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Белок SNX27 является компонентом тетрамерного комплекса, необходимого для рециклинга рецепторов,
расположенных в мембранах. SNX27 содержит N�концевой домен PX, связывающий инозитол 1,3�дифос�
фат и важный для локализации белка SNX27. В представленном исследовании методом рентгенологической
кристаллографии была определена кристаллическая структура домена PX белка SNX27 человека. При ана�
лизе структуры РХ было установлено, что ион сульфата локализован в положительно заряженном липид�
связывающем кармане этого домена, осуществляющем узнавание фосфолипидов. Кроме того, мы смодели�
ровали структуру комплекса SNX27�PX�инозитол 1,3�дифосфат с целью лучшего понимания механизма уз�
навания доменом PX инозитол 1,3�дифосфата.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: SNX27, связывание липидов, домен PX, структура кристалла.
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Эндоцитоз является энергозависимым про�
цессом, играющим важную роль во внутриклеточ�
ном транспорте различных соединений, а имен�
но, питательных веществ, частиц, вторично ис�
пользуемых молекул и т.д. [1, 2]. Сортировка и ре�
циклинг трансмембранных белков в клетке при
посредстве аппарата Гольджи опосредуются эн�
досомами и эндоцитозом [3]. Многие поддер�
живающие белковые молекулы, включая домен
Phox (PX)�содержащие сортирующие нексины
(SNX), принимают участие в эндоцитозе [4–6].
В геноме млекопитающих закодировано 30 бел�
ков SNX, несущих домен PX и локализованных
на поверхности клеток, где они опосредуют раз�
личные сигнальные процессы путем взаимодей�
ствия с рецепторами [4, 7].

Среди белков SNX особый интерес вызывает
SNX27, поскольку он содержит N�концевые до�
мены PDZ и PX и три FERM�подобных домена,
и участвует в качестве поддерживающей моле�
кулы в клеточном транспорте [8–11]. Сообща�
лось, что SNX27 связывается с комплексом бел�
ков Vps26�Vps35�Vps29 через свой домен PDZ.
Домен PX – это представитель липид�связыва�
ющего домена, который прикрепляет SNX27 к
ранним эндосомам путем узнавания инозитол
1,3�дифосфата [8, 9]. Кроме того, SNX27 непо�
средственно взаимодействует с комплексом
WASH, ингибируя вступления различных грузов
в лизосомальный транспорт при рециклинге эн�
досом в клеточной мембране [9]. Нарушение
функций SNX27 в клетках млекопитающих при�
водило к эпилептической энцефалопатии, гид�
роцефалии, к задержке роста, к псевдосаркома�
тозному фиброматозу и ко многим другим забо�
леваниям [12, 13].

Сообщалось, что SNX27 взаимодействует с
эндосомами путем связывания его домена PX с
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инозитол 1,3�дифосфатом на поверхности эндо�
сом [14, 15]. Кроме того, домен PX белка SNX27
взаимодействует с другими молекулами, несу�
щими домены PH и FYVE [16–18], а также обла�
дает способностью связывать инозитол 1,3�ди�
фосфат. Хотя взаимодействие PX белка с инози�
тол 1,3�дифосфатом играет ключевую роль в ло�
кализации SNX27 на эндосомах, молекулярный
механизм этого взаимодействия остается неяс�
ным. В представленном исследовании мы полу�
чили кристалл домена PX белка SNX27 с ионом
сульфата, который мог имитировать инозитол
1,3�дифосфат. Детальный структурный анализ
показал, что домен РХ белка SNX27 узнает ион
SO4

2– при посредстве положительно заряженной
области молекулы. Далее, основываясь на струк�
туре домена РХ белка SNX27, мы смоделировали
структуру комплекса SNX27–инозитол 1,3�ди�
фосфат. Мы не только прояснили структурный
механизм взаимодействия белка SNX27 и ино�
зитол 1,3�дифосфата, но также внесли вклад в
понимание его инозитол 1,3�дифосфат�зависи�
мой локализации на эндосомах.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Клонирование, экспрессия и очистка белка.
Кодирующую последовательность домена PX
белка SNX27 клонировали в вектор pET28�MHL
(регистрационный номер в Генбанке EF456735)
и результирующую конструкцию трансфециро�
вали в E. coli BL21 (DE3). Трансформированные
бактериальные клетки культивировали при 37 °С
в среде LB, содержащей 50 мкг/мл канамицина,
до поглощения в суспензии A600 = 0,8 о.е. Овер�
экспрессию рекомбинантного белка индуциро�
вали 0,2 мМ изопропил β�D�тиогалактозидом
(IPTG) в течение 20 ч при 16 °С. Клетки собира�
ли, ресуспендировали в буфере для лизиса (20 мМ
Tris�HCl, 0,4 M NaCl, pH 7,5) и разрушали ульт�
развуком. Лизат центрифугировали при 14 000 g
в течение 25 мин при 4 °С. Супернатант, содер�
жащий His6�меченный белок наносили на Ni�
NTA сефарозу («GE Healthcare», США). Элюи�
рованный белок диализовали против буфера 10 мМ
Tris�HCl, 0,2 M NaCl, pH 7,5 при 4 °С и удаляли
His6�тег с помощью протеазы вируса табачной
мозаики. Дальнейшую очистку проводили мето�
дом гельфильтрации на колонке 16/600 мм с Су�
пердексом 75 и на колонке HisTrap SP HP («GE
Healthcare», США). Очищенный белок концент�
рировали до ~15,6 мг/мл.

Кристаллизация белка, сбор данных и опреде+
ление структуры. Кристаллы выращивали с ис�
пользованием метода диффузии паров в висячей
капле (sitting drop vapor diffusion) при 18 °C. Белок

смешивали с равным объемом буфера для крис�
таллизации (0,1 M Li2SO4; 0,1 M Tris�HCl, pH 8,5;
25% (v/v) PEG3350), кристаллы появлялись че�
рез 20 ч. Перед сбором данных кристаллы про�
питывали криопротекторной смесью, содержа�
щей 90% коллекторного раствора и 10% глице�
рина (v/v), и хранили в жидком азоте. Данные
дифракции собирали при 0,9778 Å на устройстве
BL18U1 на Шанхайской синхротронной уста�
новке (SSRF) и обрабатывали с использованием
программы HKL2000 [19]. Исходная структура
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ДОМЕН PX БЕЛКА SNX27

домена PX белка SNX27 была получена с по�
мощью PHASER [20] и с использованием PX
белка SNX17 в качестве симулирующей модели
(PDB: 3LUI, 21). Результирующая структура РХ
была построена вручную с помощью Coot [21] и
доведена до совершенства с использованием
программы PHENIX [22]. Статистика для соб�
ранных данных и детали полученной структуры
суммированы в таблице.

Моделирование связывания РХ с инозитол
1,3+дифосфатом. Состыковку липида и РХ вы�
полняли с использованием программы PYRX [23].
Инозитол 1,3�дифосфат был состыкован с бел�
ком в анион�связывающем кармане домена РХ.
В работе представлена наиболее обоснованная
модель комплекса РХ�инозитол 1,3�дифосфат.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Домен РХ белка SNX27 был экспрессирован
в клетках E. coli, очищен и закристаллизован;
его структура была воссоздана методом рентге�

ноструктурного анализа с разрешением 1,78 Å
(таблица). Есть две молекулы (R.M.S.D. = 0,469)
в асимметрической области (ASU). Несмотря на
то, что домен PX белка SNX27 содержит два ос�
татка цистеина, методом гельфильтрации он
идентифицируется как мономер (рис. 1, г). Кро�
ме того, аминокислотные остатки с обоих кон�
цов молекулы и электрическая плотность остат�
ков в диапазоне 183–187 в цепи также отсут�
ствовали, что могло быть обусловлено внутрен�
ней пластичностью белка. Молекула домена PX
белка SNX27 имеет классическую свернутую
конформацию [24], содержит три антипарал�
лельных β�стренда (β1–β3), а также располо�
женные по одну сторону от β�стрендов четыре
α�спирали с четырьмя витками (рис. 1, а и б).

В области ASU мы обнаружили три сульфат�
иона, расположенныe на двух молекулах PX,
причем, только два из них локализованы в ли�
пид�связывающем кармане молекулы PX. Тре�
тий ион SO4

2–, не находящийся в этом кармане,
мог принимать участие в процессе кристаллиза�
ции, поскольку буфер для кристаллизации белка
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Рис. 1. Анализ последовательности и структура домена PX белка SNX27. а – Выравненные последовательности доменов
РХ из различных белков человека. Остатки, формирующие карман для связывания SO4

2–: R196, Y197, R198 и R235. В скоб�
ках указаны регистрационные номера в Банке данных следующих белков: SNX27(Q96L92), SNX17(Q15036),
SNX9(Q9Y5X1), SNX7(Q9UNH6), SNX11(Q9Y5W9). б – Структура домена PX белка SNX27. в – Поверхность электроста�
тического потенциала домена PX белка SNX27. г – Гельфильтрация очищенного препарата домена PX белка SNX27 и его
Ds�Na ПААГ электрофорез.
С цветным вариантом рис. 1 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: www.elibrary.ru
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Рис. 2. Структурный анализ липид�связывающего кармана домена PX белка SNX27. а – Стереоизображение молекулы с
поворотом на 45° вокруг оси Y. Указаны аминокислотные остатки, ответственные за узнавание иона сульфата. б – Под�
робное изображение взаимодействий между доменом PX SNX27 и ионом SO4

