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Крестообразные структуры – предпочтительные мишени для многих структурных и регуляторных
белков, а также ряда ДНК-связывающих белков со слабой специфичностью к последовательности.
Некоторые из этих белков также способны индуцировать образование крестообразных структур
при связывании ДНК. Нами проанализирован аминокислотный состав 18 белков Homo sapiens, свя-
зывающих крестообразные структуры (CBPs). При сравнении с обобщенной частотой встречаемо-
сти аминокислот во всех белках человека выявлены уникальные характеристики состава CBPs: обо-
гащение остатками лизина и серина и/или пониженное содержание остатков аланина, глицина,
глутамина, аргинина, тирозина и триптофана. Основываясь на анализе методом bootstrap resampling
(повторное формирование выборки) и анализе нечетких кластеров, можно предложить несколько
молекулярных механизмов взаимодействия CBPs с крестообразными структурами ДНК, включая
те, которые связаны с репарацией ДНК, транскрипцией и регуляцией на уровне хроматина. Белки
DEK, HMGB1 и TOP1, в частности, сформировали отдельную группу, отличающуюся от других
белков. Кроме того, выявлена сеть сильных взаимодействий, объединяющая практически все ис-
следованные CBPs. Полученные результаты могут быть востребованы для предсказании новых
CBPs и даже для создания прогностического инструмента или интернет-приложения.
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Молекулы ДНК – носители генетической ин-
формации. Интересно, что регуляторные эле-
менты часто находятся под управлением различ-
ных эволюционно консервативных коротких не-
кодирующих последовательностей, которые
могут образовывать разные локальные структу-
ры, в том числе похожие на крест (крестообраз-
ные), квадруплексы или триплексы [1–4]. Кре-
стообразные структуры ДНК наиболее известны
на сегодняшний день. Эти структуры образуют-
ся последовательностями ДНК, содержащими
инвертированные повторы (палиндромы), кото-
рые стабилизируются благодаря отрицательной
суперспирализации ДНК [5] и/или связыванию
с белками [6]. Образование крестообразных
структур зависит от нуклеотидной последова-

тельности и от наличия в ней совершенных или
несовершенных инвертированных повторов из 6
и более нуклеотидов [7, 8]. Инвертированные по-
вторы возникают неслучайным образом в ДНК
всех организмов, и их часто обнаруживают в не-
посредственной близости от точек соединения
разрывов ДНК, промоторных областей и в сайтах
инициации репликации [9, 10]. Крестообразные
структуры ДНК необходимы для реализации ши-
рокого круга биологических процессов, включая
репликацию [11], регуляцию экспрессии генов
[12], формирование нуклеосом [10] и рекомбина-
цию [13], поэтому неудивительно, что открыты
белки, специфично распознающие крестообраз-
ные структуры [14].

Хорошо известно, что некоторые ДНК-связы-
вающие белки имеют высокое сродство к кресто-
образным структурам ДНК. К ним относятся ас-

1 Cтатья представлена авторами на английском языке.
2 Эти авторы внесли одинаковый вклад в работу.
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социированные с хроматином белки (из группы
белков с высокой подвижностью, белок DEK) и
белки, участвующие в репарации ДНК (p53,
BRCA1), репликации (топоизомераза 1) и тран-
скрипции (рецептор эстрогена 1). Одним из
первых описанных белков, связывающих кре-
стообразные структуры (cruciform binding pro-
teins; CBPs), был белок высокой подвижности 1
(HMG1) – эволюционно консервативный и
функционально важный компонент клеточного
ядра [15]. Среди других подобных белков можно
назвать 14-3-3σ и DEK, которые участвуют в рас-
познавании крестовидных структур в процессах
соответственно репликации и ремоделирования
хроматина [13, 16]. Сообщалось, что опухолевый
супрессор р53 имеет сродство ко многим некано-
ническим структурам ДНК, таким как крестооб-
разные структуры [17, 18] и CTG-шпильки [19].

Насколько нам известно, статистических ис-
следований, посвященных аминокислотному со-
ставу CBPs, пока нет. Интересно, что в последнее
время для прогнозирования сложных функций
белка стали использовать анализ аминокислотно-
го состава [20–22].

