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Аннотация

В обзоре рассматривается одна из групп интересных и жизненно важных цинко-
вых эндопептидаз – группа метцинкинов. Эти ферменты характеризуются общим мо-
тивом активного центра и присутствием метионинового поворота в аминокислотной
последовательности. Тем не менее они различаются по структурной организации бел-
ковой молекулы, своим физико-химическим свойствам и субстратной специфичности,
а также механизмам активации и секреции. Рассматриваются вопросы классификации
металлоэндопептидаз, свойства и структурные особенности отдельных подсемейств
метцинкинов.
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Введение

Белки, необходимые для жизнедеятельности организмов, имеют строго оп-
ределенную структуру, соответствующую роли, которую они выполняют в жи-
вой клетке. Протеолитические ферменты катализируют множество реакций, уча-
ствуя в различных деструктивных процессах, связанных с утилизацией ненуж-
ных белков, а также осуществляют селективный протеолиз, связанный с измене-
нием метаболизма клетки. Кроме выполнения жизненно важной трофической
функции, протеолитические ферменты играют ключевую роль в процессах кле-
точной дифференцировки, осуществляя регуляторные функции на посттранс-
ляционном уровне.

Установлено, что протеолитические ферменты вовлечены во множество
патологических процессов: воспалительные процессы, ревматоидные артриты,
атеросклероз, онкологические заболевания и другие. Обнаружение ферментов,
участвующих в возникновении и развитии этих заболеваний, ведет к необхо-
димости исследования функциональных и структурных особенностей соответ-
ствующих ферментов и механизма их действия in vitro и in vivo.

В обзоре анализируются данные исследований ферментов эндопептидаз,
объединенных в группу метцинкинов. Описаны различия, позволяющие разде-
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лить метцинкины семейств М10 и М12 на отдельные подсемейства, каждое из
которых имеет характерные признаки.

1. Основы классификации металлопротеиназ

Классификация ферментов класса металлопротеиназ основывается на двух
критериях: по типу катализируемой связи и по структуре каталитического цен-
тра [1].

По типу гидролиза все металлопротеиназы подразделяются на ферменты
экзо- и эндонуклеотического типа действия, однако часто в одном клане оказы-
ваются ферменты обоих типов. По аминокислотным остаткам, образующим
каталитический центр, все известные металлопротеиназы (КФ 3.4.24) в 1995 г.
были подразделены на 5 кланов: МА, МВ, МС, МD и МЕ, каждый из которых
содержит один каталитически важный ион цинка [2]. Позднее к ним были до-
бавлены ещё три клана, два из которых (МF и МН) содержали в активном цен-
тре по два атома цинка, а клан MG – два атома кобальта [3, p. 992–1416]. На
основании этой классификации была составлена база данных пептидаз
MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk), в которой гомологичные металлопротеи-
назы были объединены в семейства и гомологичные семейства сгруппированы
в кланы [4].

Таким образом, почти все металлопротеиназы представляют собой цинко-
вые протеиназы, для которых присутствие иона цинка в каталитическом центре
является необходимым условием для осуществления катализа.

Хорошо изученным представителем металлопротеиназ является термолизин
(клан МА MEROPS), активный центр которого содержит аминокислотную по-
следовательность НЕХХН с двумя гистидиновыми остатками His142 и His146.
Эти остатки являются лигандами для иона цинка, третий лиганд (Glu166) нахо-
дится в консервативном мотиве NEXXSD на расстоянии 20 аминокислотных
остатков от С-конца активного центра фермента [5]. Термолизиноподобные фер-
менты клана МА, имеющие в активном центре глутамат в качестве третьего ли-
ганда цинка, называются глуцинкины [6].

Металлоэндопептидазы, имеющие протяженный мотив активного центра
HEXXHXXGXXH/D и характерный Met-поворот с инвариантным метионином
в третичной структуре белка, относятся к клану метцинкинов. Все эндопептидазы
этого клана синтезируются как неактивные предшественники, но имеют разные
механизмы активации. В клан метцинкинов включены ферменты семейств М6,
М7, М10, М11, М12 и, предположительно, М8, у которого отсутствует протя-
женный мотив каталитического центра. Его активный центр похож на катали-
тический центр термолизина НЕХХН. Тем не менее это семейство включено в
клан метцинкинов из-за схожести механизмов активации предшественника фер-
мента. Семейство М6 содержит металлоэндопептидазы из B. thuringiensis, из-
вестные как иммунные ингибиторы А и В. Иммунный ингибитор А гидролизует
антибактериальные белки насекомых и внутриклеточные пептиды личинок [7, 8].
Фермент стабилен в присутствии ионов Са2+ и Mg2+, но высокие концентрации
Са2+ ингибируют его активность. Фермент ингибируется ЭДТА, 1,10-фенантроли-
ном, фосфорамидоном, но не ингибиторами сериновых и аспартатных протеиназ.
Представителем семейства М7 является снапализин из Streptomyces sp. Разные
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виды Streptomyces секретируют белок с молекулярной массой от 16 до 24 кДа.
Третичная структура фермента похожа на структуру астацина.

