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Изменение внутриклеточной концентрации определенного белка в клетке считается одним из наи-
более информативных подходов к изучению роли этого белка в жизнедеятельности клетки. Чаще
всего c этой целью применяют методы генетического нокаута или нокдауна. Однако в некоторых
случаях более информативным или удобным представляется воздействие непосредственно на уже
синтезированный белок, причем это воздействие в идеале должно быть контролируемым во време-
ни и обратимым. В настоящем обзоре проанализированы системы, позволяющие осуществлять
контролируемую деградацию белков как путем их убиквитинирования с последующей протеа-
сомной деградацией, так и за счет иных механизмов.
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ВВЕДЕНИЕ

Одним из наиболее информативных подходов
к изучению роли отдельных белков в жизнедея-
тельности клетки считается изменение внутри-
клеточной концентрации этого белка. Уровень
белка в клетке чаще всего снижают с помощью ге-
нетического нокаута или нокдауна. Однако пол-
ное “выключение” синтеза ключевых белков ме-
таболических путей может вести к гибели клеток
или существенному изменению их метаболизма,
что значительно затрудняет изучение функцио-
нальной роли данных белков. Эту проблему мож-
но решить с использованием методов, позволяю-
щих в определенный момент времени обратимо
снижать концентрацию исследуемого белка в
клетке, например, путем его деградации. Для до-

стижения контролируемой деградации часто ис-
пользуют модификацию эндогенных белков аук-
син-индуцибельным дегроном (Auxin-Inducible
Degron, AID). Принцип работы этого дегрона по-
заимствован у растений и приспособлен к исследо-
ванию механизмов процессов, протекающих в
клетках нерастительного происхождения. Однако
за последнее время появились и другие методы,
позволяющие обратимо снижать внутриклеточ-
ный уровень различных белков в клеточных ли-
ниях и даже в модельных животных.

В настоящем обзоре рассмотрены возможно-
сти как системы AID, так и некоторых других си-
стем, позволяющих осуществлять контролируе-
мую деградацию белков путем их убиквитиниро-
вания и последующей протеасомной деградации
либо за счет иных механизмов.

Сокращения: а.к. – аминокислотный остаток (при числе); AFB – auxin signaling F-box (ауксин-связывающий F-box-бе-
лок); AID – Auxin-Inducible Degron (индуцируемый ауксином дегрон); ARF – Auxin Response Transcription Factor (тран-
скрипционный фактор, участвующий в ответе на ауксин); COI1 – Соronatine-insensitive protein 1 (белок 1, нечувствительный к
коронатину); CRBN – Protein cereblon (цереблон); FBP – F-box protein (белок с F-box); FKBP – FK506 Вinding Рrotein (бе-
лок, связывающий FK506); FLuc – firefly luciferase (люцифераза светлячка); GFP – Green f luorescent protein (зеленый флу-
оресцентный белок); IAA – indole-3-acetic acid (β-индолилуксусная кислота или гетероауксин); IAA17/AXR3 – Auxin-re-
sponsive protein IAA17 (белок IAA17, участвующий в ответе на ауксин); JA-Ile – (+)-7-iso-jasmonoyl-L-isoleucine ((+)-7-
изожасмоноил-L-изолейцин); JAZ – jasmonate ZIM-domain (ZIM-домен жасмоната); PROTAC – Proteolysis Targeting Chi-
mera (домен, вызывающий деградацию); RBX1 – белок 1 с RING-box; ROC1 – regulator of cullins 1 (регулятор куллина 1);
RFP – Red fluorescent protein (красный флуоресцентный белок); SCF – SKP, Cullin, F-box containing complex (комплекс,
содержащий SKP, Cullin, F-box); SKP – S-phase kinase-associated protein (белок, ассоциированный с киназой S-фазы; TIR1 –
Тransport Inhibitor Response 1 (ауксин-связывающая убиквитинлигаза TIR1).
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УБИКВИТИНИРОВАНИЕ
Убиквитинирование – одна из важнейших по-

сттрансляционных модификаций в клетках эука-
риот, в ходе которой происходит ковалентное
присоединение одного или нескольких остатков
убиквитина (белок 8.5 кДа) к аминокислотным
остаткам в составе белков-мишеней. Убиквитин
связывается с ε-аминогруппами остатков лизина
в молекулах большинства белков, но описано
также присоединение убиквитина через их α-NН2
концевые группы, а также остатки серина или
треонина [1–3]. Возможно как моно-, так и поли-
убиквитинирование белков. При полиубиквити-
нировании молекулы убиквитина присоединяют-
ся друг к другу с образованием изопептидной свя-
зи между карбоксильной группой С-концевого
остатка глицина одной молекулы и аминогруп-
пой другой, уже связанной с белком-мишенью.
Наличие остатков убиквитина способно опреде-
лять внутриклеточную локализацию белка, уси-
ливать или подавлять активность, препятствовать
белок-белковым взаимодействиям, но самое
главное – активировать протеолитическую дегра-
дацию белка при участии протеасомы 26S [1].
Долгое время считалось, что субстрат для его
распознавания протеасомой должен быть поли-
убиквитинирован [4], а обнаруживаемые в клет-
ке моноубиквитинированные белки участвуют в
процессах, не связанных с протеолизом. Однако
в последнее время выяснилось, что для гидроли-
за некоторых белков протеасомой достаточно их
моноубиквитинирования или множественного
моноубиквитинирования нескольких остатков
лизина в составе одного белка [5]. Так, регулятор
дифференцировки мышечных клеток PAX3 под-
вергается протеолизу после моноубиквитиниро-

вания одного определенного остатка лизина [6], а
для расщепления протеасомой предшественника
фактора транскрипции NF-κB – белка p105 – до
активного фактора транскрипции (p50) необхо-
димо моноубиквитинирование нескольких остат-
ков лизина [7]. В состав убиквитина входят семь
остатков лизина в положениях 6, 11, 27, 29, 33, 48
и 63. Показано, что положение лизина, участвую-
щего в образовании связи между молекулами
убиквитина в цепочке, определяет дальнейшую
судьбу белка. Так, полиубиквитинирование за
счет образования связей через К48 приводит к
протеасомной деградации белка, в то время как
лизин в положении 63 играет ключевую роль в ко-
ординации таких процессов, как направленный
эндоцитоз, воспаление, трансляция и репарация
ДНК [1, 8]. Функции полиубиквитиновых цепо-
чек, связанных через другие остатки лизина, сме-
шанных и разветвленных цепочек, N-концевых
линейных цепочек активно изучаются, но до сих
пор остаются не до конца понятными [9, 10]. Инте-
ресно, что в некоторых случаях сигналами к проте-
асомной деградации оказались остатки убиквити-
на, присоединенные к остаткам, отличным от
К48 [5]. Так, протеасома способна разрушать бел-
ки, содержащие разветвленные полиубиквитино-
вые цепи, присоединенные к K11/K48 или K48/K63
[11–13].

Убиквитинирование в клетках млекопитаю-
щих происходит в три стадии – стадии актива-
ции, конъюгации и лигирования (рис. 1) [1, 14].

1) Активация. Убиквитин-активирующий фер-
мент (Е1) последовательно связывает ATР и убик-
витин. После этого фермент Е1 катализирует нук-
леофильную атаку С-концевой карбоксильной
группой на α-фосфат в АТР с образованием соот-

Рис. 1. Схема убиквитинирования в клетках млекопитающих. Уб – убиквитин.
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ветствующего ацилфосфата, а затем ацилирова-
ние этим ацилфосфатом остатка цистеина фер-
мента E1 с образованием тиоэфирной связи меж-
ду Е1 и убиквитином.

2) Конъюгация. Посредством тио-переэтери-
фикации убиквитин переносится на остаток цисте-
ина убиквитин-конъюгирующего фермента (Е2).

3) Лигирование. Убиквитинлигазы (E3) обес-
печивают образование изопептидной связи меж-
ду лизином белка-мишени и С-концевым остат-
ком глицина убиквитина.