В проведенном исследовании мы проанализи-
ровали аминокислотный состав CBPs человека с
целью выяснить, имеют ли эти белки общие при-
знаки, по которым можно предсказать их способ-
ность связываться с крестообразными структура-
ми. Для этого мы выбрали только известные и хо-
рошо охарактеризованные CBPs. Основная цель,
которую мы ставили при проведении этого иссле-
дования, – выявление общих структурных харак-
теристик, которые можно использовать для пред-
сказания новых CBPs и расширения исследова-
ний в этой области.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Анализ аминокислотного состава. Канониче-

ские последовательности 18 CBPs (табл. 1) полу-
чены из базы данных UNIPROT (Homo sapiens)
[23] (последовательности включены в Supplemen-
tary 1, см. Приложение на сайте http://www.molec-
bio.ru/downloads/2019/1/supp_Bartas_rus.pdf). Эти
последовательности встраивали в инструмент
ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/) [24],
полученную аминокислотную последователь-
ность переносили в Excel 2007 и строили матрицу
аминокислотного состава индивидуальных CBPs.
Вычисленные средние значения аминокислотного
состава CBP сравнивали с ожидаемыми значения-
ми, которые представляют собой средние частоты
встречаемости аминокислот в белках человека
[25], и рассчитывали величину относительного по-
вышения (обогащения) или понижения содержа-
ния (истощения) отдельных аминокислот (Прило-
жение/Suppl. 2). Чтобы иметь возможность приме-
нить статистические методы, мы использовали

определенные наборы белков, а относительное
обогащение или истощение отдельных аминокис-
лотных остатков в 18 CBPs рассчитывали с исполь-
зованием web-инструмента Composition Profiler
(http:// www.cprofiler.org/) [26]. В программе R, ис-
пользуя функцию sample, мы произвольно выбра-
ли 5000 образцов из всех канонических белковых
последовательностей человека, полученных из
реферируемой базы данных UNIPROT [23] (При-
ложение/Suppl. 3А), а также составили набор из
284 ДНК-связывающих белков и набор из 446
мембранных белков, полученных из той же базы
данных [23] (наборы с меньшим числом белков и
их последовательности вошли в Приложение/
Suppl. 3B, 3C и 3D), и сравнили эти последова-
тельности с исследуемыми CBPs. Для получения
аминокислотного состава CBPs по 2-mer и 3-mer
использовали онлайн-инструмент Pse-in-One
(http://bioinformatics.hitsz.edu.cn/Pse-in-One/) [27]
(данные доступны соответственно в Приложении/
Suppl. 4 и Suppl. 5). Для поиска более протяжен-
ных K-меров проверена база данных HRaP
(http://bioinfo.protres.ru/hrap/) [28].

Корреляционный анализ аминокислотного со-
става CBPs. Матрицу аминокислотного состава
вышеперечисленных 18 CBPs обрабатывали в
среде R с использованием пакета “corrplot” [29].
Полный исходный код представлен в Приложе-
нии/Suppl. 6.

Анализ неупорядоченных участков. Данные по
выбранным CBPs в формате FASTA были направ-
лены в PrDOS (http://prdos.hgc.jp/cgi-bin/top.cgi)
(за исключением KMT2A и PRKDC, последова-
тельности которых оказались слишком длинны-
ми для предсказания), используя настройки по
умолчанию. PrDOS – это веб-приложение для
предсказания внутренних неупорядоченных об-
ластей в белках по их первичным аминокислот-
ным последовательностям в формате FASTA [30].
Исходя из предсказанных неупорядоченных обла-
стей, мы вычисляли процентное содержание внут-
ренних неупорядоченных областей для каждого
белка и строили диаграммы размаха в R (в качестве
контрольной группы использовано 16 случайно
выбранных белков из подмножеств ДНК-связы-
вающих белков, доступных в Приложении/Suppl. 7).
Нормальность и соответствие вариаций обоих на-
боров данных проверяли в R с помощью соответ-
ственно shapiro.test или var.test (Приложение/
Suppl. 8). Для статистического анализа различий
по содержанию областей внутренней неупорядо-
ченности в CBPs и контрольной группе белков
использован критерий Стьюдента для двух вы-
борок в R. Для сравнения тот же анализ прове-
ден с использованием программы IsUnstruct
(http://bioinfo.protres.ru/IsUnstruct/) [31]

Кластерный анализ с помощью дендрограмм.
Древовидная диаграмма построена с использо-
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ванием программы R версии 3.1.1. под пакетом
“pvclust” [32]. Для построения кластерной денд-
рограммы (выбор метода наилучшего кластера
проверен с помощью функции seplot) использова-
ли метод bootstrap resampling (n = 10000) и кла-
стерный метод ward2. Значения, представленные на
каждом узле, – это приближенно несмещенные
(approximately unbiased, AU) оценки. Для точного
определения кластера в качестве критерия отсече-
ния выбраны значения AU > 95.

