 % в случае

животных (табл. 1), 3–11 % в случае грибных

(табл. 2) и 8–11 % в случае протеинкиназ

Bub1 миксомицетов (табл. 3).

Анализ с применением сервиса аннотиро�

вания белок�белковых взаимодействий –

STRING 8.3, подтвердил соответствие всех

найденных последовательностей протеинкина�

зам Bub1. При этом соответствие было подтвер�

ждено результатами сканирования против сиг�

нальных каскадов млекопитающих (H. sapiens,
M. musculus), грибов (S. cerevisiae, S. pombe) и

слизевиков (D. discoideum).

Последующая проверка целостности пос�

ледовательностей с применением инструмента

SMART показала, что только 5 из 14 потенци�

альных растительных гомологов имеют домен�

ную архитектуру, соответствующую протеин�

киназам BUB1 животных, грибов и миксоми�

цетов (включая наличие каталитического се�

рин�треонинового специфического домена и

домена Mad3_BUB1_I) [37]: XP_002274770.1
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(CBI21878.1, GSVIVT01020577001) из Vitis vini!
fera, EEC82122.1 (B8B6H5; OsI_26148) из Oryza
sativa Indica Group, EEE67244.1 (B9FXF7;

OsJ_24392) из Oryza sativa Japonica Group,
EEF44403.1 (B9RVW6) из Ricinus communis и

CAL57156.1 (Q00Y95) из водоросли Ostreococcus
tauri. Остальные 9 последовательностей в нас�

тоящее время представлены фрагментами, со�

держащими только гомологичный каталити�

ческий домен.

Кладистический анализ группы из пяти

растительных гомологов, принадлежащих к

водорослям и цветковым растениям (Embryo!
phyta), и аннотированных последовательностей
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Таблица 1

Результаты поиска растительных гомологов протеинкиназы Bub1, выделенные на основании результатов 
BLASTp�сканирования баз данных против последовательностей каталитических доменов протеинкиназ

Bub1 из Homo sapiens (UniProt: O43683, BUB1_HUMAN) и Mus musculus (UniProt: O08901, BUB1_MOUSE)

Примечание. BUB1_HUMAN – протеинкиназа чекпоинт�контроля сборки веретена деления из Homo sapiens;

BUB1_MOUSE – протеинкиназа чекпоинт�контроля сборки веретена деления из Mus musculus.

GenBank /

UniProt
Вид

BUB1_

MOUSЕ

BUB1_

HUMAN

Гепы

BUB1_

MOUSE

BUB1_

HUMAN

Сходство

BUB1_

MOUSE

BUB1_

HUMAN

Идентичность

BUB1_

MOUSE

BUB1_

HUMAN

E�value

BUB1_

MOUSE

BUB1_

HUMAN

Вес 

выравнивания

Physcomitrella

patens

Arabidopsis tha!

liana

Arabidopsis lyra!

ta subsp. lyrata

Vitis vinifera

Zea mays

Oryza sativa In�

dica Group

Oryza sativa Ja�

ponica Group

Oryza sativa Ja�

ponica Group

Ricinus commu!

nis

Populus triho!

carpa

Zea mays

Sorghum bicolor

Ostreococcus tau!

ri

Micromonas sp.

RCC299

178

173

169

171

165

162

161

161

160

162

149

149

145

134

182

177

175

177

170

157

158

158

164

169

159

153

151

144

2e�44

2e�41

3e�40

1e�40

5e�39

4e�38

7e�38

7e�38

2e�37

4e�38

4e�34

5e�34

7e�33

2e�29

3e�44

2e�42

6e�42

9e�43

2e�40

2e�36

8e�37

8e�37

1e�38

4e�40

3e�37

2e�35

1e�34

2e�32

33

37

36

35

35

35

36

36

35

35

35

36

32

30

33

36

36

37

34

34

35

35

35

36

35

33

33

29

52

54

54

54

54

53

53

53

52

53

53

56

50

49

55

55

55

57

55

53

54

54

53

54

55

54

50

51

5

7

9

8

6

6

6

6

9

9

6

5

10

13

7

6

9

7

7

7

7

7

6

7

7

7

8

10

EDQ61453.1

A9T515

NP_179656.