Существуют два основных семейства убикви-
тинлигаз Е3 [1, 10]. Наиболее многочисленно се-
мейство убиквитинлигаз, содержащих домен
RING-finger (Really Interesting New Gene), – муль-
тисубъединичных комплексов, выполняющих
роль платформы, на которой в непосредственной
близости связываются убиквитин-конъюгирую-
щий фермент E2 и белок-мишень, что позволяет
эффективно переносить активированный фраг-
мент убиквитина от E2 к мишени (именно этот
вариант приведен на рис. 1). Второе семейство –
это убиквитинлигазы HECT-типа, содержащие
так называемый домен HECT (Нomologous to E6-
associated protein (E6-AP) Сarboxyl Тerminus). Для
этих убиквитинлигаз характерен перенос активи-
рованного убиквитина с фермента E2 на их внут-
ренний остаток Cys, а затем уже сама убиквитин-
лигаза Е3 катализирует убиквитинирование бел-
ковой мишени.

Один из представителей RING-убиквитинли-
газ – комплекс SCF (SKP, Cullin, F-box containing
complex), состоит из вариабельного белка с F-box
(FBP) и трех коровых субъединиц: куллина
(CUL1), белка RBX1, содержащего цинксвязыва-
ющий RING-домен, и адаптерного белка SKP1
(S-phase kinase-associated protein 1) [15]. Куллин
образует основной структурный каркас комплек-
са SCF и связывает белок SKP1 с белком RBX1.
Различные комбинации куллина и FBP могут ге-
нерировать порядка 100 типов убиквитинлигаз
E3, которые нацелены на разные субстраты. Для
обеспечения субстратной специфичности ком-
плекса SCF важен белок FBP, поскольку именно
он связывает белок-мишень независимо от ком-
плекса [16]. Каждый FBP (например, белок SKP2)
может распознавать несколько различных суб-
стратов, причем характер распознавания зависит
от их посттрансляционных модификаций, таких
как фосфорилирование или гликозилирование.
После связывания целевого белка-мишени белок
FBP за счет своего структурного мотива F-box
связывается с белком SKP1 (компонент комплек-
са SCF), обеспечивая сближение белка-мишени и
убиквитин-конъюгирующего фермента E2. Свя-
зывание фермента Е2 с комплексом SCF осуществ-
ляется через RING-домен. В результате остаток

убиквитина переносится от фермента Е2 к белку-
мишени.

В заключение хотелось бы отметить, что про-
цессы, аналогичные убиквитинированию в эу-
кариотических клетках, протекают и в клетках
прокариот. Так, обнаружен прокариотический
убиквитин-подобный белок Pup (prokaryotic ubiqui-
tin-like protein), присоединение которого к белкам
служит сигналом к протеолизу протеасомами My-
cobacterium tuberculosis [17].

УБИКВИТИНИРОВАНИЕ В РАСТЕНИЯХ

В клетках растений полиубиквитинирование и
последующая протеасомная деградация белков,
содержащих специфические домены – дегроны,
осуществляются с помощью гормонов ауксинов,
из которых наиболее распространены гетероаук-
син (индолил-3-уксусная кислота, IAA), и жасмо-
нат изолейцина ((+)-7-iso-jasmonoyl-L-isoleucine,
JA-Ile). Эти гормоны связываются с F-box-домена-
ми белков TIR1 (Тransport Inhibitor Response 1) и
COI1 (Соronatine-insensitive protein 1), соответ-
ственно, и способствуют их ассоциации с белками-
мишенями, содержащими специфические мотивы
дегрона. Белки TIR1 и COI1 входят в состав E3
убиквитинлигазного комплекса SCF, который
вместе с убиквитин-конъюгирующим ферментом
E2 катализирует полиубиквитинирование и по-
следующую протеасомную деградацию содержа-
щих дегрон белков [18–22]. Мишенями TIR1,
связанного с ауксином, служат белки, содержа-
щие AID, в то время как белок COI1, связанный с
JA-Ile, нацелен на белки, содержащие дегроны
JAZ [21, 23].

Для контролируемой деградации белков в не-
растительных клетках чаще используется система
AID, поэтому остановимся на ней более подроб-
но. Гормон гетероауксин (рис. 2а) способен регу-
лировать транскрипцию в растениях, стимулируя
деградацию белков Aux/IAA, негативных регуля-
торов генной экспрессии [24]. Ауксин стимули-
рует связывание белков Aux/IAA с белком TIR1,
который входит в состав комплекса Е3 убикви-
тинлигазы SCFTIR1. Изучение 29 белков Aux/IAA
Arabidopsis, деградирующих в присутствии аукси-
на, показало, что все они состоят из четырех
консервативных доменов. За связывание с убик-
витинлигазой SCFTIR1 отвечает домен II, кото-
рый содержит консервативную аминокислот-
ную последовательность, называемую AID [25].
Сродство комплекса SCFTIR1 к AID-содержащим
белкам резко возрастает именно в результате
связывания ауксина с белком TIR1. Помимо
F-box-домена белок TIR1 содержит также лей-
цин-богатые участки (LRR), по форме напомина-
ющие подковообразные соленоиды. Карман свя-
зывания ауксина в белке TIR1 сформирован тре-
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мя протяженными петлями, входящими в состав
трех LRR (LRR 2, 12 и 14), которые названы Loop 2,
Loop 12 и Loop 14 соответственно (рис. 2б) [19].
Кроме того, в белке TIR1 в непосредственной
близости от кармана связывания ауксина нахо-
дится сайт связывания фитиновой (D-мио-ино-
зитол-1,2,3,4,5,6-гексакисдигидрофосфорной)
кислоты [19], которая, вероятнее всего, служит
структурным кофактором. Интересно, что сайт
связывания фитиновой кислоты в TIR1 консер-
вативен у белков AFB (auxin signaling F-box), ко-
торые, как и TIR1, принадлежат к семейству F-
box-белков Arabidopsis [21], что свидетельствует о
важной роли фитиновой кислоты в формирова-
нии структуры белков этого семейства.

Показано, что связывание ауксина с комплек-
сом SCFTIR1 не приводит к значительным измене-
ниям конформации белка TIR1, а лишь усиливает
взаимодействие комплекса с AID [19]. Однако та-
кое взаимодействие возможно и в отсутствие фи-
тогормона, что влечет за собой ауксиннезависи-
мую деградацию белков, содержащих дегрон.

От ауксиннезависимой деградации могут предо-
хранять белки семейства ARF (Auxin Response
Transcription Factor) – факторы транскрипции,
узнающие последовательность TGTCTC, встреча-
ющуюся в промоторах генов белков, участвую-
щих в ауксинзависимой регуляции [26]. Растения
Arabidopsis содержат более 10 различных белков
ARF, каждый из которых распознает последова-
тельность TGTCTC и связывается с ней за счет
консервативного ДНК-связывающего домена
(120 аминокислот). Также в белках ARF есть до-
мен PB1 (Phox and Bem1), который взаимодей-
ствует с доменами III и IV белков Aux/IAA. В ре-
зультате белки Aux/IAA и ARF образуют гетероди-
мерный комплекс, в котором Aux/IAA защищены
от взаимодействия с TIR1 и последующей ауксин-
независимой деградации [27, 28].

ПРИМЕНЕНИЕ СИСТЕМЫ АУКСИН-
ИНДУЦИБЕЛЬНОГО ДЕГРОНА

ДЛЯ КОНТРОЛИРУЕМОЙ ДЕГРАДАЦИИ 
БЕЛКОВ В КЛЕТКАХ

НЕРАСТИТЕЛЬНОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ

В 2009 году систему AID успешно модифици-
ровали для контролируемой деградации белков в
нерастительных клетках [29]. Предположили, что
добавление AID к белку-мишени (в качестве де-
грона использовали полную последовательность
белка IAA17/AXR3 из семейства Aux/IAA A. thali-
ana), а также экспрессия растительного белка TIR1
в клетках позволят запустить деградацию интере-
сующего белка под действием фитогормона аук-
сина [29]. Из генома A. thaliana был выделен ген
белка TIR1 (AtTIR1), который экспрессировали в
клетках дрожжей Saccharomyces cerevisiae. С помо-
щью иммунопреципитации показано, что полу-
ченный в результате белок TIR1 взаимодействует
с белком CDC53, входящим в состав SCF-ком-
плекса дрожжей. В эти клетки вводили последо-
вательность гена зеленого флуоресцентного бел-
ка (GFP), модифицированного AID, а затем
клетки обрабатывали ауксином. В результате
интенсивность свечения GFP снижалась уже
спустя 30 мин. Выяснилось также, что деграда-
ция GFP не зависит от того, к какому концу белка
(С- или N-) присоединен дегрон. Огромным пре-
имуществом этой системы является обратимость
деградации: спустя 30 мин после удаления аукси-
на из среды свечение GFP начало восстанавли-
ваться. Однако известно, что взаимодействие
между AtTIR1 и белком, содержащим AID, ста-
бильно при температуре от 4 до 25°С, а при 37°С
сильно ослабевает [21], что связано с понижени-
ем стабильности AtTIR1 при температуре выше
25°С. Следовательно, чтобы применять AID-си-
стему для деградации белков в клетках млекопи-
тающих, культивируемых при температуре 37°С,