Анализ нечетких кластеров. Анализ нечетких
кластеров выполнен с использованием програм-
мы R, версия 3.1.1, в пакете “cluster” [33]. При ис-
пользовании подхода с нечеткой кластеризацией
точки, расположенные близко к центру кластера,
могут находиться в кластере в большей степени,
чем точки на краю кластера. Для анализа нечетких
кластеров в качестве метрики был выбран SqEu-
clidean (квадрат стандартного евклидова расстоя-
ния). Для сравнения проведен простой анализ
главных компонент, PCA, с полными параметрами
изменчивости и важности отдельных компонент
(Приложение/Suppl. 9).

Построение сети взаимодействий. Сеть взаимо-
действий 18 CBPs построена в рамках программы
STRING, версия 10.0 (https://string-db.org/), с
критериями по умолчанию для Homo sapiens [34].
Для сравнения был создан интерактом 18 случай-
но выбранных белков с использованием функции
sample в рамках среды R, примененной ко всему

протеому человека по базе данных RefSeq (При-
ложение/Suppl. 3A).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Анализ аминокислотного состава CBPs человека

Опираясь на ранее опубликованные литера-
турные данные, обобщенные в подробном обзоре
Brazda и др. [14], мы выбрали 18 CBPs человека, у
которых связывающая активность в отношении
крестообразных структур была подтверждена в
нескольких экспериментах in vitro и in vivo. Их
аминокислотный состав анализировали с помо-
щью инструмента protParam и сравнивали со
средним аминокислотным составом протеома че-
ловека. Матрица аминокислотного состава этих
CBPs представлена в Приложении/Suppl. 2. В по-
следних четырех строках выделены рассчитанные
средние и медианные значения для каждой ами-
нокислоты, ожидаемые значения аминокислот-
ного состава и относительное обогащение по
сравнению с протеомом человека.

Подробные статистические характеристики
(отклонения, выбросы) представлены на диа-
граммах рис. 1а. Исходя из относительного обога-
щения или истощения, превышающего 10% по
сравнению с ожидаемыми значениями для про-
теома человека, наиболее существенное обогаще-
ние обнаружено для аспарагиновой кислоты (D),
глутаминовой кислоты (E), лизина (K) и серина

Таблица 1. Названия и идентификационные коды 18 проанализированных CBPs

Краткое название Идентификационный 
код (UNIPROT) Полное название

14-3-3s P31947-1 Белок 14-3-3, сигма
AF10 P55197-1 Белок AF-10
BRCA1 P38398-1 Белок 1 предрасположенности к раку молочной железы
DEK P35659-1 Белок DEK
ESR1 P03372-1 Рецептор эстрогена
HMGB1 P09429-1 Белок B1 группы высокой подвижности
IFI16 Q16666-1 Индуцируемый γ-интерфероном белок 16
KMT2A Q03164-1 Гистон-лизин-N-метилтрансфераза 2A
MUS81 Q96NY9-1 Эндонуклеаза MUS81 точки кроссинговера
p53 P04637-1 Клеточный опухолевый антиген p53
PARP1 P09874-1 Поли (ADP-рибоза)полимераза 1
PRKDC P78527-1 ДНК-зависимая протеинкиназа, каталитическая субъединица
R51A1 Q96B01-1 RAD51-ассоциированный белок 1
RAD54L Q92698-1 RAD54-подобный белок ДНК-репарации и рекомбинации
TERF2 Q15554-1 Фактор 2, связывающий теломерные повторы
TOP1 P11387-1 ДНК-топоизомераза 1
WRN Q14191-1 ATP-зависимая хеликаза синдрома Вернера
XPF Q92889-1 ДНК-репарационная эндонуклеаза XPF
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(S), в то время как наиболее заметное истощение
выявлено для цистеина (C), фенилаланина (F),
глицина (G), гистидина (H), изолейцина (I), глу-
тамина (Q), валина (V), триптофана (W) и тирози-
на (Y) (рис. 1б).

В связи с тем, что эти результаты не отражают
тот факт, что у каждой аминокислоты своя диспер-
сия, сравнение наблюдаемых средних значений
аминокислотного состава этих 18 CBPs с ожидае-
мыми значениями частоты встречаемости амино-
кислот в протеоме человека не позволило нам про-
вести достоверную и значимую статистическую
оценку различий. Мы проанализировали различия
в аминокислотном составе с использованием более
сложного подхода – программы Composition Profil-
er. Для этого сравнивали аминокислотный состав
тех же 18 CBPs с тремя разными группами белков:
(1) случайное подмножество (5000 белков) из про-
теома человека; (2) относительно небольшая груп-
па хорошо описанных ДНК-связывающих белков
(284 белка) и (3) мембранные белки (446 белков), –
которые получены из реферируемой базы данных
UNIPROT. Относительные величины обогащения
или истощения аминокислотного состава CBPs
по сравнению с этими белковыми группами по-
казаны на рис. 2. Различия в аминокислотном со-
ставе CBPs в сравнении со случайным подмноже-

