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Пиридоксаль-5′-фосфат (PLP), фосфорилированная форма витамина  B6, является кофермен-
том многочисленных реакций, включая те, что меняются и/или имеют прогностическое значение 
при раке. Вследствие высокой реакционной способности PLP, в том числе к клеточным белкам, 
предполагается, что он может напрямую передаваться от белков-доноров к использующим его 
акцепторам. Цель данной работы состоит в идентификации предполагаемого данной гипотезой 
интерфейса для связывания ограниченного числа доноров  PLP, а именно пиридоксаль киназы 
(PdxK), пиридокс(ам)ин-5′-фосфатоксидазы (PNPO) и PLP-связывающего белка (PLPBP), мно-
жеством PLP-зависимых ферментов. Экспериментально подтвержденные комплексы между доно-
рами и акцепторами PLP показывают взаимодействие PdxK и PNPO с наиболее представленными 
структурными типами акцепторов PLP (типы I и II), а PLPBP – с акцепторами редких структур-
ных типов III и V. Общий мотив во множестве PLP-зависимых ферментов типов I и II определен 
путем выравнивания последовательностей и трехмерных структур экспериментально подтвер-
жденных партнеров PdxK и PNPO. Мотив простирается от поверхности PLP-зависимых фермен-
тов до центров связывания PLP и представлен поверхностной альфа-спиралью, частично скрытым 
бета- тяжом и неупорядоченными участками структуры. Патогенность мутаций ферментов чело-
века в мотиве или рядом с ним, но вне активных центров подтверждает функциональное значение 
мотива, который может быть интерфейсом для переноса кофермента в комплексах PLP-зависимых 
ферментов с ферментами синтеза PLP. Специфические аминокислотных остатки этого общего мо-
тива могут быть использованы для создания селективных ингибиторов доставки кофермента PLP-
зависимым ферментам, критически важным для пролиферации опухолевых клеток.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: CBS, PdxK, PNPO, PLPBP, пиридоксаль-5′-фосфат-зависимый фермент, TAT, 
метаболизм витамина B6, метаболизм аминокислот, метаболизм одноуглеродных фрагментов.

DOI: 10.31857/S0320972523070138, EDN: FYKHQZ

Принятые сокращения: ABAT – ГАМК-трансаминаза; CBS – цистатионин β-синтаза; dpaL – диаминопропионат-
аммиак-лиаза; GOT  – аспартатаминотрансфераза; PdxK  – пиридоксалькиназа; PL  – пиридоксаль; PLP  – пиридок-
саль-5′-фосфат; PLPBP – PLP-связывающий белок, также известный как PROSC; PNPO – пиридокс(ам)ин-5′-фосфат-
оксидаза; SHMT – серингидроксиметилтрансфераза; SDSL – сериндегидратаза-подобный белок; SRR – серинрацемаза; 
ТАТ – тирозинаминотрансфераза.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Ферменты, использующие пиридоксаль-5′-
фосфат (PLP) в качестве кофермента, имеют 
более 300 различных каталитических функций 
и принадлежат к пяти из семи существующих 

EC-классов [1]. Многие из этих реакций, в осо-
бенности те, которые связаны с метаболизмом 
аминокислот, имеют решающее значение не 
только для метаболических перестроек, лежа-
щих в основе злокачественной трансформации, 
но и для элиминации злокачественных клеток. 
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Например, PLP-зависимые трансаминазы управ-
ляют активацией и дифференцировкой Т-кле-
ток, необходимых для противоопухолевого от-
вета  [2]. Снижение уровня PLP-зависимой 
тирозинаминотрансферазы (TAT), кодируемой 
геном  TAT, определяет патогенность гепато-
целлюлярной карциномы  [3], при этом низ-
кая экспрессия катаболических ферментов 
тирозина предсказывает неблагоприятный ис-
ход  [4]. Различные типы рака демонстрируют 
изменения в экспрессии PLP-зависимой ци-
статионин-β-синтазы (CBS), связанные с не-
благоприятным прогнозом, что соответствует 
существенной роли фермента в метаболизме 
одноуглеродных фрагментов, включающих ре-
акции метилирования и транссульфурилиро-
вания [5, 6].

PLP является основным компонентом пула 
витамеров  B6, содержание которого в сыво-
ротке крови и эритроцитах соответствует диа-
пазону микромолярных концентраций  [7, 8]. 
PLP гидролизуется до пиридоксаля  (PL) либо 
неферментативно, либо с помощью многочис-
ленных фосфатаз, включая PLP-специфиче-
скую фосфатазу (PLPP или хронофин), кото-
рая находится под контролем индуцируемого 
гипоксией транскрипционного фактора HIF1, 
регулирующего метаболизм Т-клеток [2]. В ка-
честве белков-доноров PLP известны два про-
дуцирующих PLP фермента  – пиридоксаль-
киназа (PdxK, ген PDXK) и пиридокс(ам)ин-5′-
фосфатоксидаза (PNPO, ген  PNPO)  – и PLP-
связывающий белок (PLPBP, ген  PLPBP), ко-
торый связывает PLP ковалентно с образова-
нием основания Шиффа между альдегидной 
группой PLP и остатком лизина PLPBP [9–11].

