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Трансляция в митохондриях современных эукариот, несмотря на сходство с биосинтезом белка у бактерий,
имеет ряд особенностей. Одной из таких уникальных черт является необходимость координации трансля�
ции отдельных митохондриальных мРНК, кодирующих субъединицы комплексов цепи окислительного
фосфорилирования, с трансляцией других компонентов этих комплексов в цитозоле. В митохондриях пе�
карских дрожжей Saccharomyces cerevisiae такая координация осуществляется посредством системы бел�
ков – трансляционных активаторов, преимущественно взаимодействующих с 5′�нетранслируемыми облас�
тями митохондриальных мРНК. В митохондриях человека подобной системы не обнаружено, хотя и выяв�
лен один трансляционный активатор TACO1. В данной работе мы изучили влияние на митохондриальную
трансляцию в клетках человека делеции гена ZMYND17, кодирующего ортолог дрожжевого трансляционно�
го активатора Mss51p. Нам удалось продемонстрировать, что делеция ZMYND17 не влияет на трансляцию в
митохондриях, однако снижает активность цитохром с'оксидазы и увеличивает количество свободной
F1�субъединицы АТФ�синтазы. Помимо этого, мы изучили эволюционную историю Mss51p и ZMYND17 и
выявили путь расхождения функций этих ортологичных белков.
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ВВЕДЕНИЕ

Митохондрии являются облигатными орга�
неллами большинства эукариотических клеток,
выполняющими множество важнейших функ�
ций. Помимо обеспечения клеток энергией пу�
тём синтеза АТФ в результате окислительного
фосфорилирования, митохондрии участвуют в
образовании FeS�кластеров, метаболизме липи�
дов, аминокислот и нуклеотидов, регуляции
апоптоза, а также и во многих других процессах.
Согласно общепринятой эндосимбиотической
теории, митохондрии произошли путём погло�
щения их предка, родственного современным
α�протеобактериям, архееподобным предшест�
венником эукариот [1]. В ходе эволюции подав�
ляющее большинство генов предка митохонд�
рий элиминировались или были перенесены в
ядро. Таким образом, большинство митохонд�
риальных белков кодируется в ядре, синтезиру�
ется в цитозоле, а затем импортируется в мито�

хондрии с использованием особого аппарата
транслокации. Тем не менее митохондрии сов�
ременных организмов, как правило, имеют свой
сравнительно небольшой геном, а также аппа�
раты его поддержания, транскрипции и транс�
ляции.

Несмотря на общую схожесть процессов
трансляции у бактерий и митохондрий, аппарат
биосинтеза белка в этих органеллах имеет ряд
существенных отличий от аппарата митохонд�
риальной трансляции [2]. В первую очередь сле�
дует отметить существенно большее содержание
белка относительно рРНК в митохондриальных
рибосомах, предположительно, обусловленное
замещением функций отдельных участков
рРНК синтезируемыми в цитозоле белками.
Кроме этого, митохондриальные рибосомы
строго ассоциированы с внутренней мембраной
митохондрий [3]. Важной особенностью мито�
хондриальной трансляции является необходи�
мость её точной взаиморегуляции с биосинте�
зом митохондриально�адресованных белков в
цитозоле для обеспечения правильных стехио�
метрических соотношений новосинтезируемых
и импортируемых белков, обуславливающих

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : 5′�НТО – 5′�нетранслируе�
мая область; CIV – комплекс IV цитохром c�оксидазы.
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корректную сборку комплексов и суперкомп�
лексов электрон�транспортной цепи на внут�
ренней мембране митохондрий. По всей види�
мости, в ходе эволюции механизмы такой тон�
кой регуляции биосинтеза белка в митохондри�
ях возникали и развивались параллельно и неза�
висимо у разных групп эукариот [4]. В наиболь�
шей степени особенности митохондриальной
трансляции и её регуляции изучены у двух объ�
ектов – пекарских дрожжей Saccharomyces cere'
visiae и млекопитающих.

Геном современных митохондрий представ�
ляет собой кольцевую или линейную молекулу
ДНК, несущую несколько генов, кодирующих
преимущественно субъединицы комплексов це�
пи окислительного фосфорилирования, гены
РНК митохондриальных рибосом, а также гены
тРНК. У пекарских дрожжей S. cerevisiae геном
митохондрий содержит гены семи белков (субъ�
единиц комплексов электрон�транспортной це�
пи), одного белка малой субъединицы митохон�
дриальной рибосомы, гены 15S и 21S рРНК ми�
тохондриальных рибосом, ген РНК�компонента
митохондриальной РНКазы P, а также 24 ге�
на тРНК [5]. Регуляция экспрессии митохонд�
риального генома дрожжей в основном осущес�
твляется на пост�транскрипционном уровне [6].
Матричные РНК митохондрий дрожжей имеют
протяжённые 5′�нетранслируемые облас�
ти (НТО), с которыми взаимодействуют участ�
ники сложной системы регуляции трансляции –
трансляционные активаторы. Подробно систе�
ма трансляционных активаторов S. cerevisiae
рассмотрена в недавнем обзоре [7]. Особенно
изящно осуществляется регуляция трансляции
мРНК COX1. Для этой мРНК обнаружено
4 трансляционных активатора: Pet309р, Mss51р,
Mam33р и Mss116p. Содержащий 12 пентатри�
копептидных повторов белок внутренней мемб�
раны Pet309p взаимодействует с 5′�НТО
мРНК COX1, причём такое взаимодействие яв�
ляется абсолютно необходимым для трансляции
этой мРНК [8]. Помимо этого, Pet309p стабили�
зирует предшественника мРНК COX1 [9]. Также
с 5′�НТО мРНК COX1 взаимодействует актива�
тор Mam33p, помимо этого участвующий в регу�
ляции сборки митохондриальных рибосом [10].
Третий трансляционный фактор мРНК COX1,
белок Mss166p, относится к семейству DEAD�
box хеликаз. В условиях холодового шока он яв�
ляется фактором элонгации транскрипции, а в
нормальных условиях – фактором сплайсинга
митохондриальных пре�мРНК. Помимо этого,
он взаимодействует с Pet309p, причём делеция
кодирующего Mss116p гена приводит к отсут�
ствию Pet309p в митохондриях, что существенно
снижает эффективность трансляции COX1 [11].