2–. в – Сравнение структур домена PX SNX27
с 3LUI (домен PX SNX17 с сульфат�ионом в липид�связывающем центре) и с 4HAS (домен PX SNX27 с цитрат�ионом в
липид�связывающем центре). г – Модель комплекса домен PX SNX27�I(1,3)P2. Координаты и показатели структуры до�
мена PX белка SNX27 были зарегистрированы в Банке белковых структур под номером 5ZN9.
С цветным вариантом рис. 2 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: www.elibrary.ru
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содержал этот ион. Эта кристаллическая струк�
тура была подобна структуре домена PX белка
SNX17 [25]. Сульфат�ион (S1) расположенный
внутри положительно заряженного кармана,
созданного цепями β2, β3, α1 и α2 (рис. 1, в), об�
разует обширные водородные связи с белком
SNX27 (рис. 2, а и в). Основная цепь (полипеп�
тидный каркас) и боковая цепь остатка Arg205,
а также основная цепь остатка Arg207 были не�
посредственно связаны водородными связями с
S1, тогда как остатки Val190, Tyr206, Arg207 и
Arg244 формировали связи с S1 при посредстве
молекул воды (рис. 2, а и в). Выравнивание пос�
ледовательности домена PX белка SNX27 с пос�
ледовательностями PX других белков SNX пока�
зало, что остатки Arg196, Tyr197 и Arg235 белка
SNX27 являются абсолютно консервативными
во всех выровненных последовательностях
(рис. 1, а). Недавно была установлена кристал�
лическая структура комплекса PX SNX27�SO4

2–;
выравнивание последовательностей показало,
что степень подобия между доменами PX у чело�
века довольно мала [25]. Наиболее консерватив�
ные аминокислотные остатки локализованы в
кармане, связывающем отрицательно заряженные
группы. Другая группа наиболее консервативных
гидрофобных остатков локализована в областях
«пластичности», где могут связываться цепи раз�
личных жирных кислот липидов. Суперпозиция
структур белков SNX17 и SNX27 показывает, оба
их домена PX демонстрируют очень сходную об�
щую структуру и сходное строение сульфат�свя�
зывающих областей. Это свидетельствовало о
консервативности в организации SO4

2–�связываю�
щих карманов у белков SNX (рис. 2, в, левая па�
нель). Кроме того, мы провели сравнение другой
структуры домена PX белка SNX27, находящегося
в комплексе с цитратом вместо сульфата (рис. 2, в,
правая панель). Полученные результаты также
продемонстрировали, что сульфат�связывающий
карман домена PX белка SNX27 предпочтительно
взаимодействует с различными отрицательно за�
ряженными группировками.

Ранее сообщалось, что домен PX белка
SNX27 связывает инозитол 1,3�дифосфат (I(1,3)P2)
с Kd = 15 мкМ [25]. На основе структуры комп�
лекса SNX27�SO4

2– мы создали модель структуры
SNX27�I(1,3)P2, где липид замещает сульфат�
ион. В этом комплексе кольцевая структура
I(1,3)P2 располагается без каких�либо стеричес�
ких конфликтов в положительно заряженной
щели, образованной цепями α2, β2 и β3 (рис. 2, г).
Один фосфатный остаток I(1,3)P2 занимает
участок связывания сульфат�иона, тогда как
другая фосфатная группа взаимодействует с
аминокислотными остатками α�спирали α2
(рис. 2, г).

Структура комплекса PX SNX27�I(1,3)P2

свидетельствует о специфичности связывания
липида с белком, и эта специфичность обуслов�
ливается двумя фосфатными компонентами
I(1,3)P2. Специфическое связывание I(1,3)P2 с
SNX27 свидетельствует о том, что SNX27 взаи�
модействует с ранними эндосомами I(1,3)P2�за�
висимым образом. Поэтому представленная на�
ми структура домена PX белка SNX27 определя�
ет механизм локализации молекул SNX27 на
ранних эндосомах.
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SNX27 is a component of the retromer complex essential for the recycling of transmembrane receptors. SNX27
contains the N�terminal PX domain that binds inositol 1,3�diphosphate and is important for the SNX27 localiza�
tion. Here, we determined the crystal structure of human SNX27 PX domain by X�ray crystallography. We found
that the sulfate ion is located in the positively charged lipid�binding pocket of the PX domain, which mimics the
phospholipid recognition. In addition, we modelled the SNX27�PX–inositol 1,3�diphosphate complex to better
understand the mechanism of inositol 1,3�diphosphate recognition by the PX domain of SNX27.
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