Рис. 2. Структура гетероауксина (а) и кармана для его связывания в белке TIR1 (б), петли (Loop) 2, 12 и 14 выделены
желтым; PDBID 2P1P.
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необходимо было повысить ее термостабиль-
ность. Для решения этой проблемы из растений,
растущих в более жарком климате, выделили ге-
ны белков TIR1, а для использования в клетках
млекопитающих выбрали продукт гена TIR1 из
Oryza sativa (osTIR1), взаимодействие которого с
дегроном было устойчивым в широком интервале
температур [29]. В результате получили систему
индуцируемой деградации белков в клетках млеко-
питающих, состоящую из белка-мишени, мечен-
ного дегроном IAA17, белка osTIR1 и фитогормона
ауксина (рис. 3).

Полученную систему опробовали для кон-
тролируемой деградации белка GFP-AID-NLS
(NLS – nuclear localization signal, сигнал ядерной
локализации), экспрессируемого в нескольких
клеточных линиях: HeLa (клетки, полученные из
раковой опухоли шейки матки), COS1 (клетки зе-
леной мартышки), CHOK1 (клетки китайского
хомячка), NIH3T3 (эмбриональные клетки мы-
ши), HEK 293T (эмбриональные клетки челове-
ка) и DT40 (B-клетки курицы) [29]. Концентра-
ция белка-мишени при экспрессии в клетках
osTIR1 и добавлении ауксина снижалась вплоть
до 3% от концентрации в клетках дикого типа. В
свою очередь, замена среды на среду без ауксина
приводила к полному восстановлению уровня
интересующего белка. Кроме того, экспрессия
osTIR1 никак не сказывается на клеточном росте.
В этой же работе система с использованием AID
показала свою эффективность при снижении со-

держания эндогенного белка CENP-H (Cen-
tromere protein H) в клетках DT40 курицы.

Разработанную систему в дальнейшем успеш-
но использовали на модельных организмах:
дрожжах (Schizosaccharomyces pombe [30]), маля-
рийном плазмодии (Plasmodium falciparum [31]),
токсоплазме (Toxoplasma gondii [32]), дрозофиле
(Drosophila melanogaster [33]) и нематодах (Caenor-
habditis elegans [34]). В 2012 г. была подтверждена
эффективность AID-системы для контролируе-
мой деградации эндогенных белков (как ядерных,
так и цитоплазматических) в клетках млекопита-
ющих [35].

Модификация системы AID-дегрона
Уменьшение длины AID-дегрона IAA17. Длина

дегрона IAA17, предложенного в [29], составляет
228 а.к., что затрудняет его встраивание в клеточ-
ные белки. Кроме того, присоединение достаточ-
ного большого белка IAA17 к белку-мишени мо-
жет препятствовать его правильному фолдингу и
нарушать функциональность. Как сказано выше,
белки семейства Aux/IAA, к которому относится
IAA17, состоят из четырех доменов, однако толь-
ко второй домен абсолютно необходим для узна-
вания комплексом SCFTIR1 и запуска деградации
[20, 21]. Предприняты попытки определить ми-
нимальную длину AID, необходимую для успеш-
ной деградации целевого белка-мишени.

Проанализирована эффективность работы де-
грона при укорачивании белка IAA17 до фрагмен-

Рис. 3. Принцип работы AID-системы контролируемой деградации белка-мишени в клетках млекопитающих.
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тов 1–114 (115 а.к.), 31–114 (84 а.к.) и 71–114 (44 а.к.,
назван авторами AID*) [36]. Модификация вы-
бранного в качестве мишени белка RAD53 лю-
бым из указанных укороченных дегронов вызы-
вала деградацию этого белка в клетках дрожжей,
экспрессирующих osTIR1, при добавлении аукси-
на. Более короткие последовательности из IAA17
не приводили к деградации RAD53. Однако ока-
залось, что белок RAD53, меченный любым из де-
гронов, серьезно деградирует даже в отсутствие
ауксина, причем деградация была сильнее в случае
укороченных дегронов. Проблему нежелательной
ауксиннезависимой деградации RAD53 удалось
решить только путем модификации укороченно-
го дегрона AID* эпитопом 9myc. Поскольку белок
RAD53 отвечает за правильное протекание репли-
кации в клетках, снижение его уровня должно по-
вышать чувствительность клеток к агентам, приво-
дящим к сбою репликации, например, к гидрокси-
мочевине и УФ-излучению. Оказалось, что только
в случае RAD53AID*–9myc чувствительность клеток к
обоим агентам в отсутствие ауксина была сравни-
мой с чувствительностью клеток дикого типа, а
при добавлении ауксина клетки вели себя как
клоны с делетированным RAD53. В результате
проделанной работы сделан вывод, что последо-
вательность AID*–9myc может использоваться
для индукции ауксинзависимой деградации бел-
ков в культурах клеток [36].

Предложен и другой вариант укороченного де-
грона – mini-AID 65–132 (68 а.к.) [37]. Присоеди-
нение нескольких конструкций mini-AID к белку
Elg1 приводило к его деградации в клетках S. cer-
evisiae в присутствии ауксина. Интересно, что
триплет такого мини-дегрона (3×mini-AID) вы-
зывал даже более эффективную деградацию бел-
ка-мишени, чем полноразмерный дегрон IAA17.
При этом не выявлено ауксиннезависимой дегра-
дации модифицированного дегроном белка Elg1.
Возможно, этот нежелательный эффект, наблю-
даемый в случае RAD53 [36], характерен не для
всех белков, содержащих AID.

В 2016 г. укороченный дегрон впервые исполь-
зовали для деградации белков в клетках млекопи-
тающих [38]. Валидацию системы проводили на
клетках НЕК 293Т, в которых дополнительно
экспрессировали оsTIR1, в качестве белка-мише-
ни использовали GFP, к которому присоединяли
либо полноразмерный дегрон IAA17, либо его
укороченный вариант – AID47 (63–109, 47 а.к.).
Интересно, что в клетках оба дегрона спонтанно
отщепляются от GFP, однако полноразмерный
дегрон IAA17 отщепляется значительно быстрее,
чем AID47, разработанный в [38]. Однако по-
скольку о подобном эффекте другие группы, ис-
пользующие AID-систему, не сообщали, этот эф-
фект сочли связанным исключительно с особенно-
стями выбранной системы. Оказалось также, что

скорость отщепления дегрона зависит от локализа-
ции белка. Клетки трансфицировали векторами,
кодирующими GFP-AID47 и NLS-GFP-AID47. От-
щепление AID47 происходило одинаково эффек-
тивно в обоих случаях, но NLS-GFP-AID47, лока-
лизующийся в ядре, расщеплялся быстрее. Тем не
менее, далее AID47 успешно использовали для де-
градации белков NANOG, CHK1 (Human check-
point kinase 1), p53 и NOTCH1 (Neurogenic locus
notch homolog protein 1) в стволовых клетках мле-
копитающих. Модификация белков AID47 позво-
ляла добиться практически полной их деградации
уже через 20 мин после добавления ауксина, при-
чем деградация была обратимой: через 2 ч после
удаления ауксина из среды концентрация белка в
клетках восстанавливалась до первоначального
уровня.

