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Методом малоуглового рентгеновского рассеяния исследована олигомеризация медьсодержащей
ферроксидазы церулоплазмина при наличии не связанной с белком меди в растворе. Церулоплаз-
мин является мономером с молекулярной массой ∼132 кДа. Добавление хлорида меди в концентра-
ции 10 мкМ приводит к димеризации 60% белка. Анализ межсубъединичных контактов показал, что
димеризация может препятствовать образованию белок-белковых комплексов церулоплазмина с
белками лейкоцитов миелопероксидазой и пероксидазой эозинофилов. Образование этих ком-
плексов является частью защитной реакции организма на воспалительные процессы. Также, веро-
ятно, димерный церулоплазмин теряет способность связывать и окислять один из субстратов –
p-фенилендиамин.
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ВВЕДЕНИЕ
Олигомеризация белков может являться при-

чиной некоторых нейродегенеративных заболе-
ваний, таких как болезнь Альцгеймера, Паркин-
сона и других [1, 2]. Триггерами олигомеризации
могут служить ионы металлов. Индуцированная
металлами агрегация может встречаться как у ча-
стично разупорядоченных белков, так и у глобу-
лярных. Например, ионы хрома, кобальта и нике-
ля способствуют агрегации альбумина [3]. Часто
встречаются данные, свидетельствующие о том,
что агрегацию белков способны вызывать ионы
цинка и меди [4–7]. Медь присутствует в организ-
ме человека в концентрации 16–20 мкМ в крови,
15 мкМ в синаптической щели и 0.5–2.5 мкМ в
спинномозговой жидкости [8]. Ее концентрация
в спинномозговой жидкости повышена в 2.2 раза
у пациентов с болезнью Альцгеймера [9]. При бо-
лезни Альцгеймера концентрация так называе-
мой свободной (диализуемой) меди в плазме кро-
ви достигает 5 мкМ [10].

Церулоплазмин (ЦП) – медьсодержащая мно-
гофункциональная гликозилированная феррок-
сидаза с молекулярной массой (ММ) ∼132 кДа,
циркулирующая в растворимой форме в плазме
крови. Благодаря способности превращать ток-
сичное двухвалентное железо в трехвалентное он

является природным антиоксидантом. ЦП содер-
жит от 40 до 70% меди плазмы крови [11]. Боль-
шинство исследований такими методами, как
гель-фильтрация, электрофорез в полиакрила-
мидном геле в неденатурирующих условиях и ма-
лоугловое рентгеновское рассеяние (МУРР),
показывают, что ЦП млекопитающих является
мономером [12–15]. Ранее в литературе была опи-
сана так называемая димерная изоформа ЦП с
молекулярной массой ∼200 кДа [16]. Димер ЦП
был обнаружен в плазме крови здоровых доноров
и секретировался культурой гепатоцитов (HepG2).
Опыты, в которых при кросс-сшивке мономер-
ного ЦП с помощью дитиобиссукцинимидил-
пропионата образовался продукт с ММ ∼200 кДа,
а при ограниченном протеолизе мономерного и
димерного ЦП образовались идентичные фраг-
менты, позволили заключить, что обнаруженная
ими изоформа ЦП является димером, а не про-
дуктом посттрансляционной модификации или
альтернативного сплайсинга [16]. Полипептид-
ная цепь белка свернута в глобулу, состоящую из
шести доменов, расположенных в форме псевдо-
гексамера, соединенных длинными петлями.
Благодаря ионам меди в структуре ЦП помимо
ферроксидазной активности обладает свойства-
ми оксидазы, NO-оксидазы, NO2-синтазы, су-
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пероксиддисмутазы. Структурные исследования
показывают, что ЦП человека содержит шесть–
восемь центров связывания меди, из которых
шесть основных сайтов всегда заполнены, а за-
полнение двух лабильных сайтов наблюдается не
всегда [13]. ЦП крысы содержит на один лабиль-
ный сайт больше [17]. Обнаружено, что при из-
бытке меди ЦП подвержен олигомеризации. Бы-
ло исследовано олигомерное состояние ЦП в рас-
творе методом МУРР в присутствии хлорида меди
и обнаружена частичная димеризация белка. В
результате была получена трехмерная модель ди-
мера низкого разрешения, определены зоны кон-
тактов мономер–мономер.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Выделение и очистка церулоплазмина. Для полу-

чения препарата мономерного ЦП с A610/A280 >
> 0.049 плазму крови с добавлением 1 мМ этилен-
диаминтетрауксусной кислоты и 0.1 мМ фенил-
метилсульфонил фторида (PMSF) подвергали
хроматографии на UNOsphere Q и неомицин-ага-
розе [18]. Далее ЦП концентрировали до 80 мг/мл
с помощью центрифужной ячейки Vivaspin 20
(M > 100 кДа), трижды заменяя 0.1 M Hepes-
NaOH рН 7.5.