При раке изменяются как PLP-зависи-
мые реакции, так и метаболизм витамина  B6. 
Маркеры вызванной воспалением деградации 
предшественника PLP пиридоксаля коррели-
руют с заболеваемостью раком, особенно для 
рака легкого, в значительной степени обуслов-
ленного воспалением  [12]. Образование PLP 
из PL с помощью PdxK и активности PLP-за-
висимой орнитиндекарбоксилазы (ген  ODC1) 
и митохондриальной аспартатаминотрансфе-
разы (ген GOT2) являются ключевыми для про-
лиферации клеток миелоидного лейкоза  [13]. 
В  отличие от уровня мРНК PdxK, уровень 
самого фермента увеличивается при раке лег-
кого, и это увеличение коррелирует с хоро-
шим прогнозом  [14]. В  целом, анализ изме-
нений метаболизма витамина  В6 в различных 
раковых клетках указывает на очень сложную 
взаимосвязь между его изменениями и про-
гнозом заболевания. Так, дефицит  B6 вреден 
для раковых клеток, но он также способствует 

злокачественной трансформации нормальных 
клеток, стимулируя повреждение в них ДНК 
и ослабляя иммунный ответ  [15]. Фармако-
логическая регуляция специфических PLP-
зависимых реакций может предоставить новые 
инструменты для селективной борьбы с раз-
личными видами рака, поскольку они суще-
ственно зависят от некоторых из этих реакций. 
Несмотря на ряд известных ингибиторов PLP-
зависимых ферментов, создание новых инги-
биторов для эффективной регуляции PLP-за-
висимых процессов in vivo продолжается [16].

И PLP, и его каталитически неактивный 
предшественник  PL представляют собой ре-
акционноспособные альдегиды, которые мо-
гут модифицировать группы -NH2 в белках и 
низкомолекулярных соединениях. Последние 
включают аминоксиуксусную кислоту, широко 
используемую для ингибирования PLP-зави-
симых трансаминаз. Химическая реакционная 
способность объясняет токсичность PLP и PL в 
чрезмерных концентрациях. Например, в кон-
центрации 0,5  мМ эти витамеры намного эф-
фективнее убивают различные раковые клетки, 
чем пиридоксамин или пиридоксин [17]. В этой 
связи было высказано предположение, что в 
биосистемах PLP передается непосредствен-
но от белков-доноров к ферментам, исполь-
зующим PLP в качестве кофермента (акцеп-
торам  PLP)  [18–20]. Однако среди ферментов, 
использующих PLP в качестве кофермента, 
выделяют до семи структурных типов без зна-
чительной гомологии  [1, 21]. Таким образом, 
в рамках гипотезы о прямой передаче PLP три 
известных белка-донора PLP  – PdxK, PNPO 
и PLPBP  – должны образовывать специфи-
ческие комплексы со множеством структурно 
разных белков-акцепторов PLP. Другими сло-
вами, гипотеза подразумевает существование 
подмножеств акцепторов PLP с общими струк-
турными мотивами, позволяющими каждому 
подмножеству связывать PdxK, и/или PNPO, 
и/или PLPBP. Цель данной работы  – обнару-
жить такие структурные мотивы, подразумевае-
мые гипотезой о прямом переносе PLP от его 
доноров к акцепторам, в множестве структурно 
различных акцепторов  PLP. Для этого после 
идентификации экспериментально подтвер-
жденных взаимодействий между акцепторами и 
донорами PLP мы определили локальное сход-
ство негомологичных белков-акцепторов PLP, 
взаимодействующих с тем или иным донором, 
используя информацию о последовательностях 
и трехмерных структурах акцепторов. В резуль-
тате был обнаружен общий мотив наиболее 
представленных структурных типов PLP-зави-
симых ферментов (типы I и II), который может 
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служить интерфейсом для связывания PdxK 
или PNPO с последующим переносом  PLP от 
этих доноров к акцепторам типов I и II.

Функциональная значимость найденного 
мотива подтверждается патогенными мутация-
ми аминокислотных остатков внутри мотива 
или рядом с ним, не входящих в активные цен-
тры ферментов. Такие мутации известны для 
моногенных заболеваний, связанных с вари-
антами PLP-зависимой цистатионин-β-син-
тазы или тирозинаминотрансферазы челове-
ка [22, 23]. Поскольку измененная экспрессия 
этих ферментов связана со злокачественной 
трансформацией и плохим прогнозом, фарма-
кологическая регуляция белок-белковых взаи-
модействий, участвующих в переносе PLP 
в активные центры этих ферментов, может 
представлять собой новую стратегию разра-
ботки специфических ингибиторов отдельных 
PLP-зависимых реакций. Такая стратегия мо-
жет быть основана на существовании специ-
фических для отдельных PLP-зависимых фер-
ментов аминокислотных остатков в структуре 
общего для типов I и II мотива.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Биоинформатический поиск мотива. Для по-
иска консервативных мотивов в PLP-зави-
симых ферментах на основе последователь-
ностей использовали программу GLAM2, 
версии  5.4.1  [24], доступную на онлайн-сер-
вере (https://meme-suite.org, по состоянию 
на  25  сентября  2022  г.). Получая в качестве 
входных данных выбранные последователь-
ности, этот алгоритм находит мотивы через 
локальные выравнивания с гэпами. Входные 
последовательности были определены нашим 
поиском опубликованных данных об экспери-
ментально выявленных взаимодействиях с до-
норами  PLP. Использовались рекомендуемые 
параметры алгоритма, но мотив должен был 
находиться во всех последовательностях.