Недавно был предложен еще более короткий
вариант AID на основе белка IAA17 – smAID (74–
115, 42 а.к.) [39]. Присоединение smAID к эндо-
генному белку Ku70 человека приводило к его де-
градации в клетках НЕК 293Т, экспрессирующих
osTIR1. Однако в этом случае для полной деграда-
ции белка требовалось 2 ч после добавления аук-
сина, что может быть связано как с дополнитель-
ным уменьшением последовательности дегрона,
так и с очень высоким содержанием белка Ku70 в
клетках человека [40]. Надо отметить, что, как и в
некоторых других исследованиях [36, 38], наблю-
дали ауксиннезависимую деградацию Ku70, хотя
уровень ее был не очень значительным.

Подходы по предотвращению ауксиннезависимой 
деградации белков-мишеней, содержащих дегрон

Ауксиннезависимая деградация белков, моди-
фицированных AID, может быть достаточно се-
рьезной проблемой. Как сказано выше, TIR1 спо-
собен взаимодействовать с AID даже в отсутствие
ауксина [19]. Несмотря на то, что это взаимодей-
ствие значительно слабее, чем при участии аукси-
на, оно достаточно для фоновой деградации бел-
ка. Так, в клеточных линиях HEK 293T, MCF-7 и
DLD-1, экспрессирующих экзогенный TIR1, уро-
вень AID-модифицированных белков даже в от-
сутствие ауксина составлял от 3 до 50% (в зависи-
мости от белка) от уровня соответствующего бел-
ка в клетках дикого типа [41].

Один из вариантов решения данной проблемы –
использование индуцируемых промоторов для
контролируемой экспрессии гена белка TIR1.
Так, уже в пионерской работе K. Nishimura и со-
авт. [29] белок TIR1 продуцировали с использова-
нием индуцируемого галактозой промотора GAL.
Однако для этого дрожжи необходимо выращи-
вать на средах, содержащих галактозу в качестве
основного ресурса углерода, что меняет метабо-
лизм клеток, а потому может сказываться на ре-
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зультатах изучения роли тех или иных белков в
клеточном метаболизме [42]. Для решения этой
проблемы разработана система β-est AID, в кото-
рой синтез белка osTIR1 контролируется промо-
тором Z4EVpr, не требующим кардинальных из-
менений в среде, в которой растут клетки [42]. В
этой системе использовали сконструированный
фактор транскрипции ATF (Artificial Transcription
Factor), состоящий из вирусного активатора
транскрипции VP16, рецептора эстрадиола и че-
тырех доменов типа цинковый палец. При добав-
лении в среду β-эстрадиола ATF проникает в кле-
точное ядро и активирует транскрипцию гена
osTIR, связываясь с промотором Z4EVpr. В этой
системе концентрация белка-мишени DCP1
(mRNA-Decapping enzyme 1) после инкубации с
β-эстрадиолом, а затем с ауксином снижается до
13% от его уровня в необработанных клетках. Кро-
ме того, были подобраны оптимальные условия до-
бавления индукторов (предварительная инкубация
с β-эстрадиолом в течение 60 мин и последующая
15-минутная инкубация с ауксином).

Для борьбы с ауксиннезависимой деградацией
используют также белки ARF, которые регулиру-
ют деградацию в клетках растений, связываясь с
белками Aux/IAA, содержащими AID, и препят-
ствуя взаимодействию белка TIR1 с дегроном в
отсутствие ауксина [26]. Наиболее интересными
оказались факторы ARF16 и ARF25 из O. sativa
[41]. Трансфекция клеток, экспрессирующих мо-
дифицированный дегроном белок-мишень и
osTIR1, плазмидой, кодирующей домен PB1 белков
ARF16 или ARF25, приводила к частичному вос-
становлению уровня белка-мишени. Напомним,
что домен PB1 взаимодействует с доменами III и
IV белков Aux/IAA и за счет этого мешает взаимо-
действию TIR1 с доменом II этих белков и после-
дующей ауксиннезависимой деградации [27].
Важно отметить, что домен PB1 белка ARF16 не
только более эффективно препятствует деграда-
ции белка-мишени в отсутствие ауксина, но и
ускоряет ее в присутствии ауксина. При экспрес-
сии домена PB1 белка ARF16 количество белка-
мишени спустя 1 ч после добавления ауксина
снижается до уровня, недетектируемого вестерн-
блотингом, в то время как полная деградация того
же белка в отсутствие PB1-ARF16 не наступала
даже спустя 3 ч после обработки ауксином. В этой
же работе [27] показано, что для эффективного
предотвращения фоновой ауксиннезависимой
деградации необходимо сначала экспрессировать
в клетках PB1-ARF16, а затем модифицировать
белок-мишень AID и экспрессировать osTIR. Од-
нако система с использованием PB1-ARF16 не-
применима для укороченных AID, поскольку
факторы ARF связываются с третьим и четвертым
доменами полноразмерного AID [27, 28], а все
применяемые укороченные дегроны не содержат
этих доменов в своем составе.

Предложено и другое решение проблемы аук-
синнезависимой деградации [43]. Можно заме-
нить osTIR1 другим белком, содержащим домен
F-box и эффективно связывающим AID, но при
этом не вызывающим ауксиннезависимой дегра-
дации белка-мишени. В качестве такого белка
выбрали AtAFB2 из A. thaliana, который, как и
osTIR1, образует устойчивый комплекс с AID при
37°С. Установлено, что при использовании
AtAFB2 вместо osTIR1 белки-мишени в гораздо
меньшей степени подвержены ауксиннезависи-
мой деградации. Подобран также новый укоро-
ченный дегрон (miniIAA7, 37–104, 67 а.к.), кото-
рый лучше всего связывается с AtAFB2 и приво-
дит к снижению концентрации белка-мишени уже
спустя 1 ч после добавления ауксина. При этом не-
важно, на каком конце белка, C- или N-, располо-
жен miniIAA7. Выяснилось, однако, что снижение
уровня ядерных белков в присутствии AtAFB2 про-
ходит менее эффективно, чем в случае osTIR1. Ре-
шить данную проблему предложено с помощью
слабого сигнала ядерной локализации, который
вводится на C-конец белка AtAFB2. Такая кон-
струкция доступна в банке плазмид Addgene
(#129717).

К преимуществам системы AtAFB2-miniIAA7
относятся ее применимость к различным линиям
клеток, достаточно высокая скорость деградации
(значительное снижение концентрации белка
уже спустя 1 ч после добавления ауксина), отсут-
ствие ауксиннезависимой деградации, а также воз-
можность использовать укороченный AID [43].

Комбинирование AID-системы с другими 
системами регуляции экспрессии белков

Применение AID-системы не всегда позволяет
добиться полной деградации исследуемого белка.
Так, например, AID-модификация белков MCM10
и DPB11, деградация которых должна приводить
к остановке роста клеток дрожжей, поскольку
они участвуют в инициации репликации ДНК и
критически важны для перехода клетки в S-фазу,
не приводила к желаемому эффекту при добавле-
нии ауксина [44]. Соответственно сделан вывод о
том, что только AID-системы недостаточно для
полной деградации этих белков: для инициации
репликации хватало той доли белков, которая
оставалась интактной. Для дополнительного сни-
жения уровня белка-мишени систему 3×mini-
AID [37] скомбинировали с системой TET-Off
[45]. Полученную систему Tet-OFF-AID назвали
iAID (improved auxin-inducible degron) [44].

TET-Off – это система регуляции экспрессии
белка-мишени, состоящая из трех компонентов:
оператора TetO (последовательность, расположен-
ная до промотора гена белка-мишени), транскрип-
ционного активатора tTA и репрессора TetR. В от-
сутствие тетрациклина или его аналога доксицик-
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лина tTA связан с TetO и тем самым активирует
транскрипцию с расположенного далее промотора,
добавление же антибиотика нарушает связыва-
ние активатора с оператором и способствует свя-
зыванию репрессора, что останавливает тран-
скрипцию гена белка-мишени [45].