2. Характеристика эндопептидаз семейства М10

Семейство М10 клана метцинкинов содержит секретируемые металлоэндо-
пептидазы, которые называются внутритканевыми коллагеназами. Между собой
они отличаются по источнику происхождения (прокариотические и эукариоти-
ческие), по строению мультидоменной структуры молекулы белка, по механизму
активации и секреции ферментов. В связи с этим их разделяют на два подсе-
мейства. В подсемейство А входят эукариотические энзимы, называемые мат-
риксными металлопротеиназами, или матриксинами, подсемейство В содержит
бактериальные ферменты – серрализины Serratia marcescens и родственные им
ферменты, выделенные из других бактериальных источников (М10А и М10В
MEROPS). Оба подсемейства в основном имеют мультидоменную структуру
(так называемые мозаичные белки). В протеазном домене этих ферментов
единственный каталитический ион цинка связан с тремя гистидиновыми остат-
ками протяженного мотива активного центра HEXXHXXGXXH.

В структуре ферментов имеется высококонсервативная последовательность
AL(V)MYP (для матриксинов) или SL(V,I)MSY (для серрализинов), называемая
метиониновым поворотом, в которой остаток метионина инвариантен у всех фер-
ментов семейства М10, а также семейства М12. Наличие консервативного Met-
поворота позволило назвать эту группу ферментов метцинкинами. Особенностью
ферментов подсемейств А и В М10 являются различия в механизме активации.
Ферменты подсемейства А активируются по механизму цистеинового переклю-
чателя, ферменты подсемейства В – по механизму тирозинового переключателя.

2.1. Свойства и структурные особенности матриксинов (подсемейство
М10А). Подсемейство М10А (матриксины) включает эндопептидазы животного
происхождения: внутритканевые коллагеназы 1, 2, 3 и 4, желатиназы А (КФ
3.4.24.24) и В (КФ 3.4.24.35), матрилизин (КФ 3.4.24.23), стромелизины 1 (КФ
3.4.24.17) и 2 (КФ 3.4.24.22) и другие. Внутритканевые коллагеназы, выделенные
из тканей разных животных, упоминаются в литературе под разными названия-
ми, поэтому в 1998 г. было введено общее обозначение – MMPs (матриксные ме-
таллопротеиназы) [3]. Внутритканевая коллагеназа 1 (ММР-1, КФ 3.4.24.7), ней-
трофильная коллагеназа 2 (ММР-8, КФ 3.4.24.34), коллагеназы 3 (ММР-13) и 4
(ММР-18) участвуют в деградации экстрацеллюлярных матриксных белков,
таких, как различные типы коллагенов и желатины. Они вовлечены также в
патологические процессы, такие, как ревматоидные артриты и остеоартриты,
язвенные заболевания роговицы глаза, различные воспалительные процессы, в
том числе кишечные, атеросклероз, карциномы человека и другие [9]. Высокую
степень проникновения в соединительные ткани имеет нейтрофильная мат-
риксная коллагеназа ММР-8, выделенная из человеческих лейкоцитов, где она
накапливается в виде латентного проэнзима.

Матриксины произошли от простых, немозаичных белков, но в ходе эволю-
ции к С-концу пептидазного домена присоединились дополнительные домены.
Самым маленьким немозаичным белком является матрилизин; коллагеназы и
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желатиназы имеют уже многодоменную структуру. Удивительным является тот
факт, что желатиназы человека имеют внутри протеазного домена три допол-
нительных домена, которых нет у других матриксинов. Все матриксины синте-
зируются как препробелки и активируются при отщеплении N-концевого про-
пептида.

