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Трансляционная метилтрансфераза (метилаза) HEMK2 человека, ортологи которой обнаружены у
множества прокариот и эукариот, метилирует такие разнообразные субстраты, как остатки глута-
мина и лизина в составе белков, дезоксиаденозин в ДНК, а также соединения мышьяка. Важным
субстратом метилазы HEMK2 является остаток глутамина в инвариантном GGQ-мотиве эукариоти-
ческого фактора терминации трансляции 1 (eRF1). Метилирование этого остатка ортологами HEMK2
консервативно у эукариот, архей и бактерий, хотя факторы терминации бактерий имеют другие ами-
нокислотные последовательности и структуру. В данном обзоре рассмотрены особенности функцио-
нирования метилазы HEMK2 человека и ее ортологов как многофункциональных ферментов, регули-
рующих клеточные процессы, в частности, биосинтез белка.
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ВВЕДЕНИЕ

Метилаза (метилтрансфераза) HEMK2 чело-
века (известная также, как N6AMT1, или KMT9,
или C21orf127) и ее ортологи в других эукариотах
и археях, участвует в метилировании широкого
спектра субстратов, используя в качестве донора
метильной группы S-аденозилметионин (SAM).
Предполагается, что этот фермент способен ме-
тилировать остатки глутамина в факторе терми-
нации трансляции (eRF1), а также в факторах ре-
моделирования хроматина CHD5 и NUT [1–6],
остатки лизина в гистоне H4 [2, 7], токсичные со-
единения мышьяка [8], а также, возможно, остат-
ки дезоксиаденозина в ДНК [9].

Остатки глутамина в факторах терминации
трансляции Escherichia coli также подвергаются
метилированию метилазой HEMK (Protein release
factor methylation C, PrmC) и в митохондриях че-
ловека метилазой HEMK1. Обе эти метилазы го-
мологичны HEMK2 [4, 5, 10–13]. Ген HEMK E. coli
входит в состав одного оперона с генами, кодиру-
ющими фактор терминации трансляции RF1 и
глутамил-тРНК-редуктазу, которая участвует в
синтезе гема. Из-за этого некоторое время счита-

лось, что и HEMK необходима для синтеза гема,
что обусловило название фермента (heme – гем)
[10, 14]. Однако в дальнейшем участия HEMK в
синтезе гема не обнаружили [12].

Все указанные метилазы мы будем далее назы-
вать HEMK-подобными метилазами. Необходи-
мо отметить, что метилирование факторов терми-
нации трансляции не является уникальной моди-
фикацией компонентов трансляции. Как способ
регуляции трансляции описано также метилиро-
вание рибосомных белков, трансляционных фак-
торов, а также рРНК [5, 15].

СТРУКТУРА, ОРТОЛОГИ И 
ФЕРМЕНТАТИВНАЯ АКТИВНОСТЬ HEMK-

ПОДОБНЫХ МЕТИЛАЗ
Функциональный домен всех HEMK-подоб-

ных метилаз устроен сходным образом (рис. 1).
Он образован Россмановской укладкой, состоящей
из семи β-тяжей, которые расположены приблизи-
тельно в одной плоскости и окружены с обеих сто-
рон группами α-спиралей. Такая структура функ-
ционального домена позволяет относить HEMK-
подобные метилазы к самому крупному первому

Сокращения: SAM – S-аденозилметионин; 6mA – N6-метил-2'-дезоксиаденозин; eRF1 – эукариотический фактор терми-
нации трансляции 1.
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(I) классу метилаз. Функциональный участок со-
держит консервативные глицин-богатые и NPPY-
мотивы, связывающие, соответственно, SAM и
метилируемый субстрат (у арсенита и его произ-
водных его значение неизвестно). Все они имеют
также консервативные остатки пролина (P),
участвующего в стабилизации структуры актив-
ного центра, и аспартата (D), участвующего в свя-
зывании SAM (рис. 1) [9, 10, 13, 16–20]. Точечный
мутант метилазы человека N122A с нефункцио-
нальным мотивом NPPY не может метилировать
ни остаток глутамина eRF1, ни остаток лизина ги-
стона H4 [2]. Точно также дрожжевые точечные
мутанты D77A по консервативному остатку ас-
партата, а также N122A по NPPY-мотиву не спо-
собны эффективно метилировать eRF1 [21].

Метилирование белковых субстратов проис-
ходит по SN2-механизму за счет оптимального по-
зиционирования субстрата в активном центре с
помощью водородных связей, а также дестабили-
зации SAM, что катализирует нуклеофильную
атаку неподеленной пары электронов азота на
метильную группу SAM [16, 22].

Несмотря на сходство третичной структуры
функционального домена и нескольких консер-
вативных мотивов и остатков, бактериальные
HEMK-подобные метилазы довольно сильно от-
личаются от эукариотических/архейных по пер-
вичной структуре. При выравнивании и сравне-
нии последовательностей HEMK-подобных ме-
тилаз эукариотические и архейные метилазы
кластеризуются в одну группу, что указывает на
их близкое родство, тогда как митохондриаль-
ные метилазы кластеризуются с метилазой HEMK
E. coli (рис. 1г). Более того, бактериальные
HEMK-подобные метилазы имеют в своем соста-
ве дополнительный N-домен, отсутствующий у
эукариотических и архейных ортологов HEMK2
[10, 16, 17] (рис. 1в). Интересно, что N-домен бак-
териальной HEMK охарактеризован как один из
примеров пептидов, фолдинг которых начинает-
ся непосредственно внутри выходного туннеля
рибосомы [23–25].