Разработанную систему iAID применили к
белкам MCM10 и DPB11. С этой целью перед
промоторами генов белков MCM10 и DPB11, мо-
дифицированных AID c N- или С-конца, распо-
ложили оператор TetO [44]. Клетки дрожжей с
такими модифицированными генами трансфи-
цировали плазмидой, содержащей последова-
тельности tTA, TetR и osTIR1, а затем обрабатыва-
ли ауксином и тетрациклином. В ходе отбора кле-
ток, в которых действие системы iAID настолько
снижало уровень белков MCM10 и DPB11, что
приводило к полной и необратимой остановке
перехода клеток в S-фазу, выяснилось, что пол-
ное нарушение роста клеток происходило только
при расположении дегрона на N-конце белка
DPB11. Клеточные линии, содержащие либо мо-
дифицированный белок MCM10, либо модифи-
цированный по С-концу белок DBP11, все-таки
входили в S-фазу.

Другой подход к повышению эффективности
деградации белков-мишеней предложен в работе
[46], в которой исследовали влияние белка MCM4
на инициацию репликации ДНК в клетках дрож-
жей. Добавление ауксина приводило к снижению
уровня белка, модифицированного полноразмер-
ным AID, но рост клеток при этом не останавли-
вался. По-видимому, причиной недостаточной
эффективности системы могла быть низкая кон-
центрация белка AtTIR1 в ядрах клеток или не-
прочный контакт между AtTIR1 и компонентом
SCF-комплекса – белком SKP1. Чтобы опреде-
лить истинную причину, сконструировали два
вектора – один для экспрессии белка AtTIR1,
слитого с сигналом ядерной локализации, а вто-
рой – AtTIR1, слитого с белком SKP1. Этими
плазмидами трансфицировали клетки, в которых
белок MCM4 был модифицирован AID, и наблю-
дали более эффективную остановку клеточного
роста при использовании плазмиды SKP1-AtTIR1.
Таким образом, основной причиной отсутствия
нарушения репликации был слабый контакт между
белками SCFTIR1-комплекса, приводящий к нару-
шению убиквитинирования и последующей дегра-
дации белка MCM4. Тем не менее, введение сигна-
ла ядерной локализации увеличивало, пусть и ме-
нее эффективно, деградацию белка. Поэтому для
экспрессии белка TIR1 было решено использо-
вать конструкцию SKP1-AtTIR1-NLS, чтобы по-
высить эффективность работы AID, скомбини-
ровав два подхода: усилить взаимодействие меж-
ду SKP1 и AtTIR1 и увеличить концентрацию
AtTIR1 в ядре. Эта система, протестированная на
нескольких десятках белков, в большинстве слу-

чаев оказалась эффективной, но в случае белка
MCM10 и еще нескольких она не позволяла сни-
жать концентрацию мишени настолько, чтобы
это сказывалось на клеточном росте. Предполо-
жили, что эта проблема может быть обусловлена
синтезом нового белка в период активации дегра-
дации. Поэтому систему решили доработать, за-
менив эндогенный промотор генов исследуемых
белков-мишеней на промотор Pnmt81, репрессиру-
емый тиамином. Добавление тиамина приводит к
остановке транскрипции, и введение ауксина за-
пускает деградацию уже синтезированного белка.
В такой системе концентрация исследуемых бел-
ков снижалась до уровня, не детектируемого Ве-
стерн-блотингом, и рост клеток прекращался, что
свидетельствует об эффективности полученной
системы, названной off-AID [46].

ДРУГИЕ СИСТЕМЫ
ДЛЯ КОНТРОЛИРУЕМОЙ

ДЕГРАДАЦИИ БЕЛКОВ

Система с использованием дегрона JAZ

Как уже отмечено, помимо ауксинов в процес-
се индуцируемой гормонами деградации белков в
растениях принимает участие JA-Ile (рис. 4а) [18,
22, 47]. Сигнальный путь с участием JA-Ile вклю-
чает убиквитинирование специфических белков-
мишеней комплексом SCFCOI1 и их последующую
деградацию 26S протеасомой. В данном случае в
состав E3 убиквитин-лигазного комплекса SCF в
качестве белка, содержащего домен F-box, входит
COI1. Мишенью комплекса SCFCOI1 служат так
называемые JAZ-белки (jasmonate ZIM-domain
proteins) [22, 48]. Все JAZ-белки содержат цен-
тральный высококонсервативный ZIM-домен и
С-концевую консенсусную последовательность
SLX2FX2KRX2RX5PY, называемую Jas-мотив. По-
казано, что именно Jas-мотив важен для связыва-
ния JAZ-белков с доменом F-box белка COI1,
причем замена всего двух аминокислот – R205 и
R206, в Jas-мотиве белка JAZ1 нарушает это взаи-
модействие [49]. Действием, аналогичным дей-
ствию JA-Ile, обладает фитотоксин коронатин,
продуцируемый патогенной бактерией Pseudomo-
nas syringae [50], который, как и JA-Ile, стимули-
рует связывание JAZ-белков с COI1 [49]. Корона-
тин обладает структурным сходством с JA-Ile
(рис. 4б), оба эти соединения связываются в од-
ном структурном кармане белка COI1 и их связы-
вание стабилизируется в присутствии Jas-мотива
JAZ-белков. Подчеркнем, что в отличие от аукси-
на, который взаимодействует только с доменом
F-box белка TIR1, коронатин и JA-Ile связывают-
ся уже с комплексом COI1/JAZ. Причем для об-
разования стабильного комплекса JA-Ile(корона-
тин)/JAZ/COI1 достаточно пептида, соответству-
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ющего последовательности (Glu200–Val220) из
Jas-мотива белка JAZ1 [51].

Показано, что JA-Ile-зависимое взаимодей-
ствие белков COI1 и JAZ1 возможно и в клетках
дрожжей, т.е. для него не нужны другие расти-
тельные белки [49]. Тем не менее, эта система не
нашла столь широкого применения для направ-
ленной деградации белков в нерастительных
клетках, как система AID. Cравнение двух систем
показало, что система JAZ-дегрона может ис-
пользоваться для направленной деградации бел-
ков в ядрах клеток млекопитающих под действи-
ем коронатина [38]. Однако для этого необходи-
мо модифицировать белок-мишень 33-звенным
пептидом из JAZ-дегрона риса (OsJAZ33), а в ка-
честве белка F-box использовать химерный бе-
лок оsTIR1F-box-оsCOI1BLRR. Таким образом, эта
система оказалась более сложной в использова-
нии, чем AID-система.

Система dTAG

Система dTAG (degradation tag) деградации
белка-мишени также основана на процессе убик-
витинирования, но при этом использует меха-
низм инициации убиквитинирования, существу-
ющий в клетках животных [52]. Помимо SCF-
комплекса, функции лигазы E3 способен испол-
нять белковый комплекс, состоящий из церебло-
на (CRBN), куллина-4А (CUL4A), белка DDB1
(DNA Damage-Binding Protein), связывающего
поврежденную ДНК, и белка RBX1/ROC1
(RING-box protein 1/regulator of cullins 1), содер-
жащего домен RING-box для связывания с кул-
лином [53]. Для привлечения этого комплекса к
белку-мишени разработана специальная метка,
представляющая собой белок FKBP12F36V, полу-
ченный методами белковой инженерии из
FKBP12. Белки семейства FKBP (FK506 Вinding
Рrotein) обладают пролилизомеразной активно-
стью и выполняют функцию шаперонов, способ-
ствуя правильному фолдингу пролинсодержащих
белков. Кроме того, получен синтетический низ-
комолекулярный лиганд dTAG-13 (рис. 5а), с ко-
торым одновременно могут связаться FKBP12F36V

и белок цереблон. Предполагалось, что добавле-
ние dTAG-13 к культуре клеток, в которых белок-
мишень слит с белком FKBP12F36V, должно спо-
собствовать связыванию с данным белком E3 лига-
зы, в состав которой входит цереблон, и убиквити-
нированию мишени с последующей деградацией
(рис. 5б). Предварительно показано, что в присут-
ствии dTAG-13 мутант FKBP12F36V деградирует, а
FKBP12 дикого типа деградации не подвергается.

Систему dTAG протестировали на культуре
клеток HEK 293T и показали, что деградация бро-
модоменсодержащего белка 4 (BRD4), слитого c
белком FKBP12F36V, наблюдалась уже через 1 ч по-

сле добавления 500 нМ dTAG-13. Кроме того, эта
система проверена на нескольких десятках бел-
ков в линии клеток MV4-11 миелоидного лейкоза.
Деградация всех исследуемых белков происходи-
ла через 2–4 ч, причем в некоторых случаях ее эф-
фективность была достаточной для подавления
клеточного роста [52].