Визуализация и выравнивание структур. 
PyMOL  v1.7 (PyMOL Molecular Graphics Sys-
tem, Schrödinger, LLC.) использовалась для ви-
зуализации белков, как описано в подписях 
к соответствующим рисункам. Белки пред-
ставлены в виде моделей с разными цепями, 
показанными разными оттенками серого. Для 
ионов или лигандов используется стандартный 
цветовой код. Структуры загружаются из бан-
ка данных белков  PDB. При необходимости 
использовали Protein-BLAST  [25] для иденти-
фикации гомологов белков, имеющихся в базе 
данных.

Для получения последовательностей белков 
структурного типа II млекопитающих, соответ-
ствующих мотиву белка диаминопропионат-
аммиак-лиазы (dpaL), использовали выравни-
вание структур в программе PyMOL. Последо-
вательности, соответствующие мотиву dpaL, в 
дальнейшем использовались для подготовки 
«лого» с помощью GLAM2.

Множественное выравнивание последова-
тельностей. Множественное выравнивание по с-
ледовательностей Сlustal Omega  [26] приме-
ня лось для выравнивания последовательнос-
тей гомологичных белков (общая идентич-
ность >30%).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Взаимодействия PNPO, PdxK и PLPBP с 
PLP-зависимыми ферментами. Наш поиск по 
публикациям и находящимся в открытом до-
ступе базам данных белок-белковых взаимо-
действий (BioGrid [27], IntAct [28], String [29]) 
выявил экспериментально подтвержденные 
физические взаимодействия между PLP-свя-
зывающими белками и тремя известными бел-
ками-донорами PLP (таблица).

Девять из двенадцати подтвержденных 
взаимодействий относятся к PLP-зависимым 
ферментам структурного типа  I, т.е.  к наибо-
лее распространенному типу, включающему 
более 75%  PLP-зависимых белков  [1]. Одна-
ко среди подтвержденных партнеров доно-
ров PLP есть и представители PLP-зависимых 
белков менее распространенных структурных 
типов  II,  III и  V  (таблица). Найденные взаи-
модействия показывают, что белки структур-
ного типа  I взаимодействуют с PdxK, PNPO 
или с обоими ферментами, синтезирующи-
ми PLP (таблица). С другой стороны, наиболее 
изученный донор  PLP  – PdxK, для которой 
выявлено наибольшее количество белков-
партнеров, демонстрирует связывание PLP-
зависимых ферментов структурно различных 
типов  I и  II  (таблица). Наконец, два извест-
ных партнера PLPBP, включая самого PLPBP, 
претерпевающего гомоолигомеризацию, от-
носятся к разным структурным типам  III и  V. 
Кодируемый PLPBP белок и его бактериальные 
ортологи демонстрируют высокое структур-
ное сходство с N-концевым доменом некоторых 
PLP-зависимых ферментов, таких как бактери-
альная аланинрацемаза и эукариотическая орни-
тиндекарбоксилаза, но для PLPBP не было обна-
ружено ферментативной активности [34, 35].

Таким образом, опубликованные данные 
о подтвержденных взаимодействиях между 
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Экспериментально подтвержденные взаимодействия PLP-зависимых ферментов с белками-донорами PLP

Донор 
PLP № PLP-зависимый фермент Организм, метод идентификации Тип Ссылка

PdxK

1 4-аминобутиратаминотрансфераза, 
ABAT, P80404, EC: 2.6.1.19

человек, ко-фракционирование 
и масс-спектрометрия I [30]

2 орнитинаминотрансфераза, 
OAT, P04181, EC: 2.6.1.13

человек, ко-фракционирование 
и масс-спектрометрия I [30]

3 аспартатаминотрансфераза, 
GOT1, W5PS88, EC: 2.6.1.1

овца, эмиссионная анизотропия 
и аффинная хроматография I [31]

4 аланинаминотрансфераза, 
GPT, A0A287BMB4, EC: 2.6.1.2

свинья, поляризация флуоресценции 
и поверхностный плазмонный резонанс I [20]

5 глутаматдекарбоксилаза, 
GAD1, P48319, EC: 4.1.1.15

свинья, поляризация флуоресценции 
и поверхностный плазмонный резонанс I [20]

6 серингидроксиметилтрансфераза, 
glyA, Q7SIB6, EC: 2.1.2.1

Geobacillus stearothermophilus, 
поверхностный плазмонный резонанс I [32]

7 Dдиаминопропионат-аммиак-лиаза, 
dpaL, P40817, EC: 4.3.1.15

Salmonella typhimurium, 
поверхностный плазмонный резонанс II [32]

PNPO

8 серингидроксиметилтрансфераза, 
SHMT1, P07511, EC: 2.1.2.1

кролик, поляризация 
и кинетика флуоресценции I [33]

9 аспартатаминотрансфераза, 
aspC, P00509, EC: 2.6.1.1

Escherichia coli, поляризация 
флуоресценции и кинетика I [33]

10 L-треонинальдолаза, 
ltaE, P75823, EC: 4.1.2.48

E. coli, поляризация флуоресценции 
и кинетика I [33]

PLPBP

11 гликогенфосфорилаза, 
PYGB, P11216, EC: 2.4.1.1

человек, химическая сшивка 
и масс-спектрометрия V [34]

12 белок гомеостаза PLP, 
PLPBP, O94903

человек, химическая сшивка 
и масс-спектрометрия III [34]

Примечание. PLP-зависимые ферменты приведены вместе с названиями кодирующих их генов и идентификаторами 
Uniprot.