HEMK2 и его ортологам у архей и эукариот, в
отличие от бактериальной HEMK, для эффектив-
ного осуществления метилирования необходимо
образовать комплекс с белком TRMT112 [1–3, 8,
17, 26, 27]. По данным изотермической титраци-

онной калориметрии (ITC) формирование функ-
ционального комплекса HEMK2-TRMT112, среди
прочего, необходимо для того, чтобы метилаза свя-
зала SAM [2]. Однако у некоторых архей (Methano-
bacteriales и Thermococcales) обнаружен только
ортолог HEMK2, но не TRMT112 [28]. Таким об-
разом, не до конца ясно, насколько эффективно у
них функционирует метилаза.

Связанный с метилазой TRMT112 стабилизи-
рует конформацию ее β3–β4-тяжей, необходи-
мую для связывания SAM, а также маскирует гид-
рофобный регион фермента, что значительно по-
вышает растворимость гетерокомплекса [17, 20, 26].
В отсутствие гомолога TRMT112 метилаза дрож-
жей MTQ2 (от MethylTransferase glutamine(Q), ор-
толог HEMK2) образует нерастворимые агрегаты
[26]. В культурах клеток млекопитающих нокдаун
TRMT112 не ведет к резкому уменьшению коли-
чества HEMK2, как в случае другого ее партнера –
WBSCR22 [29]. Однако в клетках дрожжей нок-
даун гомолога TRMT112 уменьшает количество
MTQ2, снижая, вероятно, ее стабильность [30].

Ген HEMK2 человека, расположенный на
хромосоме 21, кодирует как функциональную
полноразмерную изоформу HEMK2α, так и не-
функциональную изоформу HEMK2β, в кото-
рой отсутствует NPPY-мотив. Обе эти изофор-
мы транскрибируются [1, 29, 31]. Однако нефунк-
циональная изоформа HEMK2β не способна
взаимодействовать с TRMT112 [29]. Клетки мы-
ши также содержат PRED28α и PRED28β (орто-
логи HEMK2α и HEMK2β соответственно) [31].
Локализация гена стала причиной появления аль-
тернативного названия HEMK2 – C21orf127 (Chro-
mosome 21 Open Reading Frame 127).

Данные о внутриклеточной локализации бел-
ка противоречивы. Методом иммуноокрашива-
ния показана ядерная локализация PRED28α и
PRED28β мыши [31]. На основании этих данных
в базе Uniprot (идентификационный номер
Q9Y5N5, дата обращения 23.11.2021) по аналогии
также указана ядерная локализация HEMK2 чело-
века. Однако с помощью измерения флуоресцен-
ции слитого с GFP белка NRF1 арабидопсиса
(ортолог HEMK2) удалось обнаружить лишь в
цитоплазме, но не в ядрах клеток [32]. Можно
предположить, что добавление GFP влияет на
способность метилазы оставаться в ядре. Воз-

Рис. 1. Структуры HEMK-подобных метилаз. На структуре и в последовательностях желтой линией выделен консер-
вативный остаток пролина, зеленым показан консервативный глицин-богатый участок, фиолетовой линией – кон-
сервативный остаток аспартата кислой петли, красным – NPPY-мотив. а – Обобщенная схема функционального домена
HEMK-подобных метилаз, образованного семью β-тяжами (обозначены оранжевым цветом), которые расположены в од-
ной плоскости и окружены с двух сторон α-спиралями (выделены синим), по данным [16, 19]. б – Структуры функциональ-
ного домена HEMK бактерии E. coli [22] (PDB: 1T43) и HEMK2 человека [2] (PDB: 6H1E). Структуры визуализированы с
помощью BioRender.com. в – Сравнение аминокислотных последовательностей HEMK-подобных метилаз. Идентичные,
а также сильно и слабо сходные по свойствам остатки выделены темно-серым, серым и светло-серым цветами соответ-
ственно. г – Дерево сходства последовательностей HEMK-подобных метилаз. Голубым выделены бактериальные и мито-
хондриальные HEMK-подобные метилазы, красным – архейные, черным эукариотические.
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можно, что локализация метилазы изменяется
под действием неких факторов, которые не де-
тектировались в исследованиях. Возможно, что
внутриклеточная локализация ортологов в раз-
личных организмах не консервативна. Кроме
того, предполагается, что малая молекулярная
масса метилазы не должна затруднять ее переме-
щение между ядром и цитоплазмой, и фермент
может локализоваться и в ядре, и в цитоплазме
[31]. При этом HEMK1 человека, сходная с бакте-
риальным ферментом, ожидаемо локализуется в
митохондриях [13].

ФИЗИОЛОГИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ
HEMK-ПОДОБНЫХ МЕТИЛАЗ

HEMK-подобные метилазы бактерий

Скрининг профиля экспрессии мутантов E. coli с
нокаутом HEMK предсказывает влияние метила-
зы на экспрессию 3275 генов. В частности, нокаут
HEMK приводит к подавлению экспрессии генов,
связанных с аэробным дыханием, но активирует
экспрессию генов анаэробного дыхания. Однако
нокаут HEMK не влияет на уровень экспрессии
фактора терминации RF1 [12] несмотря на то, что
кодирующие их гены находятся в одном опероне
[10, 14]. Но сверхэкспрессия HEMK супрессирует
токсичность, вызванную сверхэкспрессией гена,
кодирующего фактор терминации трансляции
RF2, что можно рассматривать как доказатель-
ство влияния HEMK на RF2 [10]. Кроме того, у
бактерий с нокаутом HEMK повышена частота
сквозного прочтения на стоп-кодонах UAG и
UGA [12, 33].Такие бактерии плохо растут на бо-
гатой среде и совсем не растут на бедной среде
[10, 33]. Мутации и делеции гена HEMK в штамме
EC958 E. coli (подгруппа штамма ST121) вызыва-
ют повышение экспрессии генов, связанных с
бактериальным жгутиком (флагеллой) и увели-
чение количества жгутиков, что ведет к увеличе-
нию ее подвижности. Комплементация мутаций
и делеций этого гена приводят к восстановле-
нию дикого типа клеток [34].

HEMK-подобные метилазы эукариот и архей

Обнаружено, что ген HEMK2 человека, а также
его ортологи у эукариот и архей связаны со мно-
жеством физиологических процессов, а его при-
сутствие необходимо для нормального роста и
развития клеток различных эукариот и архей и
устойчивости в различных стрессовых условиях.

Так, у археи Haloferax volcanii нокаут по гену, ко-
дирующему ортолог HEMK2, увеличивает в 2 раза
время, необходимое для одного раунда деления
клеток, и приводит к уменьшению размера коло-
ний [3].

Нокаут гена MTQ2, кодирующего цитозоль-
ный/ядерный дрожжевой ортолог HEMK2, а рав-
но внесение в него точечных мутаций, инактиви-
рующих метилирующую активность, приводит к
замедлению роста на стандартных средах, повы-
шению чувствительности к падению температу-
ры, высоким концентрациям солей, кальция, ко-
феина, а также к антибиотикам паромомицину,
генетицину (регулируют трансляцию) и поли-
миксин-β-сульфату (влияет на синтез триглице-
ридов) [4, 21]. Показано, что MTQ2 ассоциирован
с 60S субъединицами рибосом и, вероятно, явля-
ется фактором их экспорта из ядра. Нокаут гена
MTQ2 или его мутация, вызывающие потерю свя-
зывания белка с SAM или белковым субстратом,
приводит к нарушению биогенеза 60S рибосом и
“застреванию” предшественников 60S субъеди-
ниц в ядре. Также метилаза стимулирует созрева-
ние 5.8S и 25S рРНК у дрожжей [21] (рис. 2). Более
того, отдельно показано, что дрожжевой гомолог
TRMT112 необходим для биогенеза обеих субъ-
единиц рибосом [30].

В клетках дрожжей нокаут митохондриального
гена MTQ1, кодирующего ортолог HEMK1, не при-
водит к замедлению роста на стандартных средах,
однако замедляет его при росте на средах с нефер-
ментируемыми источниками углерода, спиртами, а
также повышает эффективность сквозного прочте-
ния стоп-кодонов [4].

Ген, кодирующий NRF1 (ортолог HEMK2),
экспрессируется во всех тканях цветкового расте-
ния Arabidopsis thaliana. Нокаут этого гена приво-
дит к замедлению роста, уменьшению размеров и
гиперчувствительности к дефициту железа. По-
следнее согласуется с тем, что функциональный
белок NRF1 необходим для экспрессии большин-
ства генов, индуцируемых недостатком железа, с
чем и связано его название (Non-response To Fe-
Deficiency 1). Более того, по данным Ribo-Seq но-
каут метилазы NRF1 приводит к “зависанию” ри-
босом около стоп-кодона [32].

Показано, что ортолог HEMK2 активно экс-
прессируется в нервной системе круглого червя
Caenorhabditis elegans [35]. Этот ген необходим для
высвобождения ацетилхолина холинергическими
нейронами. У мутантных по данному гену червей
нарушены паттерны поведения, кроме того, они
менее чувствительны к ингибиторам холинэсте-
раз [35].

Нокдаун ортологов генов HEMK1 и HEMK2
дрозофилы подавляет деление стволовых клеток
кишечника, но не энтероцитов [36].