Ключевым компонентом системы регуляции
трансляции мРНК COX1 у S. cerevisiae является
четвёртый трансляционный активатор – бе�
лок Mss51p. Его функционирование осущест�
вляется по принципу обратной связи. Mss51p
изначально взаимодействует с 5′�НТО и кодиру�
ющей частью мРНК COX1, опосредуя биосинтез
соответствующего белка, а также непосред�
ственно с новосинтезируемым полипепти�
дом Cox1p [12]. По завершении трансляции свя�
занный с Cox1p Mss51p включается в состав ин�
термедиата сборки комплекса цитохром c�окси�
дазы (комплекса IV CIV), содержащего ряд дру�
гих факторов – регуляторов. В случае остановки
корректной сборки CIV на этой стадии
Mss51p остаётся связанным с интермедиатом и
не способен заново участвовать в активации
трансляции мРНК COX1 [13]. Если же на внут�
ренней мембране митохондрий присутствует
достаточное количество необходимых для сбор�
ки субъединиц CIV, Mss51p диссоциирует из ин�
термедиата и становится доступным для следу�
ющего раунда активации трансляции мРНК
COX1. Помимо этого, Mss51p является гем�свя�
зывающим белком, причём недостаток гема
приводит к значительным нарушениям биосин�
теза Cox1p [14]. По всей видимости, связывание
гема белком Mss51p является необходимым ус�
ловием для ассоциации упоминавшегося интер�
медиата сборки CIV и не играет значительной
роли в активации трансляции мРНК COX1 [7,
15]. Таким образом, Mss51p играет ключевую
роль в регуляции трансляции Cox1p в митохонд�
риях, определяя интенсивность биосинтеза это�
го белка в зависимости от эффективности сбор�
ки цитохром c�оксидазы.

В геноме митохондрий млекопитающих за�
кодировано 13 белков, являющихся субъедини�
цами комплексов цепи окислительного фосфо�
рилирования I, III, IV и V [16]. Это гены
COB (апоцитохром b), COX1,2,3 (субъединицы
цитохром c�оксидазы), ATP6,8 (субъединицы
АТФ�синтазы), а также ND1,2,3,4,4L,5,6 (субъ�
единицы NADH�дегидрогеназы), кодируемые
одиннадцатью мРНК [17]. Трансляция соответ�
ствующих мРНК в митохондриях млекопитаю�
щих, по всей видимости, регулируется отлич�
ным от S. cerevisiae способом. В первую очередь
это обусловлено практически полным отсут�
ствием 5′�НТО у митохондриальных мРНК мле�
копитающих. Более того, добавление всего
лишь нескольких нуклеотидов к 5′�концу мРНК
существенно снижает эффективность образова�
ния инициаторных комплексов на них in vitro
[18]. Недавние структурные исследования, про�
ведённые с помощью криоэлектронной микро�
скопии, показали, что важную роль в связыва�
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нии безлидерной мРНК малой субъединицей
митохондриальной рибосомы играет рибосом�
ный PPR�белок mS39, располагающийся у мес�
та входа мРНК. Важно, что контакт мРНК
с mS39, по всей видимости, не является струк�
турно специфичным, а также не может быть за�
висимым от последовательности, поскольку
сколько�либо значимого консенсуса в 11 мито�
хондриальных мРНК не обнаруживается, как и
значимых вторичных структур в 5′�фланговых
областях мРНК [19, 20]. Предполагается, что это
взаимодействие обусловлено частым появлени�
ем нуклеотида U во втором положении кодонов
всех мРНК, начиная с седьмого кодона. Воз�
можно, наличие часто повторяющихся U явля�
ется своего рода мишенью для связывания PPR�
доменами и образования инициаторного комп�
лекса [19]. Однако эти данные не объясняют, ка�
ким именно образом осуществляется регуляция
трансляции различных мРНК, а также то, как
осуществляется взаимосвязь биосинтеза мито�
хондриально�закодированных субъединиц ком�
плексов цепи окислительного фосфорилирова�
ния с трансляцией других субъединиц в цито�
золе.

Отсутствие 5′�НТО, казалось бы, отвергает
возможность существования у млекопитающих
системы трансляционных активаторов, сходных
с таковой у S. cerevisiae. Однако в 2009 году был
идентифицирован первый трансляционный ак�
тиватор в митохондриях человека – TACOI [21].
Авторам указанной работы удалось продемон�
стрировать, что мутации в гене этого белка в
клетках пациента с синдромом Лея приводят к
существенному снижению эффективности
трансляции COX1 в митохондриях. При этом
эффективность биосинтеза COX1 восстанавли�
валась при крайне слабом уровне экспрессии
экзогенного TACOI, а также ингибировалась
при сверхэкспрессии кодирующего TACOI ге�
на [21]. Тем не менее молекулярные механизмы
влияния TACOI на трансляцию COX1 остаются
неизученными, хотя и показана взаимосвязь му�
таций в гене этого белка с тяжёлыми митохонд�
риальными заболеваниями [22, 23].

Кроме этого, методами биоинформатики
было предсказано, что белок человека с неизве�
стной функцией, ZMYND17, является ортоло�
гом уже упоминавшегося трансляционного ре�
гулятора S. cerevisiae Mss51p [24]. При дальней�
шем изучении было продемонстрировано, что
этот белок локализован в митохондриях, коди�
рующий его ген, преимущественно экспресси�
руется в скелетной мускулатуре, а подавление
его экспрессии приводит к увеличению уровня
клеточной АТФ, увеличению эффективности
гликолиза и окислительного фосфорилирова�

ния [25]. В более позднем исследовании, прове�
дённом на лабораторных животных, нокаутных
по гену ZMYND17, было показано, что, несмот�
ря на нормальное развитие таких мышей, у них
наблюдались морфологические и функцио�
нальные нарушения митохондрий мышц. Кро�
ме того, у нокаутных по ZMYND17 мышей сред�
него возраста отмечены сниженная производи�
тельность аэробных упражнений, плохая усвоя�
емость глюкозы и инсулинорезистентность. Ав�
торы предположили, что ZMYND17 является
стресс�индуцируемым метаболическим регуля�
тором, поддерживающим целостность митохон�
дрий, отсутствие которого приводит к наруше�
ниям метаболизма глюкозы во всем организ�
ме [26]. Интересно, что в другой работе на сход�
ных нокаутных по ZMYND17 мышах были полу�
чены другие результаты. Оказалось, что лишен�
ные ZMYND17 мыши были устойчивы к набору
веса на высокожировой диете, обладали повы�
шенной скоростью метаболизма глюкозы, уве�
личенной чувствительностью к инсулину и ус�
коренным β�окислением жирных кислот [27].
В последующем исследовании той же группы
авторов на мышиной модели мышечной дист�
рофии Дюшенна было показано, что удаление
гена ZMYND17 приводит к увеличению погло�
щения кислорода миофибриллами, а также сни�
жению гистологической патологии. Делеция ге�
на, кодирующего ортолог Mss51p, снижала
обусловленные заболеванием дефекты митохон�
дриального дыхания и увеличивала устойчи�
вость к усталости, однако не увеличивала силу
мышц [28].

Таким образом, ортолог гена трансляцион�
ного активатора Mss51p S. cerevisiae у человека,
белок ZMYND17, несмотря на митохондриаль�
ную локализацию, по всей видимости, имеет от�
личную от дрожжевого белка функцию. В дан�
ной работе для сравнительной функциональной
характеристики этих белков мы решили оценить
влияние делеции гена ZMYND17 в линии клеток
HeLa человека на митохондриальную трансля�
цию и функциональность митохондрий, а также
проследить эволюционную историю Mss51p и
ZMYND17.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Штаммы и линии клеток, среды для культиви>
рования. В работе использовали штамм
Escherichia coli TOP10 OneShot («Invitrogen»,
США), культивируемый в среде LB, а также ад�
гезионную линию клеток HeLa человека (ATCC
CCL�2, «ATCC», США), культивируемую в сре�
де DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
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с глюкозой (4,5 г/л) и аланил�глутамином
(«ПанЭко», Россия).

Плазмидные векторы и олигонуклеотиды. Для
получения делеции гена ZMYND17 использова�
ли плазмиду pCas9�ires�EGFP, содержащую ге�
ны РНК�направляемой эндонуклеазы Cas9 и зе�
лёного флуоресцирующего белка (EGFP), раз�
делённые IRES под контролем CMV�промото�
ра, полученную ранее [29]. Плазмида pU6�gRNA
была любезно предоставлена доктором Скряби�
ным, Университет Мюнстера, Германия [30].
Использованные в работе олигонуклеотиды
приведены в таблице.

Делеция гена ZMYND17. Для получения ли�
нии клеток HeLa c делецией в гене ZMYND17
были получены векторы, содержащие гены двух
одиночных направляющих РНК (sgRNA) под
контролем промотора U6. Для этого олигонук�
леотиды, соответствующие sgRNA 3 и 17 (таб�
лица), отжигали попарно друг на друга, фосфо�
рилировали полинуклеотидкиназой (PNK,
«ThermoFisher Scientific», США), следуя реко�
мендациям производителя, а затем лигировали
в предварительно гидролизованные эндонукле�
азой BbsI («ThermoFisher Scientific») плазмид�
ные векторы pU6�gRNA. Лигазными смесями
трансформировали компетентные клетки E. coli.
После отбора трансформантов и выделения
плазмид корректность сборки векторов под�
тверждали секвенированием по Сэнгеру («Ев�
роген», Россия).

Клетки HeLa трансфицировали плазмидами,
которые содержали компоненты системы
CRISPR/Cas9 (2 плазмиды на основе pU6�
gRNA, содержавших гены sgRNA 3 и 17, pCas9�
ires�EGFP) при помощи реагента Lipofectamine
3000 («Invitrogen», США), следуя рекомендаци�
ям производителя. Через 48 ч трансфицирован�
ные клетки анализировали с помощью системы
мультифотонной и конфокальной микроскопии
Nikon A1 MP+ («Nikon», Япония) и проводили
отбор флуоресцирующих клеток с помощью

сортирирующей цитофлуометрической системы
FACS Aria SORP («Beckton Dickinson», США).
После подсчёта клеток в камере Горяева 100 кле�
ток помещали в 10 мл DMEM и высевали на 96�
луночный планшет по 100 мкл в лунку. Далее
клетки пересевали на 12�луночный планшет,
культивировали до 50–70% конфлюентности,
выделяли ДНК и проверяли на наличие делеции
с помощью заранее подобранной и протестиро�
ванной пары олигонуклеотидов (таблица).

Анализ митохондриальной трансляции in vivo.
Для одного анализа использовали ~106 клеток.
Клетки промывали раствором PBS (1,7 мМ
KH2PO4, 5,2 мМ Na2HPO4, 150 мМ NaCl, pH 7,4),
добавляли среду DMEM без метионина, содер�
жащую 10% диализованной сыворотки крупного
рогатого скота и 5 мМ циклогексимида, и инку�
бировали при 37 °C в атмосфере 5% CO2 в тече�
ние 15 мин. Далее к клеткам добавляли 0,1 мкКю
метионина («Perkin Elmer», США) и инкубиро�
вали 45 мин при 37 °C в атмосфере 5% CO2. Реак�
цию мечения останавливали добавлением хо�
лодного L�метионина до 4 мМ и пуромицина до
30 мкг/мл. Клетки промывали раствором PBS,
диссоциировали 0,25%�ным раствором Трип�
син�EDTA («ПанЭко», Россия) и центрифугиро�
вали 4 мин при 400 g. Клетки промывали раство�
ром PBS, а затем лизировали ультразву�
ком («Branson Scientific», США) в PBS. По 25 мкг
суммарного белка разделяли в 18%�ном денату�
рирующем ПААГ. Гель окрашивали Кумасси, вы�
сушивали на приборе Gel Dryer System («Hoefer»,
Германия) при 80 °C в течение часа. Продукты
митохондриальной трансляции визуализирова�
ли радиоавтографически на приборе Storm865
(«GE Healthcare», США). Анализ распределения
продуктов митохондриальной трансляции про�
водили с помощью программного обеспечения
ImageJ («NIH», США).