4 / Q8S8D9

XP_002884

213.1 /

Q8S8D9

XP_0022747

70.1 /

CBI21878.1

ACF81779.1

B4FI36

EEC82122.1

B8B6H5

EEE67244.1

B9FXF7

BAG89097.1

Q7XIR5

EEF44403.1

B9RVW6

EEE90855.1

B9HGN9

ACF79918.1

B4FCS5

EER97270.1

C5X9D8

CAL57156.1

Q00Y95

ACO64062.1

C1E7Y9

%



протеинкиназ Bub1 млекопитающих, грибов и

слизевиков, выполненный на основании клас�

теризации последовательностей каталитических

доменов методом связывания соседей (N�J),

показал близость гомологов из Embryophyta к

группе протеинкиназ Bub1 животного проис�

хождения (рис. 1). При этом гомолог из водо�

росли O. tauri образовал кладу с протеинкина�

зами Bub1 из H. sapiens и M. musculus. Таким

образом, гомологи из высших растений обра�

зовывали отдельную кладу, близкую по топо�

логии к протеинкиназам Bub1 животных. При
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Таблица 2

Результаты поиска растительных гомологов протеинкиназы Bub1, выделенные 
на основании результатов BLASTp�сканирования баз данных против последовательностей каталитических 

доменов протеинкиназ Bub1 из Saccharomyces cerevisiae (UniProt: P41695 / BUB1_YEAST) 
и Schizosaccharomyces pombe (UniProt: O94751 / BUB1_SCHPO)

GenBank /

UniProt Вид

BUB1_

SCHPO

BUB1_

YEAST

Гепы

BUB1_

SCHPO

BUB1_

YEAST

Сходство

BUB1_

SCHPO

BUB1_

YEAST

Идентичность

BUB1_

SCHPO

BUB1_

YEAST

E�value

BUB1_

SCHPO

BUB1_

YEAST

Вес 

выравнивания

Physcomitrella

patens

Arabidopsis tha!

liana

Vitis vinifera

Arabidopsis lyra!

ta subsp. lyrata

Populus tricho!

carpa

Zea mays

Oryza sativa

subsp. japonica

Oryza sativa

subsp. japonica

Oryza sativa

subsp. indica

Ricinus commu!

nis

Ostreococcus ta!

uri

Sorghum bicolor

Zea mays

Micromonas sp.

RCC299

173

173

171

169

169

164

163

163

163

162

156

152

150

–

160

177

177

175

157

166

170

170

169

165

144

162

159

134

3e�41

2e�41

1e�40

3e�40

5e�40

1e�38

3e�38

3e�38

3e�38

4e�38

3e�36

5e�35

1e�34

–

1e�37

2e�42

9e�43

6e�42

2e�36

4e�39

2e�40

2e�40

4e�40

6e�39

2e�32

5e�38

5e�37

1e�29

37

37

35

36

35

35

35

35

35

33

32

36

35

–

35

36

37

36

37

36

35

35

35

33

33

36

38

31

55

54

54

54

55

54

54

54

54

55

52

55

54

–

50

55

57

55

57

54

52

52

51

53

55

55

56

53

5

7

8

9

7

4

8

8

8

5

11

4

4

–

11

6

7

9

3

7

10

10

14

10

11

4

3

10

EDQ61453.1

A9T515

NP_179656.

4 / Q8S8D9

XP_0022747

70.1 /

CBI21878.1

XP_0028842

13.1 /

Q8S8D9

EEE90855.1

B9HGN9

ACF81779.1

B4FI36

BAG89097.1

Q7XIR5

EEE67244.1

B9FXF7

EEC82122.1

B8B6H5

EEF44403.1

B9RVW6

CAL57156.1

Q00Y95

EER97270.1

C5X9D8

ACF79918.1

B4FCS5

ACO64062.1

C1E7Y9

Примечание. BUB1_YEAST – протеинкиназа чекпоинт�контроля сборки веретена деления из S. cerevisiae;

BUB1_SCHPO – протеинкиназа чекпоинт�контроля сборки веретена деления из S. pombe.