Ген HEMK2 человека и его мышиный ортолог
экспрессируются во всех тканях, но данные по
относительному уровню экспрессии в разных ор-
ганах противоречивы [8, 31, 37]. Также показано,
что сверхэкспрессия HEMK2 и его ортологов
обеспечивает устойчивость клеток человека и
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дрожжей к некоторым соединениям мышьяка [8].
Число копий гена HEMK2 и уровень его экспрес-
сии понижены в клетках рака желудка и печени,
что стимулирует их рост, формирование коло-
ний, миграцию и инвазию. И, наоборот, сверх-
экспрессия гена подавляет эти процессы [9]. В
другом исследовании нокаут и нокдаун HEMK2,
напротив, понижали скорость деления клеток ра-
ка простаты, но не влияли на такие неопухолевые
клетки, как HEK293 или C2C12 [2]. Нокаут
HEMK2 в клетках K562 приводит к нарушению
окислительного фосфорилирования [38]. Нока-
ут HEMK2 вызывает эмбриональную леталь-
ность у мышей, обусловленную нарушением
раннего эмбрионального развития, а нокдаун
HEMK2 в клеточной линии HEK-293T человека
на 50–60% снижает пролиферацию клеток и не-
сколько повышает уровень экспрессии белка-
ингибитора циклинзависимой киназы p21, отве-
чающей за клеточный ответ на повреждения ДНК
[39]. HEMK2 считается также биомаркером неко-
торых заболеваний. Его экспрессия снижается
при немелкоклеточном раке легкого (NSCLC)
[40], а уровень белка HEMK2 повышен при мио-
дистрофии Дюшенна [41]. С помощью коиммуно-
преципитации выявлена значительная представ-

ленность HEMK2 в области промоторов генов, что
указывает на ее участие в регуляции транскрипции
(табл. 1, рис. 2). Делеция HEMK2 ведет к наруше-
нию экспрессии генов, связанных с клеточным
циклом [2].

Показано, что митохондриальный HEMK1 круп-
ного рогатого скота связан с развитием иммунной
системы [42]. Однако нокаут HEMK1 в клеточной
линии HeLa человека не влияет значимо на рост
клеток, число копий мтДНК, а также на мембран-
ный потенциал митохондрий [13].

МЕТИЛИРУЕМЫЕ СУБСТРАТЫ 
HEMK-ПОДОБНЫХ МЕТИЛАЗ

Остаток глутамина в факторах терминации 
трансляции и в факторах

ремоделирования хроматина
Показано, что как эукариотические/архейные,

так и бактериальные HEMK-подобные метилазы
метилируют остатки глутамина в составе белков в
N5 положении [4–7, 10–13, 43–46]. Все остатки
глутамина (Q), метилируемые HEMK2 человека,
объединяет общий сайт узнавания: GQ0хххR, где
позиция метилируемого Q обозначена 0. Опреде-
лена относительная эффективность метилирова-

Рис. 2. Схема работы многофункциональной метилазы HEMK2 человека и ее эукариотических ортологов (а) и суб-
страты HEMK2 (б). Розовым выделена цитоплазма, фиолетовым – ядро. Черные стрелки показывают экспорт мети-
лазы HEMK2 или ее комплекса с TRMT112 (HEMK2-TRMT112) через ядерную мембрану. Зеленые стрелки указывают
на субстраты метилирования HEMK2 или HEMK2-TRMT112, красные – на связывание и влияние на функции. Зеле-
ным цветом выделены метилируемые атомы. Рисунок нарисован с использованием BioRender.com.

а б O O

O

OH

OH

OHHO

CH3

NH2

NH2

NH2

глутамин (Q)

лизин (K)

дезоксиаденозин
(дА)

монометиларсенит
(III)(MMA)

ДНК
дА
H4
K

MMA

HEMK2-TRMT112

Q

Q

pРНК

60S

eRF1

CHD5, NUT

HEMK2

N N

NN

H2N

As

H2N



444

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 3  2022

БИЗЯЕВ и др.

ния пептидов, в которых присутствовал каждый
возможный аминокислотный остаток в каждом
положении от –6 до +7, по сравнению с последо-
вательностью дикого типа. Так, в положении +1
наблюдается предпочтение остатков серина (S),
аргинина (R) и глицина (G), а в +7 – остатка ар-
гинина (R). Эти результаты получены на корот-
ких пептидах [20, 45]. Предполагается, что такое
метилирование глутамина необратимо [46].

Наиболее изученным и универсальным суб-
стратом всех HEMK-подобных метилаз является
остаток глутамина в составе ультраконсерватив-
ного GGQ-мотива факторов терминации транс-
ляции класса I (RF1, RF2 бактерий, aRF1 архей,
митохондриальных mRF (mtRF) и цитоплазмати-
ческого eRF1 эукариот). Показано, что этот оста-
ток метилирован почти в 100% RF1 и RF2 E. coli
[12, 43], в 50% митохондриального mRF1 дрож-
жей [4] и 50–75% цитоплазматических eRF1 дрож-
жей и человека [6, 39]. Однако в митохондриях че-
ловека митохондриальные факторы терминации
трансляции и их производные метилированы на
уровне всего нескольких процентов [13] (табл. 1,
рис. 2).

HEMK 2 метилирует также CHD5 и NUT, участ-
вующие в ремоделировании хроматина и развитии
рака [20, 45] (табл. 1, рис. 2). Анализ доменов бел-
ков выявил еще девять потенциальных белков-суб-
стратов HEMK2, в том числе участвующих в про-
цессах трансляции (RRP1) и сигналинга (TGFB3,
ARHGEF10). На возможность метилирования
еще более 50 белков указывает анализ биоинфор-
матических данных [45] (табл. 1, рис. 2).