Измерение скорости поглощения кислорода.
Поглощение клетками кислорода определяли
полярографически при помощи электрода
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Использованные в работе нуклеотиды

Наименование

MSS51�3Fwd

MSS51�3Rev

MSS51�17Fwd

MSS51�17Rev

ZMYND�1Fwd

ZMYND�1Rev

Назначение

сборка sgRNA 3

сборка sgRNA 3

сборка sgRNA 17

сборка sgRNA 17

анализ клонов на прохождение редактирования

анализ клонов на прохождение редактирования

Последовательность 5′–3′

CACCgTCCACGGTCCCGGCGACGA

AAACTCGTCGCCGGGACCGTGGAc

CACCgCCTTGGATGATAATGTTCC

AAACGGAACATTATCATCCAAGGc

CCTGGGTCTGAGAGACTGG

CTGTACTCCCTCTCCACCTTC

Примечание. Серым выделены участки для создания липких концов, соответствующих образуемым эндонуклеазой BbsI.
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Кларка на приборе Oxygraph Plus («Hansatech»,
Великобритания) при 37 °C в среде DMEM. Для
каждого измерения использовали ~4 × 106 кле�
ток. Для установления базального уровня дыха�
ния измерения проводили в суспензии клеток
на протяжении 5 мин, затем в ячейку добавляли
разобщитель СCCP до концентрации 10 мкМ
для измерения истинного дыхания; измерения
проводили ещё 2 мин, после чего активность
цитохром с�оксидазы ингибировали добавлени�
ем KCN до 1 мМ. Эксперименты проводили в
трёх независимых повторах. Скорость поглоще�
ния кислорода клетками высчитывалась как
производная функции, выражающей зависи�
мость концентрации кислорода от времени.

Выделение митохондрий. Митохондрии вы�
деляли из ~2 × 107 клеток. Клетки ресуспендиро�
вали в 2 мл охлажденного RSB�буфера (10 мМ
NaCl, 1,5 мМ MgCl2, 10 мМ Tris�HCl pH, 7,5),
переносили в 7�мл гомогенизатор Даунса и ин�
кубировали 5 мин на льду. Клетки лизировали
семью ударами и немедленно добавляли
1,455 мл 2,5× MS�буфера (525 мМ маннитола,
175 мМ сахарозы, 2,5 мМ EDTA, 12,5 мМ Tris�
HCl, pH 7,5). Лизат клеток центрифугировали
5 мин при 1300 g и 4 °C. Митохондрии осаждали
центрифугированием в течение 15 мин при
17 000 g и 4 °C. Концентрацию митохондриаль�
ного белка измеряли методом Бредфорда.

Измерение активности комплекса IV. В каче�
стве субстрата для измерения активности комп�
лекса IV использовали раствор восстановленно�
го цитохрома c. Для его приготовления 2,7 мг су�
хого цитохрома с («Sigma Aldrich», США) раст�
воряли в 1 мл воды, после чего добавляли 5 мкл
0,1 М DTT и инкубировали 15–30 минут при
комнатной температуре. Исходный раствор раз�
бавляли в 20 раз и измеряли разницу поглоще�
ния A550/A565. Соотношение A550/A565 должно
быть 10–20. Для измерения активности 1 мкг
митохондрий, растворенных в 40 мкл буфера,
содержащего 10 мМ Tris�HCl, pH 7,0 и 250 мМ
сахарозы, добавляли в 180 мкл буфера, содержа�
щего 10 мМ Tris�HCl, 125 мМ KCl, pH 7,0; мито�
хондрии пермеабилизовали добавлением 1 мМ
додецилмальтозида. К полученной суспензии
добавляли 20 мкл раствора субстрата и измеряли
поглощение цитохрома с при 550 нм каждые 10 с
в течение 3 мин в планшетном спектрофотомет�
ре («Tecan», Швейцария). Реакцию ингибирова�
ли добавлением 1 мкл 1 M KCN, специфически
блокирующем комплекс IV, и продолжали изме�
рение в тех же временных интервалах. При рас�
чётах скорость изменения поглощения после
добавления KCN вычитали из скорости измене�
ния поглощения без KCN для исключения вли�
яния активности комплекса III. Активность ци�

тохром с�оксидазы выражали в единицах актив�
ности (U) на мг митохондриального белка, где
одна единица активности окисляет 1 мкмоль
ферроцитохрома c в минуту.

Blue>Native>электрофорез. Митохондрии ре�
суспендировали в буфере для солюбилиза�
ции (50 мМ имидазол, 50 мМ NaCl, 2 мМ 6�ами�
ногексановая кислота, 1 мМ EDTA; рН 7,0) до
конечной концентрации митохондриального
белка 10 мкг/мкл. Далее добавляли 20%�ный ди�
гитонин (в расчёте 6 мг дигитонина на 1 мг ми�
тохондриального белка) и инкубировали 15 мин
на льду. Суспензию митохондрий центрифуги�
ровали в течение 1 ч при 25 000 g и 4 °С. К супер�
натанту добавляли 50%�ный глицерин (в расчё�
те 1 мкл/2,4 мкл дигитонина) и 5%�ный Кумас�
си G�250 (в расчёте 1 мкл/2 мкл детергента),
центрифугировали 5 мин при 25 000 g и наноси�
ли на 4–10%�ный Blue�Native полиакриламид�
ный гель, согласно ранее опубликованному
протоколу [31]. Электрофоретическое разделе�
ние проводили в течение 30 мин при постоян�
ном напряжении 75 В, используя катодный бу�
фер, содержащий 7,5 мМ имидазол, 50 мМ
Tricine, 0,02% Кумасси G�250, pH 7,0, а затем
1,5 ч при постоянном напряжении 125 В, ис�
пользуя катодный буфер, содержащий 7,5 мМ
имидазол, 50 мМ Tricine, 0,002% Кумасси G�250,
pH 7,0. В качестве анодного буфера использова�
ли 25 мМ имидазол�HCl, рН 7,0.