%



этом наиболее близкое положение согласно

данным кладистического анализа демонстри�

руют Bub1 из H. sapiens и два белка с неизвес�

тной функцией из двух разновидностей риса

(индийская и японская группы): EEC82122.1

(B8B6H5) – Oryza sativa Indica Group и
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Таблица 3

Результаты поиска растительных гомологов протеинкиназы Bub1, выделенные на основании результатов 
BLASTp�сканирования баз данных против последовательности каталитического домена протеинкиназы Bub1 

из Dictyostelium discoideum (UniProt: Q54CV5)

GenBank / UniProt Вид

ГепыСходство
Идентич�

ность
E�value

Вес 

выравнива�

ния

Populus trichocarpa

Ricinus communis

Arabidopsis thaliana

Arabidopsis lyrata subsp. lyrata

Vitis vinifera

Physcomitrella patens

Oryza sativa subsp. japonica

Oryza sativa subsp. japonica

Oryza sativa subsp. indica

Sorghum bicolor

Zea mays

Zea mays

Ostreococcus tauri

Micromonas sp. RCC299

304

272

263

249

248

233

227

227

226

211

206

204

193

178

1e�25

5e�22

6e�21

3e�19

3e�19

2e�17

9e�17

9e�17

1e�16

6e�15

2e�14

4e�14

8e�13

4e�11

28

26

27

29

27

28

25

25

25

26

25

26

30

41

49

48

46

46

47

46

46

46

46

46

45

45

51

46

10

9

8

10

10

9

9

9

9

9

8

9

9

11

EEE90855.1 B9HGN9

EEF44403.1 B9RVW6

NP_179656.4 / Q8S8D9

XP_002884213.1 / Q8S8D9

XP_002274770.1 / CBI21878.1

EDQ61453.1 A9T515

BAG89097.1 Q7XIR5

EEE67244.1 B9FXF7

EEC82122.1 B8B6H5

EER97270.1 C5X9D8

ACF81779.1 B4FI36

ACF79918.1 B4FCS5

CAL57156.1 Q00Y95

ACO64062.1 C1E7Y9

Рис. 1. Результаты кластеризации потенциальных растительных – цветковые растения (   )и водоросли (    ) гомо�

логов и аннотированных последовательностей из млекопитающих (   ), грибов (   ) и слизевиков (  ). Филогене�

тическое древо было построено на основании множественного выравнивания последовательностей каталитичес�

ких доменов методом связывания ближайших соседей (N�J)

%
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Рис. 2. Парное выравнивание последовательностей каталитического комплекса Bub1C (каталитический домен и

прилегающая к нему N�концевая пристройка) [26] протеинкиназы Bub1 (UniProt: O43683; BUB1_HUMAN)

из Homo sapiens и последовательности, соответствующей растительным гомологам из риса: EEC82122.1 – белок

с неизвестной функцией из Oryza sativa Indica и EEE67244.1 – белок с неизвестной функцией из Oryza sativa

Japonica). Здесь и на рис. 3: ######### – нуклеотид (АТФ)�связывающая область (BUB1_HUMAN: 793–801);

$ – активный сайт (BUB1_HUMAN: D917);      – сайт связывания АТФ (BUB1_HUMAN: K821)

Рис. 3. Парное выравнивание последовательностей каталитического комплекса Bub1C (каталитический домен

и прилегающая к нему N�концевая пристройка) [26] протеинкиназы Bub1 (UniProt: O43683; BUB1_ HUMAN)

из Homo sapiens и растительного гомолога – белка с неизвестной функцией (XP_002274770.1 / CBI21878.1) из Vitis 

vinifera



EEE67244.1 (B9FXF7) – O. sativa Japonica Group.

Таким образом, данные кладистического анали�

за свидетельствуют о более близком положении

растительных гомологов по отношению к про�

теинкиназами Bub1 животных (Mammalia), не�

жели к ортолагам из грибов и слизевиков. Пос�

ледующий анализ парных выравниваний пос�

ледовательностей каталитических доменов го�

мологов из риса индийской и японской групп

показал их полную идентичность.