Метилирование бактериальных RF1 и RF2 по-
вышает константу гидролиза пептидил-тРНК
(kcat) на всех трех стоп-кодонах в 1.1–450 раз
[43, 47–50], особенно сильно при гидролизе пеп-
тидил-тРНК, оканчивающихся остатками проли-
на (P) или глицина (G). У E. coli найдено 119 и
279 таких белков соответственно; их трансля-
ция может быть наиболее чувствительной к ме-
тилированию [47]. Разница в значениях kcat ме-
тилированной и неметилированной форм мак-
симальна при кислых значениях pH (6–7) и
минимальна при щелочных (7.0–8.5) [50]. Ме-
тилирование обуславливает также увеличение
коэффициента специфичности гидролиза пеп-
тидил-тРНК (kcat/KM) с участием факторов тер-
минации в 2–14 раз [43, 48, 49]. Интересно, что

Таблица 1. Функции HEMK2 человека и ее ортологов

Функция Организм Комментарий Ссылка

Метилирование остатка глутамина (Q) в факто-
рах терминации трансляции I класса

Бактерии, археи, 
эукариоты

[4–7, 10–12, 
43, 45, 46]

Метилирование остатка глутамина (Q) в факто-
рах ремоделирования хроматина CHD5, NUT

Человек [20, 45]

Метилирование остатка глутамина (Q) около 50 
иных белков-кандидатов, в том числе участву-
ющих в процессах трансляции (RRP1) и сигна-
линга (TGFB3, ARHGEF10)

Человек Только биоинформатическое 
предсказание по аминокис-
лотной последовательности 
оптимального сайта метили-
рования [45]

[45]

Метилирование остатка лизина (K)
в гистоне H4

Человек [2, 20]

Метилирование монометиларсенита Человек, дрожжи Физиологическое значение не 
установлено

[8, 27]

Метилирование неорганического трехвалент-
ного арсенита

Дрожжи [8, 27]

Метилирование остатка дезоксиаденозина Человек Подвергается сомнению
[7, 22, 31]

[9]

Связывание хроматина в промоторных областях Человек [2]

Связывание и влияние на созревание 60S 
субъединицы

Дрожжи Не ясна связь с процессом 
метилирования eRF1, которую 
обсуждают в [21]

[21]

Влияние на созревание 5.8S и 25S рРНК Дрожжи Механизм не показан, только 
констатация фенотипа мутан-
тов [21]

[21]
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различие в значениях kcat и kcat/KМ у неметилиро-
ванных и метилированных форм снижается при
увеличении длины пептида в in vitro системе [43].
Метилирование RF2 повышает также уровень
гидролиза пептидил-тРНК при независимой от
стоп-кодона терминации с участием ArfA/RF2 в
20 раз [48, 49]. Однако отсутствие функциональной
митохондриальной HEMK1 не оказывает явного
влияния на трансляцию белка в митохондриях
[13], однако и уровень метилирования митохон-
дриальных факторов значительно меньше, чем у
бактерий (несколько процентов против почти
100%) [12, 13, 43].

Рентгеноструктурный анализ как бактериаль-
ных [49], так и эукариотических [51] комплексов
рибосомы и факторов терминации, а также до-
кинг бактериальных комплексов in silico [52] по-
казывают, что метилирование остатка глутамина
фактора терминации стабилизирует положение
этого остатка и особенно его боковой группы, ко-
торая иначе не имеет фиксированного положе-
ния, что приводит к облегчению атаки на молеку-
лу воды [49]. Показано также, что метилирование
эукариотического eRF1 не влияет на конформа-
цию свободной молекулы белка [53]. Для эффек-
тивного метилирования эукариотический eRF1 и
архейный aRF1 должны находиться в составе трой-
ного комплекса с GTP и eRF3 (или aRF3=aEF1α), а
сама метилаза – в гетерокомплексе с TRMT112 [1,
3, 6, 21, 26].

Предполагается, что процесс метилирования
eRF1 в ядре с помощью дрожжевого MTQ2, ассо-
циированного с созревающими 60S субъединица-
ми, может служить частью системы контроля ка-
чества рибосом [21].

На молекулярном уровне влияние метилиро-
вания eRF1 на его функционирование не показа-
но. Известно лишь, что при нокауте NRF1 араби-
допсиса происходит зависание рибосом в районе
стоп-кодона, что может указывать на неэффек-
тивную терминацию трансляции в отсутствие ме-
тилирования eRF1 [32]. Обсуждается также воз-
можность того, что отсутствие холодоустойчиво-
сти у клеток дрожжей с нокаутом MTQ2 может
быть связано с нарушениями аппарата трансля-
ции [4].

Не обнаружено кросс-реактивности между
бактериальными и эукариотическими/архейны-
ми HEMK-подобными метилазами. Показано,
что HEMK E. coli не способна метилировать eRF1,
в том числе в присутствии eRF3 и GTP [6]. Однако
различные эукариотические ортологи HEMK2 ча-
стично кросс-реактивны: в частности, HEMK2 че-
ловека эффективно метилирует eRF1 дрожжей и,
наоборот, MTQ2 дрожжей эффективно метили-
рует eRF1человека [1, 6].