ством из протеома человека и усредненным ами-
нокислотным составом потеома человека были
идентичными (рис. 2а). Наибольшие изменения
обнаружены для K (обогащение) и W (истоще-
ние). Статистически достоверные изменения вы-
явлены для E, K, N, S (обогащение) и для A, C, G,
W, Y (истощение). Большинство изменений в
аминокислотном составе по сравнению с ДНК-
связывающими белками оказались меньше, чем
для набора случайных белков (рис. 2б). Однако
изменения по K, S (обогащение) и A, G, Y (исто-
щение) тоже были значимыми. Сравнение CBPs с
мембранными белками дало статистически досто-
верные изменения для большинства аминокислот,
что, вероятно, связано с совершенно определенны-
ми функциями белков этой группы (рис. 2в). Все
идентификационные коды анализируемых CBPs
приведены в табл. 1. Подробная статистика обога-
щений или истощений (р-value) показана в Прило-
жении/Suppl. 10. Значительное обогащение по ли-
зину и серину в СВРs обнаружено при всех вариан-
тах сравнения (CBPs против протеома человека,
ДНК-связывающих и мембранных белков). Наи-
большее относительное обогащение по лизину
обнаружено в белках HMGB1 (3.51), DEK (3.14) и
TOP1 (3.07). Во всех вариантах сравнения выяв-
лено значительное истощение CBPs по аланину,

Рис. 1. Различия в аминокислотном составе среди выбранных CBPs. а – Диаграммы размаха для оценки аминокислот-
ного состава 18 CBPs. Толстые горизонтальные линии в прямоугольниках соответствуют средним значениям амино-
кислотного состава CBPs человека. Пустые кружки – это статистические выбросы; например, p53 можно считать вы-
бросом из-за обогащения пролином, а HMGB1 – по истощению глутамина. б – Относительные обогащения или ис-
тощения 18 CBPs представлены в виде средних значений для каждой аминокислоты, пунктирные линии указывают на
20%-ный уровень обогащения или истощения.

20

15

10

5

0
A C D E F G H I K L

а

M

С
од

ер
ж

ан
ие

ам
ин

ок
ис

ло
ты

, %

N P Q R S T V W Y

100

50

0

–50
A C D E F G H I K L

б

M
Аминокислота

О
тк

ло
не

ни
е 

от
 с

ре
дн

ег
о

зн
ач

ен
ия

, %

N P Q R S T V W Y



124

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 53  № 1  2019

BARTAS и др.

глицину и тирозину. Замечено значительное ис-
тощение по триптофану при сравнении со слу-
чайным подмножеством и группой мембранных
белков. Последний вывод хорошо согласуется с
тем фактом, что в специфичной по структуре
ДНК-связывающей области BRCA1 нет остатков
триптофана (расстояние между двумя ближайши-
ми остатками, W385 и W1508, составляет 1123
аминокислотных остатка). Очень большой ин-
тервал между триптофанами также обнаружен в
KMT2A (W2056 и W3649, т.е. 1 593 остатка) и в
TERF2 (W97 и W453, т.е. 356 остатков). Централь-
ная область белка AF10 также не содержит трип-
тофана (W100 и W724. т.е. разделены 623 остатка-
ми). Первые 303 аминокислотных остатка R51A1
не содержат триптофана. Подобное явление на-
блюдалось в специфичном по структуре ДНК-
связывающем домене в C-концевой части белка
p53 (среди последних 247 аминокислотных остат-
ков нет ни одного триптофана). В белке DEK, со-
стоящем из 375 аминокислотных остатков, тоже
нет остатков триптофана. Наиболее экстремаль-
ным примером истощения по триптофану может
служить белок IFI16, так как в этом белке, состо-
ящем из 785 аминокислотных остатков, нет ни
одного триптофана.

Анализ K-меров показал некоторые интерес-
ные факты: почти все CBPs (кроме MUS81) име-
ют KK-димеры в своих последовательностях.
Фактически выявлено очень большое обогащение
(162%) по сравнению с набором 248 ДНК-связы-
вающих белков. С другой стороны, для отдельных
димеров, в основном IW, CW, WD, WQ и FW, ис-
тощение составляло более 70% по сравнению с
набором 248 ДНК-связывающих белков. Кроме
того, при анализе тримеров выявлено, что в по-
следовательностях большинства CBPs (11/18,
включая BRCA1, p53, WRN и IFI16) есть тримеры
SSS. Анализ более длинных паттернов аминокис-
лотных остатков и гомоповторов также выявил
некоторые интересные факты: белки DEK,
HMGB1, TOP1 и WRN содержат один и тот же
паттерн EEEED, а BRCA1, HMGB1, KMT2A,
TOP1 и XPF – один и тот же гомоповтор K4 (че-
тыре лизина подряд). Полные результаты пред-
ставлены в табл. 2.