белками-донорами и акцепторами  PLP пока-
зывают: (1) PdxK может направлять свой про-
дукт  PLP к ферментам-акцепторам структур-
ных типов I и II; (2) PdxK и PNPO могут иметь 
общих партнеров среди ферментов-акцепто-
ров структурного типа  I; (3)  PLPBP взаимо-
действует с белками-акцепторами PLP более 
редких структурных типов III и V.

Анализ последовательностей на пред-
мет локального сходства с использованием 
GLAM2 (версия  5.4.1)  [24] выявил мотив, об-
щий для всех PLP-зависимых партнеров PdxK 
(таблица, №№ 1–7), показанный на рис. 1, а. 
В  хорошем соответствии с существованием 
общих партнеров PdxK и  PNPO, таких как 
серингидроксиметилтрансфераза  (SHMT) и 
аспартатаминотрансфераза  (GOT) (таблица), 
сходный мотив был обнаружен при поиске с 
использованием последовательностей партне-

ров и PNPO, и PdxK (рис. 1, б). В этом случае 
мотив становится на пять остатков короче на 
N-конце и на два остатка длиннее – на С-кон-
це (рис. 1, панель б в сравнении с панелью а). 
То есть объединение партнеров PdxK и PNPO 
слегка модифицирует лишь концевые части 
мотива, не затрагивая его основную часть.

Сравнение рис.  1,  г и  1,  д показывает, что 
найденный мотив, общий для всех партне-
ров PdxK и  PNPO, имеет сходную вторичную 
структуру в PLP-зависимых ферментах разных 
структурных типов  I и  II. Мотив представлен 
альфа-спиралью, бета-цепью и соединитель-
ной и С-концевой петлями. Мотив в структу-
рах всех перечисленных в таблице партнеров, 
взаимодействующих с  PdxK и  PNPO, показан 
на дополнительном рис.  S1 в  Приложении. 
Примечательно, что в ферментах структур-
ного типа  I обнаруженный мотив был ранее 
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Рис. 1. Общий идентифицированный GLAM2 мотив PLP-связывающих ферментов, которые взаимодействуют с до-
норами  PLP  – PdxK и  PNPO. а  –  Логотип и последовательности мотива, обнаруженные в связывающихся с  PdxK 
ферментах млекопитающих и бактерий; б – логотип и последовательности мотива, обнаруженного в связывающихся 
с PdxK и PNPO ферментах млекопитающих и бактерий. в – Детальный вид мотива (слева) и его локализации в ди-
мерной структуре (справа) ГАМК-трансаминазы (ABAT, тип I, структура: 4ZSW); г – детальный вид мотива (слева) 
и его локализация в димерной структуре (справа) диаминопропионат-аммиак-лиазы (dpaL, тип II, структура: 5YGR). 
Номера последовательностей на панелях (а) и (б) идентичны таковым в таблице

идентифицирован как специфический именно 
для этого типа структурный элемент, причем 
у этих ферментов конец бета-тяжа включает 
консервативный остаток аспартата, который 
взаимодействует с  PLP  [21, 36]. В  результате 
нашей работы этот общий мотив был найден 
и в ферментах структурного типа  II, которые 
взаимодействуют с теми же донорами  PLP, 

что и ферменты структурного типа  I (табли-
ца, рис.  1). Важно отметить, что спираль и 
петли мотива доступны окружающей среде и 
в димерных формах ферментов (рис.  1,  г  и  д; 
дополнительный рис.  S1 в  Приложении), что 
указывает на возможность участия обнаружен-
ного общего мотива в гетерологических белок-
белковых взаимодействиях.
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Рис. 2. Идентификация общего мотива PLP-зависимых ферментов в белках структурного типа  II млекопитающих с 
использованием мотива, обнаруженного во взаимодействующем с PdxK бактериальном белке структурного типа II dpaL. 
а – Общий мотив белков структурного типа II млекопитающих, показанный синим, соответствует фиолетовому мо-
тиву в белке dpaL, показанном на рис. 1. В явном виде показаны остатки, выровненные с консервативным аспартатом 
в мотиве PLP-зависимых ферментов структурного типа I. PLP в активном центре показан зеленым, гем в CBS (HEM) 
показан голубым. Увеличенное изображение мотива в мономерах (слева) сопровождается визуализацией мотива в ди-
мерах ферментов (справа). Используются следующие структуры PDB: серинрацемаза (SRR) – 6ZSP; сериндегидратаза-
подобный белок (SDSL) – 2RKB; цистатионин-β-синтаза (CBS) – 4COO. б – Последовательности, соответствующие 
мотиву белка dpaL, полученные после структурного выравнивания PLP-зависимых ферментов структурного типа  II, 
и логотип мотива. Для получения логотипа в качестве известного PLP-зависимого фермента структурного типа II чело-
века использована и L-сериндегидратаза/L-треониндезаминаза (61% идентичности с SDSL), для которой не получена 
кристаллическая структура. Последовательность L-сериндегидратазы/L-треониндезаминазы добавлена с использо-
ванием множественного выравнивания последовательностей Clustal Omega с гомологичными белками структурного 
типа II. Остатки мотива PLP-зависимых ферментов структурного типа II, выровненные с консервативным остатком 
аспартата в мотиве PLP-зависимых ферментов структурного типа I и в белке dpaL типа II, выделены жирным шриф-
том и отмечены стрелкой на логотипе мотива. Использованные на рисунке идентификаторы Uniprot: P40817 – dpaL; 
Q9GZT4 – SRR; Q96GA7 – SDSL; P35520 – CBS; P20132 – L-сериндегидратаза/L-треониндезаминаза