Малоугловое рентгеновское рассеяние. Предва-
рительные измерения малоуглового рассеяния
ЦП были проведены на станции БиоМУР Курча-
товского центра синхротронного излучения [19].
Финальные измерения МУРР были проведены на
станции EMBL P12 BioSAXS (кольцо PETRA-III
синхротрона DESY, Гамбург, Германия) [20] в
диапазоне векторов рассеяния 0.023 < s < 5.0 нм–1

(s = , где 2θ – угол рассеяния и λ =
= 0.124 нм – длина волны). Линия P12 оснащена
оборудованием для автоматической смены образ-
цов и двумерным детектором Pilatus 2M (фирма
DECTRIS, Швейцария). Время экспозиции од-
ного образца – 20 кадров по 0.05 с каждый. При
сравнении временных кадров радиационного по-
вреждения зафиксировано не было. Данные были
собраны при концентрации ЦП 1.5–7.0 мг/мл
(11–53 мкМ) как в присутствии 10 мкМ CuCl2, так
и без добавления соли меди. Первичную обработ-
ку экспериментальных данных проводили в соот-

π θ λ4 sin /

ветствии со стандартными процедурами [21].
В частности, усреднение сигнала от буфера и его
вычитание осуществляли с использованием про-
граммы PRIMUS [22]. Рассеяние в нулевой угол
I(0) и радиус инерции Rg вычислены с помощью
приближения Гинье [23]. Программу обратного
фурье-преобразования GNOM [24] использовали
для оценки максимального размера частиц Dmax.
Эффективные ММ частиц в растворе получены
путем сравнения с рассеянием на эталонном об-
разце бычьего сывороточного альбумина (66 кДа).
В качестве дополнительного контроля ММ ис-
пользовали исключенный (породовский) объем Vp
[25, 26].

Олигомерное равновесие. Альтернативные мо-
дели димера ЦП, полученные с помощью докин-
га, применяли для приближения эксперимен-
тальных данных образца, содержащего мономеры
и димеры. Анализ смесей мономер–димер осу-
ществляли по программе OLIGOMER [22], кото-
рая приближает данные рассеяния линейной
комбинацией кривых рассеяния компонентов
смеси. Варьируемыми параметрами являются
объемные доли компонентов, а приближение
осуществляется путем минимизации невязки χ2

между экспериментальными данными Iexp(s) и
рассчитанной кривой Icalc(s).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Экспериментальная кривая МУРР для раство-
ра ЦП с добавлением 10 мкМ хлорида меди пока-
зана на рис. 1. Соответствующие общие парамет-
ры растворенных частиц приведены в табл. 1.
В табл. 1 также приведены теоретические значе-
ния Rg, Dmax, Vp для кристаллографической моде-
ли и ММ мономера по данным масс-спектромет-
рии [27], поскольку этот метод намного точнее
определяет ММ белка, чем теоретические расче-
ты по кристаллографической модели (118 кДа)
или аминокислотной последовательности ЦП
(122.2 кДа) из-за гликозилирования, типичного
для белков млекопитающих [27]. Полученные
экспериментально для образца церулоплазмина
ММ и Vp свидетельствуют о том, что в растворе
находятся как мономеры, так и димеры ЦП в со-

Таблица 1. Структурные параметры ЦП, полученные по данным МУРР

* [28].
** Значение получено исходя из молекулярной массы (ММ) мономера в [28].

Rg, нм Dmax, нм Vp, нм3 MM, кДа χ2 Объемные доли
мономер : димер

Эксперимент 4.2 ± 0.1 15 ± 1 305 ± 10 190 ± 20 4.03 (0.4 ± 0.01) : (0.6 ± 0.01)
Мономер ЦП 2.9 9.0 195 129.1*
Димер ЦП 4.2 15 390 258.2**
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отношении 40 : 60%. Действительно, кривая МУРР,
рассчитанная для мономера ЦП, систематически
отличается от экспериментальных данных в обла-
сти малых и средних углов. Олигомерное равно-
весие в смеси было охарактеризовано с помощью
линейной комбинации кривых рассеяния, рас-
считанных для кристаллографической модели

ЦП (код pdb 4enz) и моделей димера, построен-
ных с использованием сервера ClusPro [28]. Всего
было рассмотрено двадцать возможных вариан-
тов димеризации ЦП. При помощи программы
OLIGOMER и докинга найден оптимальный ва-
риант димера, а также определены объемные до-
ли мономера и димера, которые совпали со значе-
ниями, полученными из анализа ММ и Vp. На
рис. 2, 3 представлена оптимальная модель диме-
ра, a на рис. 1 – приближение эксперименталь-
ных данных МУРР смесью 40% кристаллографи-
ческого мономера с 60% оптимального варианта
димера. Несколько высокое значение χ2, видимо,
связано с недооцененными ошибками экспери-
мента. Контакт мономеров расположен далеко от
сайтов связывания меди, как основных, так и ла-
бильных.