Остаток лизина в гистоне H4

Комплекс HEMK2–TRMT112 осуществляет
монометилирование остатка лизина 12 в гистоне
H4 (H4K12), что подтверждено как in vitro, так и
in vivo. Это привело к появлению альтернатив-
ного названия HEMK2 – KMT9 (от Lysine (K)
N-methyltransferase 9). В культурах клеток челове-
ка доля монометилированного гистона H4 со-
ставляет 0.04–0.12%, что сравнимо с долей иных
модификаций гистоновых белков in vivo [2]. Ме-
тилирование остатков лизина и глутамина проис-
ходит в одном и том же активном центре, более
того, метилируемый атом азота в обоих случаях
расположен практически в одном и том же месте.
Однако различаются некоторые аминокислотные
остатки метилазы, важные для связывания, а так-
же позиционирование белковой цепи субстрата.
К примеру, HEMK2 с мутацией Y125A в NPPY-
мотиве способна метилировать гистон H4, но не
eRF1 [2, 20]. При этом, в отличие от eRF1, свя-
зывание гистона H4 происходит лишь в присут-
ствии второго субстрата – SAM [2]. При pH 8.0
HEMK2–TRMT112 метилирует гистон Н4 in vitro
значительно хуже, чем eRF1. Эффективность
метилирования остатка лизина повышается при
защелачивании реакционной смеси вследствие
депротонирования аминогруппы [7].

Этой модификацией остатка лизина гистона
H4 обогащены промоторы генов, связанных с ре-
гуляцией клеточного цикла. Считается, что имен-
но нарушение монометилирования H4K12 приво-
дит к развитию рака предстательной железы при
нарушении нормальной экспрессии HEMK2 [2].

Соединения мышьяка

Соединения мышьяка токсичны для человека,
они вызывают развитие рака, болезней нервной,
эндокринной, сердечно-сосудистой, дыхательной,
пищеварительной, половой и выделительной си-
стем. Предполагается, что они участвуют в повре-
ждении молекул ДНК, изменении профиля репа-
рации и метилирования, хромосомных перестрой-
ках, нарушении клеточного цикла. В организме
неорганические арсенаты восстанавливаются до
трехвалентного состояния (арсениты) и подвер-
гаются моно- и диметилированию. При этом фи-
зиологическая роль данного процесса оконча-
тельно не ясна и остается дискуссионной, так как
метилированные арсениты считаются более ток-
сичными, чем неметилированные [54, 55].

В клетках человека метилирование трехвалент-
ного неорганического арсенита до моно- и диме-
тильных производных осуществляется специали-
зированной метилазой AS3MT [54], HEMK2 же
участвует лишь в метилировании наиболее ток-
сичного монометиларсенита до диметиларсенита
(табл. 1, рис. 2). Уровень экспрессии AS3MT в
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клетках человека значительно выше, чем HEMK2
[8]. Показано, что сверхэкспрессия HEMK2 обес-
печивает устойчивость клеточной культуры UROtsa
человека к неорганическому арсениту и моно-
метиларсениту [8]. На подобную функцию in vivo
указывает корреляция между различными поли-
морфизмами HEMK2 и содержанием мономети-
ларсенита в выделениях жительниц Аргентин-
ских Анд [56]. Предполагается, что HEMK2 может
метилировать монометиларсенит параллельно с
AS3MT, что функционально значимо только при
определенных условиях или в определенных
тканях [8].

В отличие от HEMK2 человека, MTQ2 дрож-
жей метилирует не только монометиларсенит, но
и неорганический трехвалентный арсенит с обра-
зованием монометиларсенита, что ведет к акти-
вации Hog1 в HOG-сигнальном пути (табл. 1).
Это, по-видимому, блокирует возможность даль-
нейшего проникновения соединений мышьяка в
клетку. Нокаут гена данного фермента повышает
устойчивость дрожжей к неорганическому арсе-
ниту, но не к монометиларсениту. Для нормаль-
ного функционирования в данном процессе ме-
тилаза должна находиться в комплексе с
TRMT112 [8, 27].

Остаток дезоксиаденозина в ДНК

N6-метил-2'-дезоксиаденозин (6mA) – рас-
пространенная модификация остатка дезоксиа-
денозина в ДНК бактерий, связанная с функцио-
нированием систем рестрикции-модификации,
репарации, репликации и сегрегации хромосом.
В ДНК различных групп эукариот в последнее
время также выявляют 6mA, уровень которого
значительно ниже, чем у прокариот. Показано,
что эта модификация может участвовать в регуля-
ции хроматина, активации и подавлении экс-
прессии генов, в процессах эмбрионального раз-
вития. При этом физиологическая роль 6mA и его
доля в различных группах эукариот отличаются.
Наименьшая доля (порядка 10–2–10–4%) харак-
терна для позвоночных [9, 57–59]. Стоит отме-
тить, что остатки аденозина в РНК бактерий и эу-
кариот также подвергаются этой модификации,
что важно для функционирования многих тРНК
и рРНК, но данный процесс осуществляют иные
ферменты [60].