Для дальнейшего предсказания, а также

для анализа пространственной структуры ка�

талитических доменов растительных гомологов

были выбраны белки с ранее неизвестной

функцией из V. vinifera XP_002274770.1

(CBI21878.1, GSVIVT01020577001), EEC82122.1

(B8B6H5; OsI_26148) из O. sativa Indica

Group и EEE67244.1 (B9FXF7; OsJ_24392) из

O. sativa Japonica Group. Поскольку два белка из

O. sativa имеют идентичные последовательнос�

ти, задача сводилась к реконструкции только

двух структур каталитических доменов гомо�

логов из V. vinifera и O. sativa. Как показал ана�

лиз информации, представленной в базе данных

Protein Data Bank (PDB), наиболее подходящей

матрицей для реконструкции пространственной

структуры по гомологии в настоящее время яв�

ляется структура 3E7E [26], соответствующая ка�

талитическому комплексу Bub1C (каталитичес�

кий домен и прилегающая к нему N�концевая

пристройка) протеинкиназы BUB1_HUMAN

(UniProt: O43683) из H. sapiens. Парное выравни�

вание Bub1C области протеинкиназы BUB1

(UniProt: O43683) человека и соответствующих

областей растительных гомологов (рис. 2 и 3) по�

казали высокое сходство нуклеотид (АТФ)�свя�

зывающих областей и консервативность таких

функционально важных аминокислотных остат�

ков, как лизин сайта связывания АТФ (BUB1_

HUMAN: K821) и остаток аспарагиновой кисло�

ты активного сайта (BUB1_ HUMAN: D917).

Учитывая то, что в исходной структуре 3E7E

каталитического комплекса (Bub1C) протеин�

киназы Bub1 из H. sapiens отсутствуют два

участка каталитического домена (с Глн932 по

Сер939 и с Глн806 по Асн814), нами была вы�

полнена реконструкция недостающих фрагмен�

тов (реализовано в программе Мodeller 9v7) с

учетом информации о полной последователь�

ности Bub1 человека, представленной в базе

данных UniProt (O43683), с последующей оп�

тимизацией в силовом поле amber99SB.
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Таблица 4

Оценка качества моделей реконструированных структур каталитических доменов протеинкиназы Bub1
из Homo sapiens (PDB: 3E7E) и ее растительных гомологов из Oryza sativa и Vitis vinifera

*Два идентичных белка – EEC82122.1 из O. sativa Indica и EEE67244.1 из O. sativa Japonica.

Критерий оценки Bub1 из Homo 

sapiens 

(PDB: 3E7E)

Гомологи 

из риса *

Гомолог из V. vinifera:

XP_002274770.1

(CBI21878.1)

Структура каталитического домена протеинкиназы

Межатомные контакты

Частота замен

Оценка качества геометрии белка

процент некорректных ротамеров

процент отклонения (выброс по Рамачандрену)

процент совпадения (соответствие по Рамачандрену) 

частота атомов углеродного скелета с отклонением 

> 0.25 Å (Сβ отклонение)

общий счет согласно MolProbity

процент аминокислот, образующих некорректные 

связи 

процент аминокислот, образующих некорректные углы 

1.42

1.61

1.45

91.91

7

1.52

0.00

0.00

3.3

2.31

1.62

88.22

9

1.46

0.00

0.00

0.64

1.55

1.40

89.12

5

1.43

0.00

0.25



Оптимизированная структура Bub1 (3E7E)

человека была использована для последующе�

го профильного моделирования пространст�

венной структуры каталитических доменов

целевых белков из риса и винограда. Для ре�

конструкции спорных участков также были

использованы дополнительные матричные

структуры, депонированные в PDB: 3LAU,

3COH, 3CFA, 3M1I. Остальные манипуляции

проводились согласно методикам, представлен�

ным в разделе «Материалы и методы». Анализ

качества реконструированных структур, вы�

полненный с помощью сервера Molprobity

(табл. 4), подтвердил высокое качество по�

строенных нами моделей [28, 36].

Для оценки степени сходства структуры

каталитических доменов протеинкиназы Bub1

из H. sapiens (PDB: 3E7E; UniProt: O43683)[26]

и растительных гомологов из риса (идентич�

ные белки EEC82122.1 из O. sativa Indica и

EEE67244.1 из O. sativa Japonica) и XP_

002274770.1 (CBI21878.1) из V. vinifera было

выполнено наложение структур, подтвердив�

шее высокую степень их сходства (рис. 4, см.