Корреляционный анализ аминокислотного
состава CBPs человека

На корреляционной диаграмме (рис. 2г) пред-
ставлены сложные взаимосвязи каждой индивиду-

Таблица 2. Наиболее длинные паттерны и гомоповторы аминокислотных остатков в анализируемых CBPs

CBP Паттерны Гомоповторы (более 3 подряд)

14-3-3s Не найдено в базе данных

AF10 – S4

BRCA1 RRGKKK K4

DEK EEEEEEE, EEEED E4, E7

ESR1 – A5

HMGB1 EDEREE, EEEEEEE, EEEED, 
EDDEDED, SKKKK, DEEDE, EEDDD

E4, E5, D4, K4

IFI16 Не найдено в базе данных

KMT2A Не найдено в базе данных

MUS81 – –

P53 APAPA –

PARP1 KKSKK –

PRKDC – A4

R51A1 GGSRS, KKEKK S4

RAD54L Не найдено в базе данных

TERF2 – G4

TOP1 PSPPP, EEEED, KKPKNK, KKEKK E4, K4

WRN EEEED, DDDKD, EEDDD E4

XPF – K4
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альной аминокислоты со всеми другими амино-
кислотами в проанализированном наборе данных
CBPs. Неудивительно, что содержание положи-
тельно заряженной аминокислоты лизина значимо
коррелирует с содержанием отрицательно заря-
женных остатков – глутаминовой и аспарагиновой
кислот. Однако это совсем не так для аргинина и
гистидина (содержание гистидина даже отрица-
тельно коррелирует с содержанием глутаминовой
кислоты). С другой стороны, глутамин отрицатель-
но коррелирует с лизином и глутаминовой/аспара-
гиновой кислотами. Наконец, валин, треонин и

лейцин отрицательно коррелируют соответственно
с глутаминовой кислотой, аспарагиновой кислотой
и лизином.

Анализ неструктурированных областей

Согласно Tompa [35], частота встречаемости
отдельных аминокислотных остатков может слу-
жить показателем внутренней неструктурирован-
ности (неупорядоченности) белка. Действитель-
но, на основании полученных нами результатов,
истощение по цистеину, триптофану и тирозину

Рис. 2. Сравнение частота встречаемости аминокислот в CBPs и в различных наборах белков. Относительное обога-
щение или истощение (повышение или понижение содержания аминокислоты) в 18 CBPs по сравнению c 5 000 слу-
чайно выбранных белков человека из базы данных UNIPROT (а), с 284 ДНК-связывающими белками из базы данных
UNIPROT RefSeq (б) и с набором из 446 мембранных белков из базы данных UNIPROT RefSeq (в). Анализы (а, б, в)
выполнены в программе Composition Profiler (10000 итераций методом бутстрэпа с поправкой Бонферрони для тести-
рования нескольких гипотез). При использовании поправки Бонферрони для множественного тестирования значи-
мыми считались только величины ниже 0.0025 (*P < 0.0025; **P < 0.0010; ***P < 0.0001). P-value приведены в отдельных
таблицах в Приложениях/Supplements. г – Корреляционная диаграмма содержания аминокислот в анализируемых
CBPs. Хорошо видно, что лизин положительно коррелирует с глутаминовой и аспарагиновой кислотой (или наобо-
рот). С другой стороны, глутамин отрицательно коррелирует с лизином, глутаминовой и аспарагиновой кислотами,
валин отрицательно коррелирует с глутаминовой кислотой, треонин отрицательно коррелирует с аспарагиновой кис-
лотой, а лейцин отрицательно коррелирует с лизином (или наоборот). Незначимые корреляции (p-value < 0.05) ис-
ключены.
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и обогащение лизином и глутаминовой кислотой
можно рассматривать как показатель увеличения
доли внутренних неструктурированных областей
в выбранном наборе CBPs. В связи с этим мы про-
анализировали содержание предсказанной внут-
ренней неупорядоченной области (предсказан-
ной с помощью PrDOS) в выбранных нами CBPs
и сравнили его с подмножеством случайно вы-
бранных ДНК-связывающих белков. К нашему
удивлению, не обнаружено статистически значи-
мых различий в процентном содержании внут-
ренне неупорядоченных областей в этих двух
группах белков (Приложение/Suppl. 11). Это мо-
жет быть связано с тем, что на сегодняшний день
для многих ДНК-связывающих белков пока не
обнаружена способность связывать неканониче-
ские структуры ДНК (в том числе крестообраз-
ные); скорее всего, это дело времени. В результате
анализа неупорядоченных областей с помощью
инструмента IsUnstruct [31] получены сходные
данные, за исключением белков 14-3-3σ, HMGB1
и PARP1, которые, согласно предсказанию, оказа-
лись примерно в два раза более неупорядоченными
при сравнении с данными PrDOS. Для детального
графического анализа неупорядоченных областей
(предсказанных с помощью IsUnstruct) всех про-
анализированных CBPs см. Приложение/Suppl. 12.