К преимуществам системы dTAG по сравне-
нию с AID-системой относится отсутствие необ-
ходимости экспрессии в животных клетках ком-
понентов растительной убиквитинлигазы, таких
как белок TIR1, поскольку система dTAG изна-
чально основана на процессе убиквитинирова-
ния в клетках животных. Важно, что эффектив-
ность системы dTAG показана и на мышах, на ко-
торых AID-систему не применяли. В костный
мозг мышей вводили клетки, экспрессирующие
люциферазу, слитую с белком FKBP12F36V (luc-
FKBP12F36V), и уже через 4 ч после введения
dTAG-13 наблюдали значительное снижение
уровня биолюминесценции, что указывает на эф-
фективное разрушение белка luc-FKBP12F36V.
Через 28 ч после обработки dTAG-13 биолюми-
несценция восстанавливалась до уровня в кон-
троле [52].

Системы HaloTag и HaloPROTAC
Система HaloTag отличается от описанных

выше тем, что в ней используется принцип убик-
витиннезависимой деградации белков. HaloTag-
метка была разработана для визуализации бел-
ков-мишеней в клетке, их иммобилизации, а также
выявления клеточных партнеров [54]. Эта метка
представляет собой модифицированную галоал-
кандегалогеназу, способную реагировать с синте-
тическим лигандом, содержащим хлоралкильный
фрагмент, присоединенный к флуоресцентным
красителям, биотину, аффинным меткам и т.д.
Образование ковалентной связи между белком и
хлоралкильным фрагментом происходит быстро и

Рис. 4. Структура жасмонат изолейцина (а) и корона-
тина (б).
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в физиологических условиях, приводя в результа-
те к образованию белка, содержащего необходи-
мую метку (HaloTag). Использовать HaloTag для
деградации белков предложили в работе [55].
Предположили, что модификация поверхности
белка-мишени HaloTag-меткой, содержащей гид-
рофобный лиганд, может привести к его деграда-
ции, поскольку клетка будет воспринимать бе-
лок, модифицированный такой гидрофобной
меткой, как неправильно свернутый и подлежа-
щий уничтожению [56, 57] (рис. 6а). И действи-
тельно, 5 из 30 синтезированных гидрофобных
лигандов [55] вызывали разрушение модельной
мишени (люциферазы, слитой с HaloTag (Luc-
HaloTag), экспрессированной в клетках НЕК
293Т), причем наиболее эффективным оказался

лиганд НуТ13 (рис. 6б). Изучение кинетики де-
градации Luc-HaloTag показало, что белок не де-
тектировался в клетках через 8 ч после добавле-
ния к ним 100 нМ лиганда НуТ13.

Систему HaloTag:HyT13 также успешно приме-
няли для деградации мембранных белков, белков
эмбрионов Danio rerio, а также мутантного белка
H-RasG12V в злокачественной опухоли, приви-
той мышам. Показано, что лиганд НуТ13 может
эффективно проникать в клетки и ткани организ-
ма и направлять меченные HaloTag белки на де-
градацию [55]. Позднее систему HaloTag с други-
ми лигандами успешно использовали для направ-
ленной деградации белков CREB1 (responsive
element binding protein 1) и c-Jun в культурах кле-
ток [58].

Рис. 5. Структура низкомолекулярного лиганда dTAG-13 (а) и принцип работы системы dTAG (б).
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В дальнейшем в системе HaloTag предложили
использовать молекулы PROTAC (PROteolysis
TArgeting Chimera) – бифункциональные низко-
молекулярные лиганды, которые могут рекрути-
ровать определенные E3 лигазы к нужному белку
(подробно система PROTAC будет рассмотрена
ниже) [59]. Синтезирована серия хлоралкилсо-
держащих лигандов PROTAC (HaloPROTAC),
способных связываться с усовершенствованной
версией HaloTag – HaloTag7 и опухолевым су-
прессором VHL, который в комплексе с элонги-
нами C и B и куллином выполняет роль E3 лигазы
и способен активировать деградацию белка путем
его убиквитинирования. Таким образом, полу-
ченные лиганды, связываясь одновременно с
белками, меченными HaloTag7, и VHL, могут ак-
тивировать деградацию меченых белков (рис. 7а).
Самым эффективным оказался HaloPROTAC3
(рис. 7б), добавление которого к клеткам НЕК
293Т, экспрессирующим модельный белок-ми-
шень GFP-HaloТag7, приводило к снижению его
концентрации на 90% от начального уровня.

Сравнение уровня деградации белка GFP-
HaloТag7 под действием HaloPROTAC3 и HyT36
(триплет наиболее эффективного гидрофобного
лиганда HyT13 [55]) показало более высокую эф-
фективность системы HaloPROTAC (при концен-
трации HaloPROTAC3 19 ± 1 нM максимальная
степень деградации равна 90 ± 1%, а при концен-
трации HyT36 134 ± 7 нM – 56 ± 1%) [59].

Систему HaloPROTACs успешно применили
для деградации эндогенных белков SGK3 и
VPS34, модифицированных меткой HaloTag7, с
помощью технологии CRISPR/Cas9. В этом слу-
чае использовали усовершенствованную молеку-

лу HaloPROTAC-E – хлоралкилсодержащий вы-
сокоаффинный лиганд белка VHL (VH298), вы-
зывающий ∼50%-ную деградацию белка SGK3,
меченного HaloTag7, уже за 30 мин и ∼95%-ную
деградацию через 48 ч [60].

Некоторые компании (“Promega”, “GeneCo-
poeia”) предлагают коммерческие наборы и век-
торы, позволяющие быстро и эффективно вво-
дить метку HaloTag на C- и N-концы различных
белков-мишеней. Однако стоит учитывать, что
любой хлоралкилсодержащий лиганд ковалентно
присоединяется к метке HaloTag, а значит, дегра-
дацию модифицированного им белка невозмож-
но остановить, просто удалив этот лиганд из сре-
ды, как в случае деградации, индуцируемой аук-
сином. Именно по этой причине появление
белков-мишеней детектируют не раньше, чем че-
рез 24 ч после удаления лигандов, когда в клетках
успевают синтезироваться новые порции этих бел-
ков [55, 59]. Кроме того, как в системе HaloTag, так
и HaloPROTAC к эндогенным белкам для их де-
градации необходимо присоединить достаточно
большой белок (FKBP12F36V или HaloTag), длина
которого значительно превышает длину укоро-
ченных вариантов AID, и который может повли-
ять на фолдинг и функциональность исследуемых
белков-мишеней.

Система PROTAC
Как отмечено выше, при разработке системы

HaloTag использовали молекулы PROTAC (PRO-
teolysis TArgeting Chimera), которые состоят из
лиганда (чаще всего низкомолекулярного инги-
битора) белка-мишени и лиганда убиквитинлига-
зы E3, которые ковалентно соединены линкером

Рис. 6. Принцип работы системы HaloTag (а) и структура лиганда HyT13 (б).
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длиной 5–15 атомов. В результате связывания
PROTAC одновременно с белком-мишенью и
убиквитинлигазой E3 эти два белка сближаются,
что обеспечивает убиквитинирование мишени и
ее последующую деградацию 26S протеасомой
[61]. Систему PROTAC впервые предложили в ра-
боте [62], в которой показана возможность направ-
ленного убиквитинирования метионин-аминопеп-
тидазы-2 (MetAP-2) комплексом SCF (Skp1-Cullin-
F-box), содержащим белок Hrt1 (RING-H2 protein
Hrt1). Белок MetAP-2 способен ковалентно свя-
зывать ингибитор ангиогенеза овалицин, поэто-
му синтезировали бифункциональное соедине-
ние Protac-1, один домен которого состоял из ова-
лицина, а другой содержал фосфопептид IkBa,
распознаваемый F-box-белком b-TRCP. Показа-
но, что молекула Protac-1 успешно связывает бел-
ки SCF/b-TRCP и MetAP-2, что приводит к убик-

витинированию и протеасомной деградации по-
следнего. При этом деградации подвергается только
белок MetAP-2, содержащий остаток Protac-1.