вклейку). Общие отличия матричной структу�

ры 3E7E и реконструированных моделей были

определены на основании суммарного значе�

ния среднеквадратичного отклонения (RMSD)

для анализируемых структур растительных

белков. При этом общее значение RMSD для
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Рис. 5. Выравнивания функционально важных мотивов каталитических доменов протеинкиназ

Bub1 из представителей Mammalia, Fungi, Mycetozoa и их растительных гомологов (Viridiplantae:

Embryophyta и Algae)



модели каталитического домена протеинки�

назы из риса составило 1,28 Å, а для

XP_002274770.1 (CBI21878.1) из V. vinifera –

1,22 Å. Считается, что структуры имеют досто�

верное сходство, если значение среднеквадра�

тичного отклонения составляет � 3 Å [28]. Та�

ким образом, мы можем сделать заключение о

высоком уровне сходства пространственной

укладки каталитических доменов ключевой

протеинкиназы контрольной точки сборки ве�

ретена деления Bub1 из Homo sapiens и анализи�

ровавшихся растительных гомологов из риса

и винограда.

Поскольку каталитические свойства и фун�

кция протеинкиназ во многом определяются

не только фолдингом, но и аминокислотным

составом функционально важных мотивов и

консервативных функционально важных ами�

нокислот [38–40], таких как область связыва�

ния АТФ, каталитическая петля, активацион�

ная петля и субстрат�связывающая петля

(Р+1), нами был выполнен анализ упомянутых

положений. Границы данных мотивов были

определены на основании информации,

представленной в литературе [26] для проте�

инкиназы Bub1 человека, а также информа�

ции, представленной в базе данных UniProt

для эталонных последовательностей проте�

инкиназ Bub1 животных, грибов и миксоми�

цетов. В случае растительных гомологов дан�

ные мотивы были определены для белков из

O. sativa Indica (EEC82122.1), O. sativa Japonica

(EEE67244.1), R. communis (EEF44403.1), V. vini!
fera (XP_002274770.1) и O. tauri (CAL57156.1)

(рис. 5). Результаты выравнивания мотивов

демонстрируют не только высокую степень

их сходства, но также позволяют идентифи�

цировать аминокислотные остатки, консерва�

тивные на уровне различных царств, которые,

вероятно, несут основную функциональную на�

грузку. Так, суперконсервативными (на при�

мере Bub1 H. sapiens) являются аминокислот�

ные остатки мотива фосфат�связывающего

центра – Гли794, Гли796, Ала799 и Вал801.

В составе каталитической петли помимо ка�

нонических консервативных остатков, обус�

ловливающих каталитические свойства се�

рин�треониновых протеинкиназ (Асп917 и

Лиз919), также выявлены суперконсерватив�

ные положения – Гис915, Асп921 и Асн922. В

активационной петле помимо обязательного

консервативного остатка Асп952 также иден�

тифицированы суперконсервативные амино�

кислотные остатки Асп946 и Гли948. В соста�

ве субстрат�связывающей петли (Р+1) выделя�

ются всего два суперконсервативных положе�

ния – Фен961 и Цис973.

Дополнительно было выполнено структур�

ное наложение модели протеинкиназы Bub1

(PDB: 3Е7Е; UniProt: O43683) из H. sapiens и

моделей каталитических доменов раститель�

ных гомологов из риса (идентичные белки

EEC82122.1 из O. sativa Indica и EEE67244.1 из

O. sativa Japonica) и V. vinifera (XP_002274770.1 /

CBI21878.1) с последующим анализом топо�

логии функционально важных положений на

примере реконструированных структур (рис.

6, см. вклейку). Как видно из рис. 6, б, про�

странственное положение всех функциональ�

но важных мотивов в растительных гомоло�

гах полностью совпадает с пространствен�

ным положением аналогичных мотивов (пе�

тель) в протеинкиназе Bub1 человека, а про�

странственная топология аминокислотных

остатков (включая Асп917) полностью подт�

верждает данные, полученные при выравнива�

нии аминокислотных последовательностей.

Достоверность сделанных выводов также подт�

верждают значения среднеквадратичного отк�

лонения (RMSD) функционально важных

мотивов (петель), определенных для расти�

тельных гомологов из риса и винограда отно�

сительно структуры Bub1 человека, которые

не превышают значения � 3 Å [28]. Так, для мо�

тива области связывания АТФ общие значе�

ния RMSD составили 1,36 Å в случае гомоло�

гов из риса (EEC82122.1 и EEE67244.1) и 2.09

Å в случае XP_002274770.1 из V. vinifera. Для

мотива каталитической петли общие значения

RMSD равнялись 0,75 Å в случае гомологов

из риса (EEC82122.1 и EEE67244.1) и 0.97 Å
в случае XP_002274770.1 из V. vinifera. При