Коллагеназа ММР-1 (М10.001 MEROPS) синтезируется так же, как препро-
энзим с 469 аминокислотными остатками. Сигнальный пептид имеет 19 амино-
кислот, пропептидный домен – 80 аминокислот, каталитический домен – 162 ами-
нокислоты, С-концевой домен – 192 аминокислоты. Между N- и С-концевыми
доменами находится связывающий пептид в виде петли из 16 аминокислотных
остатков. Похожая аминокислотная последовательность характерна также для
нейтрофильной коллагеназы 2 (ММР-8, М10.002 MEROPS), коллагеназы 3
(ММР-13, М10.013 MEROPS) и других матриксинов. Молекулярная масса про-
энзима ММР-1 составляет 51929 кДа, зрелой формы – 42570 кДа. Сравнение
аминокислотных последовательностей протеазных доменов показало сущест-
венную гомологию, свидетельствующую о том, что эти ферменты эволюциони-
ровали от общего предка [10].

Изучение кристаллической структуры протеазного домена коллагеназы
ММР-1 показало, что каталитический цинк связан с тремя гистидиновыми ос-
татками His218, His222 и His228 в консервативном мотиве активного центра
HELGHSLGLSH. ММР-1, ММР-8 и ММР-13 активируются при протеолитиче-
ском отщеплении пропептида по связи Gln99–Phe100 (нумерация по ММР-1)
трипсином, химотрипсином, плазмином, катепсином G, стромелизином 1 или 2,
при этом снимается ингибирующий эффект тиоловой группы цистеина, так как
нарушается ковалентная связь между каталитическим цинком и консерватив-
ным цистеином Cys92 в пропептидной последовательности (рис. 1) [3, 11]. По-
сле удаления пропептида фенилаланин Phe100 становится в протеазном домене
N-концевой аминокислотой [12].

Рис. 1. Доменная структура матриксной металлопротеиназы (ММР-1) [11]

Аминогруппа Phe100 формирует солевой мостик с карбоксильной группой
строго консервативного Asp252, что приводит к стабилизации в активном центре
соседнего аспартата, образующего водородную связь в Met-повороте. Это созда-
ет благоприятные условия для связывания фермента с субстратом на первой сту-
пени каталитического акта, чем и объясняется высокая протеолитическая актив-
ность [13]. Такой же механизм активации установлен для коллагеназы MMP-8.
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Кроме каталитического иона цинка, протеазный домен коллагеназ ММР-1
и ММР-8 имеет ещё дополнительный ион цинка, а также один или два иона
кальция, необходимых для стабильности домена, в котором отсутствуют ди-
сульфидные связи. Биохимические исследования показали, что дополнительный
ион цинка не является абсолютно необходимым для стабилизации структуры
этого домена и может быть заменен на ионы других металлов [14]. Коллагеназы
содержат несколько ионов кальция, в частности коллагеназа ММР-1 имеет 3 иона
кальция, два из которых находятся в протеазном домене. Для ММР-8 также по-
казано наличие двух ионов кальция, которые важны для поддержания стабиль-
ной структуры домена. Рентгеноструктурные исследования протеазного домена
ММР-1 выявили интересные особенности. Этот домен соединен с С-доменом
петлеобразным неструктурированным пролин-богатым линкерным пептидом,
наличие которого может объяснить высокую чувствительность коллагеназы
ММР-1 из лейкоцитов человека к аутокаталитическому расщеплению. Это
расщепление может произойти по связи Pro269┼Ile270–Gly, при этом протеаз-
ный домен приобретает протеолитическую активность и может действовать как
активатор проэнзима. Однако соответствующая последовательность Pro–Ser–Gly
коллагеназы ММР-1, выделенной из тканей свиньи, устойчива к ауторасщепле-
нию [15].

Коллагеназы осуществляют ограниченный протеолиз, расщепляя трехспи-
ральные α-цепи коллагена типов I, II, III только по связи Gly775┼Leu776 или
Gly775┼Ile776 [16, 17]. Субстратами коллагеназ кроме коллагенов являются
желатины, протеогликаны, α1-антихимотрипсин и другие. Среди синтетических
субстратов лучшим для матриксинов оказался октапептид Gly–Pro–Gln–Gly┼Ile–
Trp–Gly–Gln. Кроме того, в синтетических субстратах ферменты могут гидро-
лизовать также пептидные связи, если в положении Р1 находится Ala, а в по-
ложении Р1′ – Tyr или Phe. Матриксины проявляют высокую протеолитиче-
скую активность, если в реакционной среде (рН 7.0) присутствуют ионы цинка
(0.5 мМ), кальция (5 мМ), а также NaCl (100 мМ). Активность ферментов инги-
бируется TIMPs – тканевыми ингибиторами металлопротеиназ [18, 19], α2-мак-
роглобулином [20], тетрациклином [21], доксициллином [22] и хелатирующими
агентами (1,10-фенантролином и ЭДТА) [3].