N6-метилирование дезоксиаденозина в ДНК
эукариот катализируют разные ферменты. Со-
гласно биоинформатическим данным, метилазы
N6-аденозина и N6-дезоксиаденозина независи-
мо появлялись в разных группах эукариот не ме-
нее 13 раз [58].

Предполагается, что в метилировании остатка
дезоксиаденозина до 6mA в ДНК инфузорий, дро-
зофил, зеленых водорослей участвуют MTA70-по-

добные метилазы. У зеленых водорослей в этом
могут участвовать и Dams-подобные метилазы
[58]. Найдена и описана MTA70-подобная ме-
тилаза DAMT-1, катализирующая эту реакцию у
C. elegans [61]. Однако у человека фермент, мети-
лирующий остаток дезоксиаденозина до 6mA, не
обнаружен. Предполагается, что эту реакцию мо-
жет осуществлять HEMK2 (табл. 1, рис. 2). Во-
первых, HEMK-подобные метилазы по структуре
своего функционального домена близки к груп-
пе γ N6-аденин-ДНК-метилаз [62]. Во-вторых,
по некоторым данным, HEMK2, содержащая
NPPY-мотив, необходима для появления 6mA в
ДНК in vivo и in vitro [9]. Доля 6mA в геномной
ДНК человека положительно коррелирует с уров-
нем экспрессии HEMK2, а их уровень понижен в
опухолевых клетках. Обратные эффекты вызыва-
ет деметилаза ALKBH1. Доля 6mA в образцах кро-
ви человека составляет около 0.056%. Большая
абсолютная доля метилирования приходится на
межгенные участки, а относительная – на экзоны
[9]. Исходя из этого, HEMK2 имеет еще одно
(альтернативное) название – N6AMT1 (от N6 Ad-
enine-Specific DNA Methyltransferase 1).

Однако эти данные не подтверждены резуль-
татами других исследователей. Так обнаружено,
что идентичный натуральному (свободный от та-
гов и дополнительных аминокислот) рекомби-
нантный HEMK2–TRMT112, полученный в клет-
ках E. coli, способен метилировать как остаток
глутамина в eRF1, так и остаток лизина в гистоне
H4, но не мог метилировать остаток дезоксиадено-
зина в ДНК [7]. Это согласуется с данными, также
не подтверждающими возможность HEMK2 ката-
лизировать реакцию метилирования остатка дез-
оксиаденозина [22, 31]. Кроме того, известен и дру-
гой потенциальный кандидат на роль метилазы
остатка дезоксиаденозина– METL-4 – гомолог ме-
тилазы DAMT-1 C. elegans [58]. Таким образом,
функция метилирования остатка дезоксиаденозина
в ДНК с помощью HEMK2 остается спорной.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Суммируя все имеющиеся на сегодняшний мо-

мент данные, можно заключить, что HEMK2 чело-
века и ее ортологи у других эукариот и архей пред-
ставляет собой необычный пример многофункци-
ональной метилазы, катализирующей несколько
различных реакций. Обычно многофункциональ-
ность фермента достигается за счет нескольких
структурно обособленных доменов, каждый из ко-
торых катализирует собственную реакцию, алло-
стерически контролирует другой домен или взаи-
модействует с клеточным окружением, как это
происходит у белков, обладающих дополнитель-
ными (moonlighting) функциями [63–66]. Однако
известны и многофункциональные ферменты, в
которых один и тот же домен (и даже один актив-
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ный сайт) в зависимости от условий может ката-
лизировать несколько различных реакций, как
это наблюдается у неразборчивых (promiscuous)
ферментов. Часть этих реакций, вероятно, побоч-
ные, но другая часть может иметь физиологиче-
ское значение [65, 67–69]. HEMK2 можно отне-
сти как раз к неразборчивым ферментам. Несмот-
ря на то, что не ясно, насколько физиологически
равнозначны реакции метилирования ее много-
численных субстратов, делаются попытки разра-
ботать цельную модель физиологической функции
HEMK2 и ее эукариотических ортологов. Предло-
жена модель, в которой SAM, в том числе через
HEMK1 и HEMK2, служит основным регулятором
трансляции в стволовых клетках кишечника, что
влияет на активность их деления [36].

Не до конца понятен точный спектр субстра-
тов HEMK2 и ее ортологов. Так, спорным выгля-
дит метилирование ими остатка дезоксиаденози-
на [7, 22, 31]. Напротив, можно ожидать, что
HEMK2 способна метилировать аспарагин так
же, как глутамин. Обнаружено N-4-метилирова-
ние аспарагина в C-фикоцианине Anabaena varia-
bilis. При этом остаток аспарагина находится после
двух остатков глицина (GGN), что напоминает ме-
тилируемый мотив GGQ в факторах терминации.
Замена аспарагина на глутамин приводит к in vivo
метилированию глутамина, поэтому было выдви-
нуто предположение, что либо метилазы, осу-
ществляющие данную реакцию, способны исполь-
зовать в качестве субстрата оба аминокислотных
остатка, либо за это ответственны два разных фер-
мента [70, 71]. Однако показано, что HEMK2 не
способна метилировать пептид, содержащий та-
кую замену [45]. Таким образом, метилирование
аспарагина в GGN-мотиве осуществляют, веро-
ятно, близкие гомологи HEMK2.