На следующем этапе исследования были 
разработаны процедуры для идентификации 
мотива в PLP-зависимых ферментах структур-
ного типа  I и  II, физическое взаимодействие 
которых с продуцентами PLP неизвестно. Как 
упоминалось выше, во всех ферментах струк-
турного типа  I этот мотив был идентифици-
рован ранее как общий структурный элемент, 
соседствующий с PLP-связывающим остатком 

аспартата активного центра  [36]. Добавление 
последовательностей ферментов структур-
ного типа  I тирозинтрансаминазы  (P17735) и 
кинуренинтрансаминазы  1  (Q16773) к после-
довательностям 10  известных партнеров  PdxK 
и  PNPO, показанным в таблице, с последую-
щим повторным поиском локального сходства 
с помощью GLAM2 позволяет не только обна-
ружить мотив в целевых белках, для которых 
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взаимодействие с донорами  PLP эксперимен-
тально не установлено, но и улучшить пара-
метры результатов поиска GLAM2 (дополни-
тельный рис. S2 в Приложении).

Выявление общего мотива партнеров PdxK 
среди ферментов структурного типа II являет-
ся более сложной задачей, поскольку взаимо-
действующая с  PdxK бактериальная  dpaL не 
имеет ортологов у млекопитающих. Поэтому 
для идентификации общего мотива, найденно-
го в диаминопропионат-аммиак-лиазе, были 
выбраны известные человеческие PLP-зави-
симые ферменты структурного типа  II, такие 
как серинрацемаза  (SRR, Q9GZT4), серинде-
гидратаза-подобный белок  (SDSL, Q96GA7) 
и цистатионин-β-синтаза (CBS, P35520) (рис. 2). 
Их последовательности были добавлены к 
тем, что показаны на  рис.  1, по отдельности 
или все вместе. Запуск GLAM2 для этих набо-
ров последовательностей снижает качество 
результатов. Более того, такой поиск не по-
зволяет надежно идентифицировать мотив с 
характерной вторичной структурой. Плохой 
результат GLAM2 может быть связан с тем, 
что белки структурного типа  II могут иметь 
очень разные последовательности. Например, 
последовательность CBS имеет удлинение, 
соответствующее связывающему гем участку, 
которое отсутствует у других ферментов струк-
турного типа  II  (рис.  2,  а). Проблема реша-
ется с помощью структурного выравнивания 
белка  dpaL и ферментов структурного типа  II 
человека. Применение этого подхода позво-
ляет идентифицировать общий структурный 
мотив у бактериального белка  dpaL и белков 
структурного типа  II млекопитающих: SRR, 
SDSL и CBS (рис. 2, а). Примечательно, что и 
в ферментах структурного типа II С-конец об-
щего мотива находится вблизи PLP (рис. 2, а), 
аналогично белкам структурного типа  I, где 
консервативный остаток аспартата на С-кон-
це мотива взаимодействует с атомом азо-
та  PLP  (рис.  1). В  SRR и N-концевая часть 
мотива является частью активного центра. 
Так, аминокислотные остатки в начале  (R135) 
и конце (петля H152-P153-N154) структурного 
мотива SRR, общего для PLP-зависимых фер-
ментов структурных типов  I и  II, участвуют в 
связывании субстрата  SRR и стабилизации 
PLP-имина соответственно  [37]. Участие кон-
цевых частей общего мотива в формировании 
активного центра подтверждает роль мотива в 
доставке PLP к активным центрам акцепторов 
от доноров кофермента.

Возможность существования у акцеп-
торов PLP специфического мотива для свя-
зывания  PNPO была изучена с использова-

нием доступных данных о трех партнерах 
PNPO  (таблица). Из-за малого количества 
белков-партнеров параметры достоверности 
найденного мотива были ожидаемо низкими. 
Более того, найденный таким образом мотив 
не сохранялся при добавлении в поиск после-
довательностей гомологичных ферментов, та-
ких как серингидроксиметилтрансфераза че-
ловека, аспартатаминотрансфераза Bacillus  sp. 
и L-треонинальдолаза из Preudomonas  sp. 
Наконец, обнаруженные таким образом мо-
тивы не имеют единой вторичной структуры, 
несмотря на принадлежность анализируемых 
белков одному и тому же структурному типу I. 
Таким образом, количество известных PLP-
зависимых партнеров PNPO  (таблица) не-
достаточно для надежной идентификации 
специфического для PNPO интерфейса взаи-
модействия. То же самое относится и к поиску 
мотива партнеров  PLPBP, для которого из-
вестны лишь два партнера.

Патогенные мутации в тирозинаминотранс-
феразе (тип I) и цистатионин-β-синтазе (тип II) 
внутри или вблизи найденного общего мотива 
указывают на его функциональную значимость. 
Согласно гипотезе прямого переноса PLP от 
белков-доноров к акцепторам, общий мотив 
PLP-зависимых ферментов может участвовать 
в таком переносе, формируя интерфейс для ге-
терологического взаимодействия. В  этом слу-
чае точечные мутации внутри мотива или по-
близости от него должны быть патогенными, 
несмотря на их локализацию вне активного 
центра. Скрининг человеческих вариантов на 
патогенность таких мутаций был проведен для 
ТАТ (тип I) и CBS (тип II). Как было показано 
во введении, эти ферменты вовлечены в зло-
качественную трансформацию клеток.