Кластерный анализ

Используя статистическую кластеризацию (R-
пакет pvclust), мы сравнили CBPs по аминокис-
лотному составу. Основываясь на дендрограмме
кластеров (рис. 3a), мы смогли достаточно четко
различить 3 близкородственных кластера белков
на основе приближенно несмещенных значений.
В соответствии с этим подходом метод нечеткой
кластеризации (рис. 3б) показал, что в первый
кластер входят, в основном, белки ДНК-репара-
ции (эндонуклеазы MUS81 и XPF), ДНК-зависи-
мые ферменты (ДНК-зависимая киназа PRKDC
и ДНК-зависимая трансфераза PARP1) и хелика-
зы (Rad54, WRN). Во второй кластер попали, в
основном, транскрипционные факторы (p53,
BRCA1, IFI16, AF10) и коактиватор транскрип-
ции (KMT2A). Наконец, в третьем кластере оказа-
лись белки DEK, TOP1 и HMGB1, которые часто
связаны с ДНК хроматина и могут взаимодейство-
вать с несколькими факторами транскрипции. Да-
же если белки DEK и TOP1 имеют разные механиз-
мы изменения плотности суперспирализованной
ДНК, они попадают в одну группу в соответствии с
кластерной дендрограммой и результатами анализа
методом нечетких кластеров (рис. 3а,б); причем
белки DEK, TOP1 и HMGB1 сформировали от-
дельную группу, отличающуюся от других иссле-
дованных CBPs. Такой результат дает основание
полагать, что молекулярный механизм, лежащий
в основе взаимодействия этих белков с крестооб-

разными структурами ДНК, отличается от других
CBPs.

Анализ сети взаимодействий
Поскольку прямые (физические), а также кос-

венные (функциональные) белок–белковые вза-
имодействия могут быть показаны базой данных
STRING [34], для анализа CBPs мы использовали
онлайн-инструмент STRING. В результате обна-
ружена сильная сеть взаимодействий, объединя-
ющая почти все 18 исследуемых CBPs (рис. 4). На-
против, при анализе контрольного набора из 18
случайно выбранных белков, как и ожидалось,
значимых взаимодействий не выявлено.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В последнее время во многих исследованиях

выявлена взаимосвязь между функциями белков
и их аминокислотным составом. Сообщалось, что
на основе аминокислотного состава можно пред-
сказать прионную [38] или противомикробную
[20] активность белка. Основываясь на результа-
тах, полученных нами при детальном анализе
аминокислотного состава CBPs, можно предпо-
лагать наличие более чем одного молекулярного
механизма взаимодействия CBP с крестообраз-
ными структурами ДНК. Для выяснения точных
механизмов взаимодействия между ними потре-
буется проведение сложных экспериментов. К
сожалению, в настоящее время не получено на-
дежных экспериментальных доказательств отно-
сительно локусов связывания крестообразных
структур ДНК и аминокислот, ответственных за
это взаимодействие. В исследовании, проведен-
ном на мышином белке Rif1, показано, что
Arg2294 и Lys2303 домена CRII – ключевые ами-
нокислотные остатки при связывании крестооб-
разных ДНК [39]. В дальнейших исследованиях
мы планируем идентифицировать аминокислот-
ные остатки, ответственных за связывание кре-
стообразных ДНК, в 18 CBPs, проанализирован-
ных нами с использованием биоинформацион-
ных подходов, аналогичных подходам Adhikari
[40], а также инструменту BindN+ [41]. Интересно
также сравнить CBPs человека с другими известны-
ми ортологами – чтобы понять, существует ли эво-
люционно консервативный паттерн предполагае-
мого связывания крестообразной ДНК с амино-
кислотными остатками.