Измерение активностей комплекса I и АТФ>
синтазы в геле. Активность НАДН�дегидрогена�
зы в геле анализировали, согласно ранее опуб�
ликованному протоколу [32]. Кратко, Blue�
Native�гель после электрофореза инкубировали
при комнатной температуре в растворе, содер�
жащем 100 мM Tris�HCl, pH 7,4, 1 мг/мл NBT
(нитросиний тетразолий) и 0,14 мМ НАДН, до
появления специфической окраски. Обсчёт
распределения активности по суперкомплексам
проводили с использованием программы
ImageJ. Активность комплекса V (АТФ�синта�
зы) исследовали непосредственно в геле, сог�
ласно ранее опубликованному протоколу [32].
Гель инкубировали в буфере, содержащем
35 мM Tris�HCl, pH 7,8, 270 мM глицин, 14 мM
MgSO4, 5 мM ATФ и 0,2% Pb(NO3)2 при 37 °С
при постоянном помешивании до проявления
характерной окраски. Реакцию останавливали
инкубацией геля в 1 M растворе глицина.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Получение линии клеток HeLa c делецией в ге>
не ZMYND17. Для получения линии клеток HeLa
c делецией в гене ZMYND17 (далее –
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ΔZMYND17) была использована система
CRISPR/Cas9, которая позволила направленно
внести в геном двуцепочечные разрывы с после�
дующей их репарацией с помощью негомоло�
гичного соединения концов. Делетируемый
участок выбирали, учитывая следующие усло�
вия: а) делеция должна возникать в одном из
первых экзонов; б) для предотвращения возник�
новения в отредактированном гене альтернатив�
ных стартовых кодонов исходный стартовый ко�
дон должен сохраняться; в) длина делетируемого
участка должна быть не кратна 3 для того, чтобы
обеспечить сбой рамки считывания и невозмож�
ность синтеза «укороченной» формы белка;
г) делеция должна возникать в участке, содержа�
щемся во всех возможных изоформах мРНК,
возникающих в результате альтернативного
сплайсинга. Для получения клонов с нефункцио�
нальным белком ZMYND17 в качестве мишени
для sgRNA был выбран участок первого экзона
соответствующего гена (рис 1, а). Подбор нап�
равляющих последовательностей одиночных
гидовых РНК осуществляли с помощью он�
лайн�сервиса genscript.com. Гены, кодирующие
комплементарные мишени участки sgRNA, кло�
нировали в составе плазмидного вектора pU6�
gRNA. После трансфекции клеток HeLa компо�
нентами системы CRISPR/Cas9, отбора транс�
фицированных клеток и их клонирования
из потомства трансфицированных моноклонов
выделяли ДНК и оценивали эффективность ре�
дактирования с помощью ПЦР. Полученные в
ходе ПЦР фрагменты, соответствующие по дли�
не ожидаемым в результате корректного редак�
тирования обоих аллелей, выделяли, после чего
определяли их нуклеотидную последователь�
ность. В результате секвенирования таких фраг�
ментов были отобраны 2 клона, содержавшие
делеции в первом экзоне гена ZMYND17 протя�
жённостью в 137 нуклеотидов, которые приво�
дили к сдвигу рамки считывания и образованию
стоп�кодона через 40 нуклеотидов после места
сдвига рамки (рис 1, а).

Делеция в гене ZMYND17 не влияет на эффек>
тивность трансляции в митохондриях. После по�
лучения линий клеток с делецией в ге�
не ZMYND17, приводящей к отсутствию возмож�
ности синтеза полноценного белка, мы оценили
влияние такой делеции на эффективность транс�
ляции в митохондриях. Для этого цитозольная
трансляция блокировалась добавлением цикло�
гексимида, после чего к клеткам в среде без ме�
тионина добавляли L�[S35]�метионин. Реакцию
останавливали добавлением холодного метио�
нина и пуромицина, анализ включения радиоак�
тивной метки проводили после разделения про�
дуктов трансляции в 18%�ном ПААГ (рис. 1, б).

Количественный анализ эффективности транс�
ляции проводили по результатам шести незави�
симых экспериментов (по 3 эксперимента для
каждого из полученных клонов). Согласно ре�
зультатам количественного анализа, делеция в
гене ZMYND17 не приводила к значимым изме�
нениям эффективности трансляции ни одного
из 13 митохондриально кодируемых белков.

Анализ скорости поглощения кислорода и ак>
тивности цитохром c>оксидазы в клетках с деле>
цией гена ZMYND17. Для того чтобы выяснить,
влияет ли делеция гена ZMYND17 на митохонд�
риальную функцию, мы измерили скорость пог�
лощения кислорода в нокаутных линиях и клет�
ках дикого типа. Измерение скорости поглоще�
ния кислорода проводили поляриграфически с
использованием электрода Кларка. Измеряли
как базальное клеточное дыхание, так и истин�
ное, определяемое в присутствии разобщите�
ля СССР (карбонилцианид м�хлорфенилгидра�
зона). Последнее значение отражает максималь�
но возможное для исследуемого образца погло�
щение кислорода, не зависящее от протонного
градиента на внутренней мембране митохонд�
рий. Для нормирования результатов до измере�
ния подсчитывали количество клеток, скорость
поглощения выражали в нМ/106 клеток/мин.
На рис. 2, а представлены обобщённые резуль�
таты по данным четырёх независимых экспери�
ментов.

Согласно полученным нами данным, уро�
вень базального дыхания у клеток с делецией в
гене ZMYND17 не отличался от такового у кле�
ток исходной линии HeLa. Тем не менее уровень
истинного дыхания, измеряемого при разобще�
нии работы электрон�транспортной цепи и
электрохимического градиента с помощью
СССР, у клеток исходной линии был больше
на ~27%. Последнее может быть обусловлено
сниженной активностью цитохром c�оксидазы у
клеток с делецией.