Из 20 точечных мутаций  ТАТ, вызываю-
щих синдром Рихнера–Хэнхарта (тирози-
немия II  типа)  [38–44], три находятся в пре-
делах мотива  (A237P) или близки к нему 
(L201R,  L273P) (рис.  3,  а). Повышенный уро-
вень тирозина в плазме крови и болезненные 
гиперкератотические бляшки возникают у 
пациентов с мутациями L201R и  L273P  TAT, 
локализованными в пределах 5  Å от мотива в 
альфа-спирали и бета-листе соответственно. 
Введение положительного заряда  (L201R) или 
нарушение вторичной структуры интерфейса, 
показанное на  рис.  3,  а фиолетовым цветом, 
при замене остатка лейцина бета-листа на 
пролин  (L273P) может мешать правильному 
межбелковому взаимодействию. В  случае му-
тации ТАТ A237P [41] повышенный уровень ти-
розина сопровождается не поражением кожи, 
а умеренными психическими расстройствами. 
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Рис. 3. Патогенные мутации TAT и CBS внутри или рядом с общим мотивом PLP-зависимых белков. а – Мутации TAT 
внутри альфа-спирали мотива (A237P) и в пределах 5 Å от мотива (L201R и L273P). б – Мутации CBS внутри бета-тяжа 
мотива (S217F) и вблизи него (T191M – в 3,5 Å от мотива и E144K – в 2,9 Å от мотива). В нативной CBS E144 образует 
водородную связь с N-атомом D221 мотива, предшествующего остатку Q222 вблизи центра связывания PLP

Таким образом, структурное нарушение альфа-
спирали мотива у мутанта  A237P более кри-
тично для физиологии, чем косвенные эф-
фекты мутаций L201R и L273P вблизи мотива. 
Тот факт, что все три мутации сильно влияют 
на катализ, но расположены близко к поверх-
ности белка и далеко от активного центра, хо-
рошо согласуется с предполагаемой функцио-
нальной ролью идентифицированного мотива 
в качестве интерфейса для переноса PLP.

Из более чем 130  точечных мутаций 
CBS  [22, 45–48] одна  (S217F) находится в по-
верхностной части общего мотива PLP-зави-
симых ферментов  (рис.  3,  б). Несмотря на 
локализацию вне активного центра, эта мута-
ция приводит к 25-кратному снижению ак-
тивности  CBS по сравнению с диким типом 
и гомоцистинурией  [48]. Существенная роль 
остатка  S217 в функционировании  CBS хоро-
шо согласуется с его участием в формирова-
нии белкового комплекса для доставки PLP от 
его доноров в активный центр  CBS. Другими 
патогенными мутациями  CBS вблизи моти-
ва и за пределами активного сайта являются 
T191M и  E144K  (рис.  3,  б). Их патогенность 
можно также объяснить нарушением предпо-
лагаемого гетерологического взаимодействия с 
донорами PLP и/или процесса переноса  PLP. 
В  случае мутации  T191M это может быть свя-
зано с более объемным и более гидрофобным 
остатком метионина по сравнению с остатком 
тирозина в нативной  CBS. Мутация  T191M, 
широко распространенная в Испании, Порту-
галии и Южной Америке, характеризуется раз-
нообразными фенотипическими симптомами, 
поражающими скелет, глаза и  ЦНС  [46]. При-

мечательно, что пациенты с заменой  T191M 
не реагируют на терапию витамином  B6. Та-
кая невосприимчивость ожидаема для мута-
ций, нарушающих не биосинтез  PLP, а его 
доставку от доноров к акцепторам посред-
ством гетерологичных белок-белковых взаи-
модействий, в которых предполагается уча-
стие идентифицированного общего мотива. 
Мутация E144K CBS изменяет заряд на корот-
ком расстоянии от петли мотива, содержащей 
несколько заряженных остатков  (рис.  3, в), 
что может нарушать ионные взаимодействия, 
потенциально участвующие в переносе  PLP. 
Интересно, что у пациентов с  E144K  CBS 
наблюдается положительный ответ на вве-
дение  B6. Вероятно, повышенная продук-
ция PLP при большем насыщении продуцен-
тов PLP их субстратом может стимулировать 
PLP-зависимую модификацию остатка  K144 
в комплексе мутантной  CBS с продуцента-
ми  PLP, приводя к частичной компенсации 
вызываемых мутацией электростатических эф-
фектов, нарушающих перенос. Восстановле-
ние нарушенного переноса  PLP в модифи-
цированной таким образом мутантной  CBS 
может объяснить терапевтический эффект 
введения B6 у этого мутанта, отсутствующий у 
мутанта T191M. Другие механизмы терапевти-
ческого действия  В6 при мутациях, нарушаю-
щих гетерологические взаимодействия, могут 
быть основаны на аллостерической регуляции 
продуцентов  PLP их субстратами и продук-
тами  [18, 49], поскольку такая регуляция бел-
ков-доноров может усиливать нарушенные 
мутациями гетерологические взаимодействия 
с акцепторами PLP.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

PLP-зависимые ферменты принадлежат 
семи структурным типам [1], при этом 76% от-
носятся к структурному типу I, за которым сле-
дует структурный тип  II  (12%), тип  III  (5%) и 
другие типы (7%) (рис. 4). Такое распределение 
сохраняется и для экспериментально опреде-
ленных взаимодействий акцепторов  PLP с до-
норами PLP (таблица). Так, 75% (9 из 12 белков) 
принадлежат типу  I, а остальные 25% распре-
деляются между структурными типами  II,  III 
и  V (8% для каждого из структурных типов, 
представленных  1 из 12  белков). Таким обра-
зом, подтвержденные взаимодействия соот-
ветствуют встречаемости структурных типов 
PLP-зависимых белков. Все основные типы 
структур, включая редкий тип  V, взаимодей-
ствуют с донорами  PLP, что свидетельствует в 
пользу гипотезы о переносе PLP в гетерологи-
ческих акцепторно-донорных комплексах.