Недавно показано, что N-концевая область хе-
ликазы RecQL4 человека внутренне неупорядо-
чена и проявляет высокое сродство к неканони-
ческим структурам ДНК, преимущественно квад-
руплексным [42]. С-концевой домен р53 также
внутренне неупорядочен и проявляет высокую
аффинность к неканоническим структурам ДНК
[43]. Если проанализировать последние 30 ами-
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нокислотных остатков этого белка (364–393), то
заметим, что 20% этой области занимают остатки
лизина. Недавно показано, что структура, обра-
зованная инвертированными повторами в р53-
отвечающих элементах ДНК, определяет тран-
сактивационную активность белка р53 in vivo [17].
Локальные структуры ДНК, в том числе кресто-
образные, чувствительны к сверхспирализации
ДНК [44, 45]. Важно отметить, что CBPs могут не
только стабилизировать крестообразные структу-
ры в ДНК с инвертированными повторами, но и
способствовать их формированию [6]. Интересно,
что короткие инвертированные повторы часто
встречаются в точках транслокационных разрывов
при онкологических заболеваниях человека и сти-
мулируют образование двунитевых разрывов ДНК
и делеций в клетках млекопитающих и дрожжей
[46]. Таким образом, связывание CBPs с этими по-
следовательностями может быть критически важ-
ным в процессах регуляции жизнедеятельности
здоровой клетки. Существуют компьютерные
средства для поиска палиндромов или инверти-
рованных повторов, которые необходимы для

формирования крестообразных ДНК-структур,
включая Palindrome analyser [47], emboss palin-
drome [48] и detectIR [49]. Однако, насколько нам
известно, программ, способных предсказывать
CBP, пока нет. Полученные нами результаты ана-
лиза аминокислотного состава CBPs – это только
первый шаг к предсказанию неизвестных пока
CBPs человека в семействе ДНК-связывающих
белков. Для будущих исследований in vitro по по-
иску новых потенциальных CBPs мы можем по-
рекомендовать несколько “горячих кандидатов”:
AIM2 (отсутствующий в меланоме 2), MLH1
(MutL гомолог 1) и ARI4A (белок 4A, содержащий
AT-богатый интерактивный домен). Белок AIM2 –
важный компонент имфламмасомы, который
чувствителен к потенциально опасной цитоплаз-
матической ДНК [50]; MLH1–MLH3 играет важ-
ную роль в репарации неспаренных оснований
ДНК [51], а ARID4A взаимодействует с АТ-бога-
той ДНК (которая часто содержит инвертирован-
ные повторы и благодаря этому может образовы-
вать крестообразные формы) и его транскрипция
может быть специфически активирована изофор-

Рис. 3. Анализ сходства CBPs по аминокислотному составу. а – Дендрограмма кластерного анализа 18 белков, связы-
вающих крестообразные структуры ДНК, построена на основе их точного аминокислотного состава с использованием
R-пакета pvclust и bootstrap resampling (n = 10 000) с помощью метода кластерного анализа ward2. Значения, представ-
ленные на каждом узле, являются приближенно несмещенными (AU) оценками. Для точного определения кластера в
качестве критерия отсечения были выбраны значения AU > 95, два основных кластера отмечены пунктирными лини-
ями. Белки DEK, HMGB1 и TOP1 (левый кластер) образуют группу, совершенно отличную от остальных белков (пра-
вый кластер). б – Анализ нечетких кластеров 18 CBPs на основе содержания отдельных аминокислотных остатков из
табл. 1. Идентификация трех хорошо различимых кластеров полностью соответствует данным, представленным на
дендрограмме (вид а). Для анализа нечетких кластеров в качестве метрики использован SqEuclidean (квадрат евклидо-
ва расстояния). При использовании подхода с нечеткой кластеризацией точки, близкие к центру кластера, могут при-
надлежать кластеру в большей степени, чем точки на краю кластера.
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мами рецепторов эстрогена [52]. Аминокислот-
ный состава всех этих “горячих кандидатах” име-
ет те же особенности, что и проанализированные
нами CBPs. Заслуживает внимания обнаружен-
ный нами факт, что белки CBPs содержат протя-
женные неупорядоченные области. Ранее сооб-
щалось, что неупорядоченные области могут иг-
рать важную роль в адаптации белка и могут
изменять его укладку [53]. При комплексном ана-
лизе неупорядоченных областей выявлено их по-
вышенное содержание в некоторых мотивах ами-
нокислотной последовательности [54]. По-види-
мому, гибкость неупорядоченного региона играет
важную роль в распознавании ДНК. В дальней-
шем для предсказания кандидатных CBPs можно
использовать так называемый анализ изменений
подвижности крестообразных ДНК (Cruciform
DNA Mobility Shift Assay) для интерпретации ре-
зультатов экспериментальных исследований [55].
При проведения этого анализа Stefanovsky & Moss
использовали 4 коротких стандартизированных
олигонуклеотида, которые при отжиге формиро-
вали межмолекулярную крестообразную структу-
ру. Верификация метода проведена на основе ра-
нее известного предпочтительного связывания
HMGB-боксов фактора транскрипции UBF с
описанной выше крестообразной ДНК при ис-

пользовании одноцепочечной ДНК в качестве
конкурента. Возникает очевидный вопрос, может
ли этот метод использоваться для всех CBPs? От-
ветить на этот вопрос однозначно трудно – нель-
зя исключить, что некоторые CBPs предпочитают
другие типы крестообразных структур (межмоле-
кулярные или внутримолекулярные, внутримо-
лекулярные с большими или малыми боковыми
цепями и т.д.).