Для проверки этого предположения мы
спектрофотометрически измерили активность
CIV в изолированных митохондриях из клеток
исходной линии HeLa и ΔZMYND17 (рис. 2, б).
Действительно, согласно полученным нами
данным, активность цитохром c�оксидазы в ми�
тохондриях клеток ΔZMYND17 была снижена в
среднем на 23% от таковой в митохондриях кле�
ток исходной линии HeLa.

Распределение активности НАДН>дегидроге>
назы в суперкомплексах цепи окислительного
фосфорилирования в митохондриях клеток
ΔΔZMYND17 и исходной линии HeLa. Ранее было
показано, что организация отдельных комплек�
сов дыхательной цепи в структуры более высо�
кого порядка – суперкомплексы – может влиять
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на их активность [33]. Таким образом, наблюда�
емые нами снижения активности комплекса IV
в митохондриях клеток ΔZMYND17 могут быть
обусловлены изменениями состава суперкомп�
лексов внутренней мембраны митохондрий дан�
ной клеточной линии. Для проверки данного
предположения нами были выделены митохо�

ндрии из клеток исходной линии HeLa и линии
с делецией в гене ZMYND17, после чего супер�
комплексы были разделены с помощью Blue�
Native�электрофореза с последующим анализом
активности комплекса I, который является ко�
ровым для всех суперкомплексов (рис. 3, а).
Согласно полученным нами данным, сущест�
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Рис. 1. Делеция гена ZMYND17 не влияет на эффективность трансляции в митохондриях человека. а – Cхема редактиро�
вания ZMYND17 для получения нефункциональных генов, gRNA3 и gRNA17 – отмечены комплементарные участки sgRNA,
серым цветом выделена последовательность, удаленная из генома в результате редактирования. б – Радиоавтограф разде�
лённых продуктов митохондриальной трансляции в клетках исходной линии HeLa и клетках с делецией в ге�
не ZMYND17 (ΔZMYND17). Стрелками указаны продукты трансляции. Эксперимент проводился в трёх независимых био�
логических повторах для каждого из двух полученных клонов, представлен результат типичного эксперимента. в – Резуль�
тат количественной оценки эффективности трансляции отдельных белков. Планки погрешностей отражают среднее зна�
чение и стандартное отклонение (M ± SD) по результатам шести независимых экспериментов

ΔΔZM
YND17

H
eL

a
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венных различий в составе суперкомплексов и
распределения активности НАДН�дегидрогена�
зы между суперкомплексами различного поряд�
ка не обнаружено (рис. 3, б).

Анализ активности в геле АТФ>синтазы в ми>
тохондриях клеток ΔΔZMYND17 и клеток исходной
линии HeLa. В одной из работ, направленной на
изучение влияния подавления экспрессии гена

ZMYND17 на функциональность митохондрий,
было показано, что митохондрии таких клеток
имеют морфологические дефекты, а именно,
снижение количества крист [26]. Помимо этого,
имеется ряд противоречивых данных, свиде�
тельствующих об увеличении клеточной про�
дукции АТФ при делеции ZMYND17 [27] или же
её снижении [26]. Мы решили проанализиро�
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Рис. 2. Делеция гена ZMYND17 приводит к снижению истинного дыхания клеток и уменьшению активности цитохром c�
оксидазы. а – Скорость потребления кислорода клетками с делецией в гене ZMYND17 и клетками исходной линии HeLa.
Скорость потребления кислорода измеряли поляриграфически с использованием электрода Кларка. basal – Базальный
уровень поглощения кислорода при 37 °С; СССР – уровень поглощения кислорода при добавлении разобщителя СССР.
Планки погрешностей отражают среднее значение и стандартное отклонение (M ± SD) по результатам четырёх независи�
мых экспериментов. б – Активность цитохром c�оксидазы в митохондриях клеток с делецией в гене ZMYND17 и клеток
исходной линии HeLa. Активность измеряли спектрофотометрически по снижению поглощения при 550 нм. Планки пог�
решностей отражают среднее значение и стандартное отклонение (M ± SD) по результатам пяти независимых экспери�
ментов

Рис. 3. Активности НАДН�дегидрогеназы и АТФ�синтазы митохондрий клеток исходной линий HeLa и ΔZMYND17 в ге�
ле после Blue�Native�электрофореза. Изолированные митохондрии из клеток исходной линии HeLa и ΔZMYND17 (по
100 мкг) солюбилизировали дигитонином, осветленные лизаты разделяли на 4–10%�ном Blue�Native ПААГ. а – Окраши�
вание на активность НАДН�дегидрогеназы (CI), стрелками обозначены суперкомплексы различной стехиометрии.
Представлен результат типичного эксперимента. б – Количественная оценка распределения активности CI по супер�
комплексам различного стехиометрического состава. Планки погрешностей отражают среднее значение и стандартное
отклонение (M ± SD) по результатам трёх независимых экспериментов. в – Анализ активности АТФ�синтазы в геле пос�
ле Blue�Native�электрофореза. FоF1 – АТФ�синтаза, F1 – матриксный домен фермента
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вать субъединичный состав АТФ�синтазы в ми�
тохондриях из клеток исходной линии HeLa и
линии с делецией в гене ZMYND17. Оказалось,
что в митохондриях клеток ΔZMYND17 количе�
ство полного FoF1�фермента снижено относи�
тельно такового в митохондриях дикого типа, в
то время как существенно увеличено количество
свободной F1�субъединицы.

Биоинформатический анализ эволюции бел>
ков Mss51p и ZMYND17. Белок Mss51p S. cere'
visiae, предположительно, является ортологом
белка ZMYND17 человека [24], однако подроб�
ное изучение эволюционного происхождения
этих белков не проводилось. Мы решили про�
следить эволюцию этих полипептидов с по�
мощью методов биоинформатики. Глобальное
парное выравнивание с использованием алго�
ритма Needleman�Wunsch первичных структур
дрожжевого белка Mss51p (NCBI RefSeq:
NP_013304.1) и белка ZMYND17 челове�
ка (NCBI RefSeq: NP_001019764.1) показало,
что они имеют всего 19% идентичных амино�
кислот (94/504). Белок Mss51p содержит одно�
именный домен, а ZMYND17 – домен zf�MYND,
относящиеся к суперсемейству TRASH (Pfam
ID: CL0175). Суперсемейство объединяет доме�
ны, содержащие консервативные остатки цис�
теина, включая домены типа «цинковый палец»,
в том числе zf�Mss51 (Pfam ID: PF13824) и
zf�MYND (Pfam ID: PF01753). В ходе биоинфор�
матического анализа, проведённого с использо�
ванием алгоритмов BLAST на сайте NCBI и веб�
сервиса HMMER (http://hmmer.org), белки, го�
мологичные дрожжевому Mss51p и ZMYND17
человека, были найдены в транслированных ге�
номах представителей всех супергрупп эукари�
от (Archaeplastida, Excavata, «SAR», Unikonta),
что может указывать на то, что последний об�
щий предок эукариот также имел белок, гомо�
логичный исследуемым.