Анализ областей димеризации позволил при-
близительно определить основные зоны контак-
тов. Петля 698–710 субъединицы А взаимодей-
ствует с доменом III субъединицы В. С этим до-
меном взаимодействует, вероятно, и Trp669
субъединицы А (рис. 4). Trp669 и Ser662 относятся
к сайту связывания р-фенилендиамина. Этот аро-

Рис. 1. Кривые МУРР раствора церулоплазмина (а):
кружки – экспериментальные данные, штриховая
линия – приближение кристаллографической моде-
лью мономера, сплошная линия – приближение сме-
сью мономера и димера в соотношении 40 : 60%; рас-
пределение взвешенных аминокислотных остатков в
случае приближения смесью (I(si)–Iсмесь(si))/σ(si) (б).
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Рис. 2. Кристаллографическая модель мономера це-
рулоплазмина (а) и оптимальная модель димера, по-
лученная докингом (б).

(а) (б)

Рис. 3. Модель димера церулоплазмина: ионы меди
изображены сферами, темным цветом показаны ионы
в лабильных сайтах связывания меди, зона контакта
мономер–мономер выделена овалом, А и B – субъ-
единицы.
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матический амин является классическим суб-
стратом для измерения оксидазной активности
ЦП [29, 30]. Следовательно, образование димера
может блокировать связывание этого субстрата и,
соответственно, его окисление.

Другой контакт расположен в области петли
885–890, соединяющей домены V и VI субъеди-
ницы А с доменом IV субъединицы В. Способ-
ность ионов металлов вызывать агрегацию кон-
кретного белка зависит от многих параметров.
В их число входят тип металла и белка, внутри-
клеточная концентрация ионов металла, структу-
ра белка, содержание и взаимное расположение

потенциальных лигандирующих групп в боковых
цепях аминокислот. К таким группам относятся
тиоловая, имидазольная и карбоксилатная [31].
Предпочтительным кандидатом на роль лиганда
ионов меди является гистидин [32]. Используе-
мый метод не позволяет точно определить сайты
связывания металла, тем более что в зонах кон-
тактов расположены преимущественно лабиль-
ные междоменные петли, которые могут иметь
различные конформации. Конформацию одного
из участков ЦП, а.а 885–890, предположительно
вовлеченного в межмолекулярное взаимодей-
ствие, ни разу не удалось установить при рентге-
ноструктурном анализе [13].

Аминокислотные последовательности обла-
стей зон межмолекулярных контактов не содер-
жат гистидины. Однако потенциальный сайт свя-
зывания иона меди с типичными лигандами мо-
жет быть сформирован боковыми цепями Glu704
(субъединицы В) и Met580 (субъединицы А), рас-
положенными на α-спирали (рис. 5а). Другой по-
тенциальный сайт включает в себя Glu 419 (субъ-
единицы А) и Glu712 (субъединицы В) (рис. 5б).
Аргинин также является предпочтительным ли-
гандом для Cu2+ [32], и нельзя исключить, что
Arg701 (субъединицы В) (рис. 5а) может быть во-
влечен в связывание ионов металла, как и сосед-
ний Arg700 (рис. 4). Потенциальная роль димери-
зации ЦП под действием ионов меди вытекает из
анализа областей олигомеризации. Петля 885–
890 участвует в обнаруженных in vivo белок-бел-
ковых взаимодействиях ЦП [13], ингибируя в них
миелопероксидазу и пероксидазу эозинофилов
[33]. Таким образом, ЦП предотвращает синтез
хлорноватистой кислоты (HOCl) и окисление ря-
да ароматических субстратов. HOCl является
мощным антибактериальным агентом и частью

Рис. 4. Внутридимерный контакт в области p-фени-
лендиаминсвязывающего сайта.

Thr380

Trp669
Arg700

Asn378

Рис. 5. Потенциальные сайты связывания ионов свободной меди: а – контакт в области Met580, б – контакт в области
Glu419.
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врожденного иммунного ответа. Однако HOCl
повреждает все виды биополимеров, и ее избыток
может приводить к галогенирующему стрессу, со-
провождающему хронические воспалительные
заболевания, в том числе атеросклероз [13, 34].
Расположение в области димеризации петли 885–
890 экранирует ее и, предположительно, будет
мешать образованию упомянутых выше белок-
белковых комплексов, лишая ЦП ингибирующе-
го действия на миелопероксидазу и пероксидазу
эозинофилов. Таким образом, в результате дей-
ствия избытка ионов меди эффективность реали-
зации части функций ЦП может существенно
снижаться.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Совета по грантам Президента РФ (грант № МД-
1901.2020.4) в части выделения и очистки ЦП,
Министерства науки и высшего образования РФ
в рамках Государственного задания ФНИЦ
“Кристаллография и фотоника” РАН в части об-
работки малоугловых данных и при поддержке
НИЦ “Курчатовский институт” (Приказ № 1360)
в части измерения экспериментальных кривых
МУРР и моделирования димера ЦП.
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