Большинство известных CBPs, исследованных
в этой работе, вовлечены в ключевые биологиче-
ские процессы. Мутации в CBPs (особенно в бел-
ках BRCA1 и p53) ассоциированы с различными
онкологическими заболеваниями человека. Эти
мутации могут приводить к изменениям в срод-
стве CBP к регуляторным элементам, содержа-
щим крестообразные структуры. И еще один важ-
ный факт: митохондриальная ДНК человека со-
держит много локусов, потенциально способных
образовывать крестообразную ДНК [56], и неко-
торые из проанализированных нами CBPs (на-
пример, p53 [57], TOP1mt [58], HMGB1 [59])
встречаются в митохондриях, а, следовательно,
могут играть важную роль в регулировании це-
лостности генома митохондрий или экспрессии
генов благодаря их способности связываться с
крестообразными структурами. Таким образом,

Рис. 4. Сеть взаимодействий 18 CBPs, построенная в STRING. Число линий между отдельными CBPs соответствует
разным способам доказательства конкретного взаимодействия и коррелирует с его вероятностью. Линии взаимодей-
ствия отражают скорее функциональные, чем прямые физические взаимодействия, хотя некоторые CBPs взаимодей-
ствуют и физически (например, p53 с WRN [36] или BRCA1 с ESR1 [37]).

DEK

HMGB1

TOP1

14-3-3s

AF10

BRCA1

ESR1

IFI16

KMT2A

MUS81

TP53

PARP1

PRKDC

R51A1

RAD54L

TERF2

WRN

XPF



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 53  № 1  2019

ИДЕНТИФИКАЦИЯ УНИКАЛЬНОГО АМИНОКИСЛОТНОГО СОСТАВА 129

информация по CBPs может быть чрезвычайно
важна для понимания патогенетических процес-
сов при различных заболеваниях человека. Чем
больше мы будем знать о CBPs и механизмах их
связывания с крестообразными структурами ДНК,
тем быстрее поймем роль этих интереснейших бел-
ков в различных патологических процессах, в том
числе опухолевых. Представленные здесь данные
могут быть востребованы для предсказания новых
CBPs по первичной структуре.
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IDENTIFICATION OF DISTINCT AMINO ACID COMPOSITION 
OF HUMAN CRUCIFORM BINDING PROTEINS

M. Bartas1, P. Bažantová1, V. Brázda2, J. C. Liao2, 3, J. Červeň1, P. Pečinka1, *
1Department of Biology and Ecology/Institute of Environmental Technologies, Faculty of Science, University of Ostrava, 

Ostrava, 71000 Czech Republic
2Institute of Biophysics, Academy of Sciences of the Czech Republic v.v.i., Brno, 61265 Czech Republic

3School of Medicine, the University of Queensland, Greenslopes Private Hospital, Greenslopes, 4120 Australia
*e-mail: petr.pecinka@osu.cz

Cruciform structures are preferential targets for many architectural and regulatory proteins, as well as a num-
ber of DNA binding proteins with weak sequence specificity. Some of these proteins are also capable of in-
ducing the formation of cruciform structures upon DNA binding. In this paper we analyzed the amino acid
composition of eighteen cruciform binding proteins of Homo sapiens. Comparison with general amino acid
frequencies in all human proteins revealed unique differences, with notable enrichment for lysine and serine
and/or depletion for alanine, glycine, glutamine, arginine, tyrosine and tryptophan residues. Based on boot-
strap resampling and fuzzy cluster analysis, multiple molecular mechanisms of interaction with cruciform
DNA structures could be suggested, including those involved in DNA repair, transcription and chromatin
regulation. The proteins DEK, HMGB1 and TOP1 in particular formed a very distinctive group. Nonethe-
less, a strong interaction network connecting nearly all the cruciform binding proteins studied was demon-
strated. Data reported here will be very useful for future prediction of new cruciform binding proteins or even
construction of predictive tool/web-based application.

Keywords: cruciform structures, DNA-protein binding, cluster analysis, lysine, tryptophan
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