Существование общих партнеров PdxK 
и PNPO, т.е. серингидроксиметилтрансферазы 
и аспартатаминотрансферазы  (таблица), сви-
детельствует в пользу участия общего мотива 
акцепторов PLP в связывании как PdxK, так 
и PNPO (рис. 1). Однако ввиду ограниченного 
числа подтвержденных взаимодействий PNPO 
мы не можем исключить специфических цен-
тров связывания PdxK и  PNPO белками-ак-
цепторами.

Представленные в таблице взаимодей-
ствия показывают, что партнеры PdxK и PNPO 
принадлежат к структурным типам I и II. В ре-

зультате в партнерах PdxK/PNPO был найден 
общий для PLP-зависимых ферментов струк-
турных типов  I и  II мотив с характерной вто-
ричной структурой, который может выступать в 
качестве интерфейса при взаимодействии дан-
ного множества белков с PLP-донорами PdxK 
и  PNPO. У  структурного типа  I данный мотив 
включает консервативный остаток аспартата, 
участвующий в связывании PLP в активных 
центрах PLP-зависимых ферментов  [21]. Од-
нако в ферментах структурного типа II остаток 
аспартата не консервативен, так как способ 
взаимодействия с коферментом PLP отличается 
от такового в ферментах структурного типа  I. 
Тем не менее и в ферментах структурного 
типа  II С-концевая часть общего мотива вно-
сит вклад в связывание PLP. Такая особенность 
предоставляет дополнительное свидетельство 
в пользу участия общего мотива в перено-
се PLP. Имеющиеся данные о связывании PLP 
с его донорами и акцепторами не противоре-
чат переносу PLP из сайтов его синтеза в PdxK 
или PNPO в каталитические центры, использу-
ющие  PLP. В  соответствии с общим представ-
лением о том, что продукты ферментативных 
реакций связаны со своими продуцентами не 
так прочно, как коферменты, взаимодействие 
PLP с ферментами млекопитающих, продуци-
рующими PLP, характеризуется константами от 
10–7–10–6 M (PNPO) до 10–5 M (PdxK)  [50–52], 
в то время как животные белки-акцепторы PLP 
имеют более высокое сродство к  PLP: ГАМК-
трансаминаза имеет Kd ≈ 10–9 M [53], орнитин-
аминотрансфераза – Kd ≈ 10–7 M [54].

Рис. 4. Образование гетерологических комплексов между белками-акцепторами PLP (синие круги) и тремя потен-
циальными донорами  PLP (желтые круги). Структурные типы репрезентативных белков-акцепторов PLP показаны 
рядом с синими кругами. Процент акцепторов PLP, принадлежащих каждому структурному типу, указан согласно 
Percudani et al. [1]. Охарактеризованные белок-белковые взаимодействия (таблица) обозначены аббревиатурами отдель-
ных белков: LTA – L-треонинальдолаза; GOT – аспартатаминотрансфераза; SHMT – серингидроксиметилтрансфера-
за; ABAT – 4-аминобутиратаминотрансфераза; OAT – орнитинаминотрансфераза; GPT – аланинаминотрансфераза; 
GAD – глутаматдекарбоксилаза; dpaL – диаминопропионат-аммиак-лиаза; PYGB – гликогенфосфорилаза. Гипотети-
ческое взаимодействие PLPBP с белками редких структурных типов IV, VI и VII указано пунктирными стрелками
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В отличие от партнеров PdxK и  PNPO, 
представленных наиболее многочисленными 
структурными типами I и II, третий донор PLP 
млекопитающих, PLPBP, взаимодействует с 
PLP-зависимыми белками редких структурных 
типов  V (гликогенфосфорилаза) и  III  (ауто-
олигомеризация) (таблица,  рис.  4). Структур-
ные типы VI и VII, характерные для очень не-
большого числа акцепторов  PLP  [1] и потому 
отсутствующие в исходной классификации 
PLP-зависимых ферментов  [21], имеют ту же 
структуру альфа-бета-бочонка, что и тип  III. 
Отсюда можно предположить, что эти акцеп-
торы  PLP также получают  PLP от  PLPBP, 
как показано на  рис.  4 пунктирными стрел-
ками. Таким образом, в отличие от  PdxK 
и  PNPO, передающих PLP белкам наиболее 
распространенных структурных типов  I и  II, 
PLPBP может быть нужен для передачи кофер-
мента акцепторам PLP редких структурных ти-
пов, таких как типы III–VII (рис. 4).