Далее внимание было сосредоточено на су�
пергруппе Unikonta, а именно на группе Obazoa,
объединяющей таксоны Breviatea, Apusomona�
dida и Opisthokonta, к последнему из которых
относятся и S. cerevisiae, и Homo sapiens. Белки,
гомологичные Mss51p и ZMYND17, были най�
дены в транслированных геномах различных
представителей группы Opisthokonta и трансли�
рованном геноме одного представителя Apuso�
monadida – Thecamonas trahens. На основании
анализа этих белковых последовательностей
был восстановлен предположительный сцена�
рий эволюции данных белков. Для этого были
выбраны 24 последовательности гомологичных
белков, принадлежащих представителям раз�
личных групп царства Грибов, а также предста�
вителям таксона Apusomonadida (Thecamonas

trahens) и таксона Ichthyosporea (Sphaeroforma
arctica) и представителю Choanoflagellata
(Monosiga brevicollis). При помощи алгоритма
Mafft было получено множественное выравни�
вание отобранных последовательностей. На
рис. 4, а представлено дерево гомологичных
белков, построенное методом Maximum likeli�
hood в программе MEGA 7.0.21, укоренённое в
среднюю точку и визуализированное при помо�
щи сервиса ITOL.

На рис. 4, б схематично изображена эволю�
ционная история белков, гомологичных Mss51p
и ZMYND17 (слева), а также доменная архитек�
тура белков, характерная для различных групп
(справа). Вероятно, белок общего предка групп
Apusomonadida и Opisthokonta имел 2 домена
zf�Mynd (на рис. 4, б обозначены чёрными ова�
лами). Основываясь на анализе последователь�
ностей одного белка Sphaeroforma arctica, предс�
тавителя Ichthyosporea, и одного белка Monosiga
brevicollis, представителя Choanoflagellata (един�
ственные найденные белки из этих групп, гомо�
логичные исследуемым), можно предположить,
что в рано дивергировавших ветвях клады Holo�
zoa гомологичные исследуемым белки сохраняют
также 2 домена zf�Mynd. Далее в процессе эво�
люции один из доменов zf�Mynd был потерян,
причём точно установить, какой из zf�Mynd�до�
менов утерян в ходе нашего анализа не удалось.

Таким образом, согласно результатам нашего
исследования, можно предположить, что белки
ZMYND17 человека и Mss51p S. cerevisiae
действительно имеют общее эволюционное
происхождение, однако нетривиальную эволю�
ционную историю, включающую дупликацию
гена предкового белка с последующей редукци�
ей одной из его копий и различные перестройки
доменных архитектур. Таким образом, ортоло�
гичные белки ZMYND17 и Mss51p имеют раз�
личные функциональные домены и, по всей ви�
димости, выполняют различные функции.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Биосинтез белка в митохондриях, несмотря
на очевидное сходство с бактериальной транс�
ляцией, имеет ряд уникальных особенностей,
возникших в ходе эволюции эукариот. К таким
особенностям можно отнести отличия в белко�
вом составе митохондриальных рибосом, изме�
нения в структуре рРНК, неканонические
функции факторов инициации трансляции и
другие [2, 34]. По всей видимости, такие эволю�
ционные изменения обусловлены не только пе�
реносом множества генов митохондриальных
белков в ядро и заменой некоторых функций
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митохондриальных рРНК синтезируемыми в
цитозоле белками, но и необходимостью стро�
гой взаимокоординации митохондриальной
трансляции с синтезом и импортом в митохонд�

рии кодируемых в ядре белков митохондрий.
Для осуществления такой координации у дрож�
жей S. cerevisiae имеется система трансляцион�
ных активаторов, которые представляют собой
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Рис. 4. Биоинформатический анализ белков гомологичных Mss51p и ZMYND17. а – Дерево гомологичных белков. Клада,
объединяющая белки, содержащие домен Mss51, выделена светло�серым; белки, содержащие домен zf�MYND – черным,
точка укоренения – серым. б – Схема эволюционной истории гомологичных Mss51p и ZMYND17 белков. Чёрные ветви –
ген архаичного белка, не претерпевший дупликации. Серая и светло�серая ветви – две независимые копии гена, возник�
шие в результате дупликации. Чёрные и светло�серые овалы – домены zf�Mynd, серые овалы – домены zf�Mss51. На дере�
ве выделяются две клады: клада белков, содержащих домен zf�Mss51 (включает и дрожжевой белок Mss51p), и клада бел�
ков, содержащих домен zf�Mynd. Первая клада включает только белки представителей царства грибов, в то время как во
второй кладе присутствуют как белки грибов, так и видов других групп. Такая топология дерева гомологичных белков го�
ворит о дупликации гена предкового белка, произошедшей внутри клады грибов после дивергенции с группой Holozoa
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группу белков, регулирующих трансляцию от�
дельных митохондриальных мРНК [7, 35].