Значительным прогрессом в развитии техно-
логии PROTAC стало создание в 2008 г. первого
бифункционального соединения, содержащего в
качестве обоих лигандов (мишени и убиквитин-
лигазы Е3) только низкомолекулярные соедине-
ния [63]. Новая молекула PROTAC состояла из
лиганда рецептора андрогенов (SARM) и нутли-
на – лиганда белка MDM2 (mouse double minute 2
homolog), связанных линкером на основе поли-
этиленгликоля. В этой системе белок MDM2
функционирует как убиквитинлигаза E3. Новый
PROTAC эффективно привлекал рецептор андро-
генов к белку MDM2, что приводило к убиквити-
нированию рецептора и его последующей дегра-
дации протеасомой.

Рис. 7. Принцип работы системы HaloPROTAC (а) и структура лиганда HaloPROTAC3 (б).
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К настоящему времени разработаны молекулы
PROTAC, в которых используются низкомолеку-
лярные лиганды не только MDM2, но и таких
убиквитинлигаз Е3, как онкосупрессор VHL (Von
Hippel-Lindau) [64], белки-ингибиторы апоптоза
IAP (inhibitor of apoptosis proteins) [65], цереблон
[66]. Технология PROTAC активно развивается:
разрабатываются новые лиганды белков-мише-
ней разного типа, оптимизируется структура лин-
керов, определяются условия, позволяющие наи-
более эффективно формировать тройной комплекс
белка-мишени/PROTAC/убиквитинлигазы в раз-
личных клетках и животных моделях. Для оптими-
зации структуры PROTAC активно используют
данные рентгеноструктурного анализа комплек-
сов белков с их лигандами [67, 68], а также ком-
пьютерный докинг [69].

Первый положительный эффект от использо-
вания молекул PROTAC in vivo получили в 2013 г.,
когда с помощью контролируемой деградации
меченных PROTAC белков удалось подавить раз-
витие раковой опухоли в мышиной модели [70]. С
тех пор получены многочисленные данные об
успешном использовании in vitro и in vivo молекул
PROTAC, нацеленных на различные мишени, при-
чем надо особо отметить, что технология PROTAC
оказалась особенно удобным инструментом разру-
шения белков, вовлеченных в развитие онкологи-
ческих заболеваний [71, 72]. К настоящему времени
удалось создать молекулы PROTAC, способные не
только эффективно индуцировать протеолиз ми-
шеней, но и обладающие хорошей фармакокине-
тикой и фармакодинамикой. В результате две мо-
лекулы проходят сейчас клинические испытания
в качестве противоопухолевых препаратов [72,
73]. Необходимо отметить некоторые достаточно
серьезные преимущества молекул PROTAC по
сравнению с традиционными низкомолекуляр-
ными ингибиторами ферментов, вовлеченных в
развитие онкологических заболеваний. Во-пер-
вых, молекула PROTAC способна катализировать
деградацию нескольких молекул белка-мишени.
Благодаря такому каталитическому механизму
действия, для достижения желаемого фармаколо-
гического эффекта требуются значительно более
низкие концентрации PROTAC, чем обычных ин-
гибиторов. Еще одно преимущество PROTAC со-
стоит в том, что они могут использоваться для
преодоления лекарственной устойчивости, воз-
никающей из-за мутаций в белках-мишенях в ре-
зультате стандартной химиотерапии [74]. Более
широкое распространение этой технологии огра-
ничивается главным образом тем, что для каждо-
го нового белка-мишени необходимо подбирать
свой лиганд. Кроме того, содержание убиквитин-
лигаз Е3 может сильно варьировать в разных
клетках, что необходимо учитывать при созда-
нии молекул PROTAC, нацеленных на деграда-

цию определенного белка в клетках определен-
ного типа.

Система SMASh

Еще одна система, позволяющая осуществлять
контролируемую деградацию белков, названа
SMASh (Small Molecule-Assisted Shutoff) [75]. Эта
система, как и система HaloTag, использует прин-
цип убиквитиннезависимой деградации белков.
Суть ее состоит в том, что к белку-мишени присо-
единяется дегрон, который в отсутствие соответ-
ствующего ингибитора сам отщепляет себя, остав-
ляя в клетке интактный белок. В качестве такого
дегрона использован протеазный домен NS3pro
неструктурного белка 3 (NS3) вируса гепатита С,
слитый с белком NS4A этого же вируса (NS3pro-
NS4A). Если в среде отсутствуют ингибиторы
протеазной активности NS3, то модуль NS3pro-
NS4A сразу по окончании трансляции отщепля-
ется от белка-мишени и подвергается деграда-
ции, а сам белок-мишень остается в интактном
состоянии (рис. 8). В присутствии же любого ин-
гибитора сериновой протеазы NS3, например
асунапревира, отщепление блокируется, и иссле-
дуемый белок, слитый с дегроном NS3pro-NS4A,
подвергается деградации.

Для объяснения такого необычного свойства
дегрона NS3pro-NS4A необходимо обратиться к
функциональной роли белка NS4A в репликации
вируса гепатита C. В ходе репликации синтезиру-
емый полипептид NS3-4A расщепляется на два
отдельных белка благодаря активности протеаз-
ного домена NS3. В результате N-конец белка
NS4A формирует гидрофобную α-спираль, кото-
рая встраивается в мембрану эндоплазматическо-
го ретикулума. Позиционирование полипептида
NS3-4A в активном центре протеазы NS3 обеспе-
чивается за счет хеликазного домена NS3 [76].
Однако в конструкции NS3pro-NS4A, использо-
ванной в системе SMASh, отсутствует хеликаз-
ный домен NS3, поэтому NS3pro-NS4A не рас-
щепляется, и свободный N-конец NS4A не обра-
зуется. Из-за этого NS4A не может встроиться в
мембрану, при этом его гидрофобная структура
распознается клетками как дегрон и уничтожает-
ся вместе со слитым с ним белком.

Доработка системы SMASh позволила моди-
фицировать белки-мишени как с N-, так и с
C-конца, а также повысить эффективность от-
щепления дегрона в отсутствие асунапpевира.
При использовании в качестве мишени желтого
флуоресцентного белка (YFP), слитого с дегро-
ном NS3pro-NS4A, 50%-ная эффективная кон-
центрация (ЕС50) асунапревира, измеренная по
уменьшению флуоресценции YFP, составляла
приблизительно 1 нМ, что сравнимо с его ЕС50 в
тестах по ингибированию репликона вируса.
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Этот результат показывает, что связывание асу-
напревира с протеазой NS3 не изменяется в кон-
струкции SMASh. Примечательно, что YFP не де-
тектировался при концентрации асунапревира 1.5
мкМ [75], при которой он не проявляет активно-
сти против клеточных протеаз и не обладает ци-
тотоксичностью [77]. Кроме того, полученная си-
стема деградации белка действительно обратима:
уже спустя 1 ч после удаления асунапревира из
среды концентрация белка-мишени восстанав-
ливалась до исходного уровня. Система показала
свою эффективность в снижении уровня белка-
мишени как в животных клетках (HEK 293T,
клетки кортико-гиппокампальной системы крыс
и кортикальные нейроны мышей), так и в клетках
дрожжей [75].

Преимущество системы SMASh перед систе-
мой AID заключается в отсутствии необходимо-
сти продуцировать дополнительные белки. Си-
стема лишена и такого недостатка, как описанная
индукторнезависимая деградация, которая часто
наблюдается в случае AID. К преимуществам
этой системы относится и то, что метка NS3pro-
NS4A удаляется сразу после синтеза белка в от-
сутствие блокаторов протеаз, и никак не влияет
на функции и фолдинг белка-мишени. Возмож-
но, именно по этим причинам систему SMASh
начали активно использовать для направленной
деградации вирусных и клеточных белков [78–
80]. Тем не менее, возможности этой системы,
по-видимому, ограничены активно экспрессиру-
емыми белками. Если исходить из механизма де-
градации белков с меткой NS3pro-NS4A, то ста-
новится понятным, что белок можно разрушить,
только если он синтезируется в присутствии ин-
гибитора протеазы NS3pro, если же трансляция
уже завершилась и дегрон отщепился, то добавле-
ние ингибитора не приведет к разрушению белка.