этом значения RMSD для остатков раститель�

ных гомологов, соответствующих Асп917 проте�

инкиназы Bub1 H. sapiens, были 0,76 и 0,75 Å
соответственно. Для мотива активационной

петли общие значения RMSD составили

1,09 Å в случае гомологов из риса (EEC82122.1

и EEE67244.1) и 0.82 Å в случае XP_

002274770.1 из V. vinifera. Для мотива петли
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Р+1 общие значения RMSD равнялись 2,0 Å
в случае гомологов из риса (EEC82122.1 и

EEE67244.1) и 1.1 Å – XP_ 002274770.1 из

V. vinifera.

На рис. 7 (см. вклейку) представлены мо�

дели пространственных структур каталитичес�

ких доменов протеинкиназы Bub1 из H. sapi!
ens и ее растительных гомологов из риса

(EEC82122.1 из O. sativa Indica, а также

EEE67244.1 из O. sativa Japonica) и V. vinifera
(XP_002274770.1), представленные с учетом

отображения положений наиболее важных

элементов структуры и остатков. Получен�

ные нами данные биоинформационного ана�

лиза последовательностей, кладистического

анализа, а также анализа доменной архитек�

туры, белок�белковых взаимодействий и

структурной биоинформатики позволяют с

высокой долей уверенности идентифициро�

вать растительные белки с ранее неизвестной

функцией (EEC82122.1 (B8B6H5; OsI_26148)

из Oryza sativa Indica Group, EEE67244.1

(B9FXF7; OsJ_24392) из Oryza sativa Japonica

Group, EEF44403.1 (B9RVW6) из Ricinus com!
munis, XP_002274770.1 (CBI21878.1, GSVIVT

01020577001) из Vitis vinifera и CAL57156.1

(Q00Y95) из Ostreococcus tauri) как раститель�

ные ортологи протеинкиназы Bub1 контроль�

ной точки сборки веретена деления, ранее

идентифицированной у животных, грибов и

слизевиков.

P.A. Кarpov, A.V. Raevsky, 

Ya.B. Blume

BIOINFORMATIC SEARCH 

FOR PLANT HOMOLOGS 

OF PROTEIN KINASE BUB1 – THE KEYPOINT 

OF MITOTIC SPINDLE ASSEMBLY

Fourteen plant homologs of animal, yeast and myx�

omycetes spindle assembly checkpoint protein kinases were

identified bioinformatically. It was shown that the closest

plant homologues of the BUB1 protein kinases are

unknown proteins XP_002274770.1 (CBI21878.1) from

Vitis vinifera, EEC82122.1 from Oryza sativa Indica,

EEE67244.1 from O. sativa Japonica, EEF44403.1 from

Ricinus communis and CAL57156.1 from Ostreococcus

tauri. The reconstruction and analysis of spatial structures

of the EEC82122.1, EEE67244.1 and XP_002274770.1

(CBI21878.1), catalytic domains confirmed their con�

formity to spindle assembly checkpoint protein kinases

BUB1.

П.А. Карпов, О.В. Раєвський, 

Я.Б. Блюм

БІОІНФОРМАЦІЙНИЙ ПОШУК РОСЛИННИХ

ГОМОЛОГІВ ПРОТЕЇНКІНАЗИ BUB1 – 

КЛЮЧОВОЇ ЛАНКИ ФОРМУВАННЯ 

ВЕРЕТЕНА ПОДІЛУ

За допомогою біоінформаційного пошуку знайдено

14 рослинних гомологів протеїнкінази контрольної

точки формування веретена поділу BUB1 тварин, дріж�

джів та слизовиків. Показано, що найближчими рос�

линними гомологами протеїнкінази Bub1 є білки з ра�

ніше невідомою функцією XP_002274770.1 (CBI21878.1)

iз Vitis vinifera, EEC82122.1 із Oryza sativa Indica,

EEE67244.1 із O. sativa Japonica, EEF44403.1 iз Ricinus

communis та CAL57156.1 із Ostreococcus tauri. Було ви�

конано реконструкцію та аналіз просторової структури

каталітичних доменів білків EEC82122.1, EEE67244.1

і XP_002274770.1 (CBI21878.1), що підтвердило їх на�

лежність до протеїнкіназ контрольної точки форму�

вання веретена поділу BUB1.
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