Особенностью митохондриального биосин�
теза белка у млекопитающих является отсут�
ствие 5′�НТО у митохондриальных мРНК. Ис�
ходя из этого факта, предполагалось, что систе�
мы, подобной трансляционным активаторам
дрожжей, у млекопитающих существовать не
может, поскольку регуляция биосинтеза белка в
митохондриях S. cerevisiae в значительной степе�
ни обусловлена взаимодействиями с 5′�
НТО мРНК. Однако в митохондриях человека
был выявлен белок TACOI, являющийся акти�
ватором трансляции мРНК COI. Механизм его
действия пока не изучен, однако достоверно по�
казано его влияние именно на процесс трансля�
ции отдельной мРНК [21]. Помимо этого, у че�
ловека найден ортолог дрожжевого Mss51p, бе�
лок ZMYND17 [24]. В ряде работ, посвящённых
его изучению, были получены противоречивые
данные. Согласно одним авторам, подавление
кодирующего его гена приводило к увеличению
клеточного АТФ и повышению скорости мета�
болизма глюкозы [25]. В то же время данные
других исследователей показывают, что делеция
этого гена, напротив, приводит к снижению эф�
фективности метаболизма глюкозы, изменению
морфологии митохондрий и увеличению резис�
тентности к инсулину [26].

Основываясь на перечисленных фактах, мы
решили выяснить, участвует ли ортолог Mss51p
белок ZMYND17 в регуляции трансляции в ми�
тохондриях клеток человека. Для этого мы про�
вели функциональную делецию гена ZMYND17,
внеся с помощью системы CRISPR/Cas9 деле�
цию в первый кодирующий экзон. Получив та�
кую линию клеток с делеций, мы проанализиро�
вали эффективность трансляции отдельных
мРНК в митохондриях. Как оказалось, отсут�
ствие белка ZMYND17 не повлияло на эффек�
тивность биосинтеза белка в митохондриях.
После этого мы проанализировали функцио�
нальность митохондрий в линии клеток с деле�
цией, измерив скорость потребления кислоро�
да, а также активности цитохром c�оксидазы,
НАДН�дегидрогеназы и АТФ�синтазы. Соглас�
но полученным нами данным, в митохондриях
клеток с делецией ZMYND17 отмечено сниже�
ние активности цитохром c�оксидазы на ~25%
относительно клеток исходной линии HeLa.
Причём такое снижение не сказывается на ба�
зальном уровне потребления клетками кислоро�
да, однако проявляется при разобщении работы
электрон�транспортной цепи и электрохими�
ческого градиента. Наши данные хорошо согла�
суются с результатами работы Fujita et al. [26] и
указывают на то, что ZMYND17 не является ре�

гулятором трансляции, однако тем или иным
образом участвует в регуляции метаболической
активности митохондрий. Ещё одним интерес�
ным результатом стало исследование активнос�
ти АТФ�синтазы в геле. Оказалось, что при де�
леции гена ZMYND17 в митохондриях снижает�
ся количество FoF1�фермента и накапливается
свободная F1�субъединица. Подобный эффект
нередко наблюдается при нарушении баланса
синтеза митохондриально и ядерно закодиро�
ванных белков, например, при делеции третьего
фактора инициации трансляции [29]. Логично
предположить, что увеличение количества сво�
бодной F1�субъединицы приведёт к усилению
гидролиза этим ферментом АТФ. Это может
привести к компенсационному увеличению
синтеза АТФ полноразмерной FoF1�АТФ�синта�
зой, что позволит снизить эффект ингибирова�
ния электрон�транспортной цепи высоким
трансмембранным потенциалом. Последнее, в
свою очередь, должно приводить к увеличению
скорости поглощения кислорода, что не подтве�
рждается полученными нами данными
(рис. 2, а). Вероятно, отсутствие увеличения
скорости потребления кислорода обусловлено
тем, что, помимо накопления свободной F1�
субъединицы, наблюдается и снижение количе�
ства полноразмерного FoF1�фермента. Это мо�
жет приводить к недостаточности активности
АТФ�синтазы для снижения трансмембранного
потенциала.

Наконец, мы решили изучить эволюцион�
ную историю Mss51p и ZMYND17, чтобы попы�
таться выяснить, почему продукты ортологич�
ных генов выполняют, очевидно, различные
функции. Согласно полученным нами результа�
там, исследуемые белки имеют общее эволюци�
онное происхождение, однако нетривиальную
эволюционную историю, включающую дупли�
кацию гена предкового белка с последующей
редукцией одной из его копий и различные пе�
рестройки доменных архитектур. Таким обра�
зом, полученные нами данные однозначно ука�
зывают на различие функций Mss51p и
ZMYND17 в митохондриях дрожжей и человека
соответственно. По всей видимости, ZMYND17
является своего рода метаболическим регулято�
ром митохондрий, однако механизм его
действия нуждается в дальнейшем изучении.
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держке Российского фонда фундаментальных
исследований (грант № 18�29�07002) (практи�
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YEAST TRANSLATIONAL ACTIVATOR Mss51p
AND HUMAN ZMYND17 – TWO PROTEINS

WITH A COMMON ORIGIN, BUT DIFFERENT FUNCTIONS

M. V. Baleva, U. Piunova, I. Chicherin, D. Krasavina, S. Levitskii*, and P. Kamenski

Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, Department of Molecular Biology,
119234 Moscow, Russia; E'mail: sergey.levitskii@yandex.ru

Despite the similarity with protein biosynthesis in bacteria, translation in the mitochondria of modern eukaryotes has
several unique features. One of these features is the necessity to coordinate translation of individual mitochondrial
mRNAs encoding subunits of complexes of the oxidative phosphorylation chain with translation of other components
of these complexes in the cytosol. In the mitochondria of the baker’s yeast Saccharomyces cerevisiae, this coordina�
tion is carried out through a system of translational activators, proteins that predominantly interact with the 5′�
untranslated regions of mitochondrial mRNAs. No such system has been found in human mitochondria, although
one translational activator, TACO1, has been identified. In this work, we studied the effect of deletion of the
ZMYND17 gene, an ortholog of the yeast translational activator Mss51p, on mitochondrial translation in human cells.
We demonstrated that deletion of ZMYND17 does not affect translation in mitochondria but leads to decrease in the
activity of cytochrome c oxidase and increase in the amount of free F1 subunit of ATP synthase. In addition, we stud�
ied the evolutionary history of Mss51p and ZMYND17 and identified a pathway for the divergence of functions of
these orthologous proteins.

Keywords: mitochondria, translation, translational activators, translation regulation