Оптогенетический подход к деградации белков

Все описанные выше методы основаны на ис-
пользовании химических соединений, индуци-
рующих деградацию соответствующим образом
меченых белков (ауксин, dTAG, PROTAC) или,
наоборот, препятствующих ей (асунапревир).
Принципиально иной подход основан на индук-
ции деградации белка, содержащего специально
сконструированный светочувствительный до-
мен, при облучении светом определенной длины
волны. Этот подход назван оптогенетическим по
аналогии с методом изучения работы нервных
клеток, основанным на внедрении в их мембрану
белков-опсинов, реагирующих на возбуждение
светом [81]. В большинстве работ в качестве све-
точувствительного домена используется домен
LOV (Light-Oxygen-Voltage) из фоторецепторных
белков растений [82–86]. Этот домен состоит из
корового домена, связывающего FMN, и Ja-спи-
рали на С-конце, которая в темноте ассоциирова-
на с коровым доменом. При облучении синим
светом остаток цистеина из корового домена об-
разует ковалентный аддукт с возбужденным
FMN. Это вызывает конформационные измене-
ния в коре, за которыми следует диссоциация и
разворачивание Ja-спирали [87]. Если к С-концу
Ja-спирали присоединен какой-либо дегрон, то
весь домен LOV может подвергаться протеа-
сомной деградации. Если же домен LOV присо-
единен к исследуемому белку-мишени, то облу-
чение синим светом вызывает деградацию этого
белка (рис. 9).

В первой работе, в которой предложено исполь-
зовать оптогенетический подход к деградации бел-
ков, в качестве дегрона была выбрана последова-
тельность орнитиндекарбоксилазы (ODC) мыши
[82]. Этот дегрон индуцирует убиквитиннезависи-
мую протеасомную деградацию, если он присоеди-
нен к С-концу белка. Он состоит из неструктури-
рованного пептида длиной 37 а.к., содержащего

Рис. 8. Схема работы системы индуцибельной деградации белка, содержащего метку SMASh.
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цистеин-аланиновый мотив, который участвует в
распознавании протеасомой и поэтому важен для
деградации [88]. Структурно-функциональные
исследования показали, что для эффективной де-
градации красного флуоресцентного белка (RFP), к
С-концу которого присоединен домен LOV с
ODC-дегроном, достаточно дегрона из 23 а.к.
[82]. В качестве домена LOV использовали домен
LOV2 фототропина A. thaliana (AtLOV2). Изуче-
ние кинетики деградации белка RFP-AtLOV2-
ODC(23) показало, что после 2 ч облучения си-
ним светом (λ = 470 нм) в клетках остается не более
10% белка, а время полудеградации составляет
38 мин. После помещения клеток в темноту белок
RFP-AtLOV2-ODC(23) появлялся через 1 ч. Та-
кой же подход с использованием AtLOV2-ODC-
домена впоследствии применяли для деградации
других белков [84, 86].

Предложен и другой модуль [83], обеспечива-
ющий деградацию белка при облучении синим
светом, – домен LOV2 из фототропина 1 Avena sa-
tiva (AsLOV2), к С-концу которого присоединен
пептид RRRG, вызывающий протеасомную де-
градацию белков в клетках млекопитающих [89].
Этот модуль назван доменом B-LID (Blue-Light
Inducible Degradation). Домен B-LID использова-
ли и в комбинированном подходе, который поз-
воляет при облучении клеток синим светом (λ =
= 460 нм) одновременно подавлять активность
промотора гена, кодирующего целевой белок, и
вызывать протеасомную деградацию этого белка
[85]. Созданная система, названная Blue-OFF,
состояла из репрессора KRAB-EL222 и модуля
B-LID, обеспечивающего деградацию белка.
Оба компонента содержали светочувствитель-
ные домены LOV. Облучение способствовало ди-
меризации и связыванию фоточувствительного
транскрипционного фактора EL222 со специфи-
ческой последовательностью ДНК; в результате
транскрипция с промотора прекращалась под
действием репрессорного домена KRAB (Krüppel
associated box), входящего в состав модуля KRAB-
EL222. Эффективность системы Blue-OFF иссле-
дована с использованием люциферазы светлячка
(firefly luciferase, FLuc) в качестве белка-мишени.
Работу регулятора транскрипции KRAB-EL222
анализировали, используя ген люциферазы под

контролем промотора SV40, за которым распола-
галась последовательность (C120)5, связывающая
KRAB-EL222. К С-концу люциферазы с целью
контроля эффективности фотоиндуцируемой де-
градации присоединен модуль B-LID. После об-
лучения клеток HEK-293T, экспрессирующих
люциферазу FLuc-B-LID, светом с длиной волны
460 нм в течение 8 ч уровень люциферазы сни-
жался до 10% от исходного при наличии обоих
модулей (KRAB-EL222 и B-LID) и только на 50%
в присутствии одного из них. Таким образом по-
казана эффективность работы системы Blue-OFF.
Следует добавить, что уровень FLuc-B-LID, сни-
женный в результате облучения, восстанавливал-
ся, когда клетки помещали на 12 ч в темноту. Ана-
логичные результаты получены и на других клеточ-
ных линиях (HeLa, CHO-K1, NIH/3T3 и COS-7).

Понятно, что оптогенетический подход к кон-
тролируемой деградации белков имеет и свои
преимущества, и свои недостатки по сравнению с
методами, использующими химические индукто-
ры. То, что индукция деградации белка, содержа-
щего домен LOV, происходит под действием света
и не требует добавления к клеткам химического
агента, который потенциально может влиять на их
метаболизм, является несомненным преимуще-
ством этого подхода. Однако использование имен-
но синего света ограничивает применение оптоге-
нетического подхода в основном клеточными
культурами. Применение этого подхода in vivo до-
статочно проблематично, поскольку синий свет
не способен проникать через кожные покровы и,
более того, вызывает окислительный стресс [90].
Дополнительно отметим, что все разработанные
к настоящему времени варианты оптогенетиче-
ского подхода используют убиквитиннезависи-
мую деградацию белков-мишеней.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработанные в последние годы методы воз-

действия на геном или мРНК позволяют опреде-
лить роль тех или иных клеточных компонентов
и, в первую очередь, белков, в различных клеточ-
ных процессах. Однако в некоторых случаях бо-
лее информативным или удобным представляет-
ся воздействие непосредственно на экспрессиро-

Рис. 9. Схема работы оптогенетического подхода к деградации белков.
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ванный белок, причем в идеале это воздействие
должно быть контролируемым во времени и об-
ратимым. В данном обзоре мы рассмотрели ос-
новные подходы к контролируемой деградации
белков в клетке и постарались оценить их досто-
инства и недостатки. Некоторые из этих подходов
(dTAG, HaloTag) показали свою эффективность
не только в культурах клеток, но и на животных
моделях. Несомненно, перспективен подход с ис-
пользованием молекул PROTAC, который позво-
лил вплотную подойти к созданию нового типа
противоопухолевых препаратов. Два препарата
PROTAC проходят в настоящее время клиниче-
ские испытания. Мы, однако, не претендуем на
охват всех существующих систем контролируемой
деградации белков, поскольку эта область активно
развивается и постоянно появляются новые систе-
мы, позволяющие включать–выключать деграда-
цию исследуемых белков.

Работа поддержана Российским научным
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MAIN APPROACHES TO CONTROLLED DEGRADATION
OF PROTEINS IN THE CELL

М. А. Kapitonova1, О. А. Shadrina1, 2, S. P. Korolev2, and M. B. Gottikh1, 2, *
1 Chemical Department, Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119991 Russia

2 Belozersky Institute of Physical and Chemical Biology, Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119991 Russia
*e-mail: gottikh@belozersky.msu.ru

One of the most informative techniques in studying the role of individual proteins in the cell functioning is
based on the change of their intracellular concentrations. Most often, genetic knockout or knockdown meth-
ods are used for this purpose. However, in some cases, it is more informative or convenient to act directly at
the level of the expressed protein, and this action should ideally be controlled in time and reversible. This re-
view analyzes current data on systems developed to produce such a controlled protein degradation, both by
their ubiquitination and subsequent proteasome-mediated degradation, and by other processes.

Keywords: ubiquitination, proteasome-mediated degradation, auxin, degron, inducible degradation, optoge-
netic approach
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