HEMK2 это многофункциональный фермент,
поэтому нельзя однозначно связать физиологиче-
ские эффекты, вызываемые их нокаутом и нокдау-
ном, с метилированием конкретных молекул, так
как механистическую роль одновременного мети-
лирования всех субстратов HEMK2 и ее ортологов
до настоящего времени не изучали. Для того, чтобы
научиться адресно контролировать процессы, зави-
симые от метилируемых молекул, требуется тща-
тельное изучение механизмов модификации каждо-
го субстрата на молекулярном уровне.

Помимо влияния на эффективность трансля-
ции посредством метилирования eRF1, MTQ2
(дрожжевой ортолог HEMK2) участвует в биоге-
незе и экспорте созревших 60S субъединиц из яд-
ра, а также в созревании 5.8S и 25S рРНК. Однако
не очень понятно, почему такая функция ортоло-
га связана с присутствием в нем отдельных ами-
нокислот, участвующих в метилировании. Пред-
полагается, что либо для правильного биогенеза
60S субъединиц и рРНК необходима проверка ка-

чества собранных рибосом с участием метилиро-
ванного eRF1, либо в этот процесс вовлечены иные
субстраты метилазы [21]. Также можно предполо-
жить, что эти аминокислотные остатки важны для
поддержания правильной структуры метилазы, не-
обходимой для ее функционирования в процессах
созревания 60S субъединиц рибосомы. Остается
непонятным, насколько этот процесс консервати-
вен и касается других групп живых существ,
включая человека.

Известно также, что некоторые факторы транс-
ляции выполняют многочисленные функции вне
трансляции. К примеру, eEF1α слизевика Dictyoste-
lium может связывать и модулировать актин [72, 73],
eEF1α человека и лягушки – связывать и участво-
вать в разрывании микротрубочек [74], раститель-
ный eEF1α – активировать фосфатидилинози-
тол-4-киназу [75]. А изучение дрожжей, мутант-
ных по факторам терминации трансляции eRF1 и
eRF3, указывает на то, что их нормальное функ-
ционирование связано не только непосредствен-
но с осуществлением терминации, но и с много-
численными клеточными процессами [76]. Все это
поднимает вопрос о значении взаимного влияния
процесса терминации и иных клеточных процес-
сов, в том числе и у рассматриваемых HEMK-по-
добных метилаз.

Мы предполагаем, что комплекс HEMK2–
TRMT112 активен как в цитоплазме, где он мети-
лирует монометиларсенит и eRF1, так и в ядре,
где метилирует гистон H4, регуляторы хроматина
CHD5 и NUT. В ядре этот комплекс может регу-
лировать созревание рРНК и 60S субъединиц по
аналогии с дрожжами. Более того, HEMK2 может
быть вовлечена в метилирование ДНК. Однако
множество аспектов этого процесса остаются не
раскрытыми. В частности, не ясно, каким обра-
зом происходит и как регулируется транспорт
HEMK2, TRMT112 или их комплекса через ядер-
ную мембрану (табл. 1, рис. 2).

Работа по анализу влияния HEMK-подобных
метилаз на терминацию трансляции проведена
при поддержке гранта Российского научного
фонда (№ 14-14-00487), физиологическое значе-
ние HEMK-подобных метилаз изучали при под-
держке гранта Российского научного фонда (19-
14-00349).

В настоящей работе не использовали людей
или животных в качестве объектов исследования

Авторы сообщают об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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HEMK-LIKE METHYLTRANSFERASES IN THE REGULATION
OF CELLULAR PROCESSES

N. S. Biziaev1, A. V. Shuvalov1, 2, and E. Z. Alkalaeva1, 2, *
1 Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia

2 Center for Precision Genome Editing and Genetic Technologies for Biomedicine, Moscow, 119991 Russia
*e-mail: alkalaeva@eimb.ru

Methylation is one of the most common modifications of proteins and nucleic acids. In particular, such mod-
ification is widely used to control translation. HEMK2 stands out among all human translational methyl-
transferases (methylases). Its orthologs have been found in many prokaryotes and eukaryotes. The substrates
methylated by HEMK2 are glutamine and lysine residues in proteins, deoxyadenosine in DNA, and arsenic
compounds (arsenicals). One of the important substrate of HEMK2 methylase is a glutamine residue in the
GGQ ultra-conservative motif of the eukaryotic release factor 1 (eRF1). The process of release factor meth-
ylation, carried out by HEMK2 orthologues, is conservative among eukaryotes, archaea, and bacteria, al-
though release factors in bacteria have different sequences and structure. In this review, we consider the fea-
tures of human HEMK2 methylase and its orthologs as multifunctional enzymes that regulate cellular pro-
cesses, in particular, protein biosynthesis.

Keywords: HEMK2, N6AMT1, eRF1, translation regulation, methylation, post-translational modifications



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