Недавнее исследование партнеров  PLPBP 
показало, что среди них преобладают белки, 
участвующие в организации цитоскелета и 
клеточном делении, а не PLP-зависимые фер-
менты [34]. Поэтому основная функция PLPBP 
не обязательно включает доставку PLP к апо-
ферментам. Участие PLP в организации цито-
скелета и клеточных делений подтверждается 
и связью с этими процессами фосфатазы PLP, 
известной как хронофин. Помимо гидроли-
за PLP до PL, хронофин является фосфатазой 
кофилина [55] – ключевого регулятора контро-
лируемой фосфорилированием динамики ак-
тинового цитоскелета. Ассоциация как PLPBP, 
так и PLP фосфатазы с организацией цитоске-
лета и делением клеток  [34, 55] предполагает 
недооцененную в настоящее время роль вита-
мина B6 в этих процессах.

Таким образом, мы идентифицировали 
общий для большинства PLP-зависимых фер-
ментов мотив, простирающийся от белковой 
поверхности до сайтов связывания  PLP. Кон-
формационная динамика мотива при связы-
вании доноров  PLP может обеспечить обра-
зование канала для обмена  PLP. Например, 
участвующая в переносе  PLP открытая кон-
формация активного центра глутаматдекарб-
оксилазы [19] может стабилизироваться белок-
белковыми взаимодействиями с донором PLP. 
Структурно сходный в очень разных белках, 
использующих PLP, мотив может быть интер-
фейсом для присоединения множества бел-
ков-акцепторов PLP к ограниченному числу 
PLP-доноров. Конформационные изменения 
в гетерологическом комплексе могут сближать 
активные центры белков-доноров и акцеп-

торов PLP, способствуя межбелковому пере-
носу кофермента. Патогенность человеческих 
мутаций вне активного сайта, но внутри или 
рядом с идентифицированным мотивом сви-
детельствует в пользу такой функции моти-
ва. Поскольку компоненты белковых ком-
плексов, связанных с базовыми функциями 
клеток, обычно коэкспрессируются  [56], об 
образовании белковых комплексов может кос-
венно свидетельствовать сопряженная экс-
прессия продуцентов и PLP-зависимых бел-
ков. Действительно, в гепатоцеллюлярной 
карциноме, для которой характерно сни-
жение функций PLP-зависимых ферментов 
структурного типа  I  (ТАТ) и структурного 
типа II (CBS) [4, 57], подавляется и продуцент 
PLP PNPO [58].

Хотя идентифицированный общий мотив 
разных ферментов-акцепторов PLP обладает 
сходной структурой и консервативными остат-
ками, необходимыми для взаимодействия с 
донорами  PLP, в каждом белке-акцепторе 
имеются и специфические для него остатки. 
Это открывает возможности для разработки 
пептидных препаратов, избирательно блоки-
рующих интерфейс доставки PLP в представ-
ляющих терапевтический интерес ферментах, 
таких как  CBS, усиление функции которой 
при некоторых видах рака связано с плохим 
прогнозом [5, 6].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Экспериментально установленные белок-
белковые взаимодействия и имеющиеся в 
настоящее время структурные данные позво-
лили идентифицировать общий для множе-
ства PLP-зависимых ферментов структурных 
типов  I и  II мотив, который может служить 
интерфейсом между этими ферментами и про-
дуцирующими PLP PdxK или  PNPO. Функ-
циональное значение мотива в межбелковом 
переносе  PLP объясняет патогенность мута-
ций внутри или вблизи мотива вне активного 
центра. Взаимодействия PLPBP свидетель-
ствуют о его связывании с PLP-зависимыми 
белками редких структурных типов III–VII.
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PROTEIN–PROTEIN INTERFACES AS DRUGGABLE TARGETS: 
A COMMON MOTIF OF THE PYRIDOXAL-5′-PHOSPHATE-DEPENDENT 

ENZYMES TO RECEIVE THE COENZYME FROM ITS PRODUCERS
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Pyridoxal-5′-phosphate (PLP), a phosphorylated form of vitamin B6, acts as a coenzyme for numerous 
reactions, including those changed in cancer and/or associated with the disease prognosis. Since highly 
reactive PLP may modify cellular proteins, it is hypothesized to be directly transferred from its donors to 
acceptors. Our goal is to validate the hypothesis by finding common motif(s) in a multitude of the PLP-
dependent enzymes for binding the limited number of the PLP donors, namely pyridoxal kinase (PdxK), 
pyridox(am)in-5′-phosphate oxidase (PNPO) and the PLP-binding protein (PLPBP). Experimentally 
confirmed interactions between the PLP donors and acceptors reveal that PdxK and PNPO interact with 
the PLP acceptors of folds I and II, while PLPBP – with those of folds III and V. Aligning the sequences 
and 3D structures of the identified interactors of PdxK and PNPO, we have found a common motif in the 
PLP-dependent enzymes of folds I and II. The motif extends from the enzyme surface to the neighborhood 
of the PLP binding site, represented by an exposed alfa-helix, a partially buried beta-strand and residual 
loops. Pathogenicity of mutations in human PLP-dependent enzymes within or in the vicinity of the motif, 
but outside of the active sites, supports functional significance of the motif that may provide an interface 
for the direct transfer of PLP from the sites of its synthesis to those of the coenzyme binding. The enzyme-
specific amino acid residues of the common motif may be used to develop selective inhibitors blocking PLP 
delivery to the PLP-dependent enzymes critical for proliferation of malignant cells.

Keywords: CBS, PdxK, PNPO, PLPBP, pyridoxal-5′-phosphate-dependent enzyme, TAT, vitamin B6 metabolism, 
amino acid metabolism, 1-carbon metabolism
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