2.2. Характеристика серрализинов (подсемейство М10В). Подсемейство
М10В включает серрализины Serratia, аеругинолизины Pseudomonas и мираби-
лизины Proteus. Название ферментов складывается из двух слов, названия вида
и названия фермента, например Serratia и lysin. Серрализин (М10.051 MEROPS)
и другие члены этого подсемейства имеют похожие физико-химические свойства,
структурную организацию, механизм секреции белков и активации протеазного
домена.

Ферменты проявляют протеолитическую активность в широком диапазоне
рН от 6.0 до 10.0 с оптимумом рН 8.0, поэтому их часто называют щелочными
металлопротеиназами. Субстратами служат казеин, азоказеин, флуоресцирующие
изотиоцианатпроизводные желатина, а также различные синтетические n-нитро-
анилиды, причем величина последних значима для процесса связывания с актив-
ным центром фермента и составляет не менее 4 аминокислотных остатков.
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Серрализин и аеругинолизин (М10.056 MEROPS) проявляют широкую специ-
фичность с предпочтением к небольшим остаткам Gly и Ala, а также к гидро-
фобным остаткам в положении Р1′, причем в положении Р2 и Р2′ предпочтитель-
нее наличие гидрофобных остатков, чем других аминокислотных [23]. Кроме
того, ферменты гидролизуют в n-нитроанилидах и метилкумариламидах связи
после Arg [24, 25].

Активность серрализинов подавляется ЭДТА, 1,10-фенантролином, пепти-
дил-меркаптоанилидами, такими, как Br–Phe–Arg–SH, но серрализины не инги-
бируются классическим ингибитором сериновых протеиназ DFP и фосфорами-
доном – ингибитором термолизина. После обработки ЭДТА активность может
быть восстановлена при добавлении ионов Co2+, Zn2+ и в меньшей степени Cu2+,
Fe2+ и Mn2+. Серрализины ингибируются маленьким белком-ингибитором
(10 кДа), выделенным из тех же штаммов Serratia, Pseudomonas и Erwinia [26].

Серрализины – это одноцепочечные белки. Молекулярная масса серрали-
зина Serratia sp. E-15 около 55 кДа, pI между 4.5 и 5.5, аеругинолизина –
49.5 кДа, pI = 4.1, мирабилизина – 55 кДа, pI = 4.3, аминокислотные последова-
тельности протеазного домена этих ферментов на 50–55% идентичны между
собой [27, 28]. Определены третичные структуры серрализинов Serratia sp. SM6
и E-15, аеругинолизина Pseudomonas aeruginosa, Erwinia chrysathemi и Proteus
mirabilis [29–31].

Строго консервативной для всех ферментов клана метцинкинов является
структура мотива активного центра. Каталитический ион цинка связан с тремя
гистидиновыми остатками активного центра HEXXHXUGUXH, где Х – любая
аминокислота, U – объемный гидрофобный остаток. Кроме того, белки могут
содержать до 7–8 ионов кальция. В структуре всех серрализинов имеется консер-
вативный мотив – метиониновый поворот, характерный для ферментов группы
метцинкинов. Наличие тирозина в Met-повороте серрализинов позволило отне-
сти эти ферменты к группе эндопептидаз, активация которых осуществляется по
механизму тирозинового переключателя, когда тирозин при активации фермента
становится пятым цинковым лигандом и включается в субстратное связывание
и/или в стабилизацию переходного состояния во время катализа [29, 32, 33].

Молекула серрализина состоит из отдельных структурных доменов (N-
и С-домены). N-домен – это протеазный домен с правильным фолдингом, он
похож на протеазный домен астацина. С-домен – это специальный домен, необ-
ходимый для секреции фермента, так как серрализины синтезируются без сиг-
нального пептида. Протеиназы серрализинового подсемейства содержат в С-
домене шесть (или больше) повторов консервативной аминокислотной после-
довательности GGXGXD, в которой локализованы несколько Са-связывающих
сайтов. С-концевой сегмент, содержащий 29 аминокислотных остатков, дейст-
вует как транслокационный сигнал, в котором консервативный С-концевой мо-
тив DXXX (X – любая гидрофобная аминокислота) является необходимым
для секреции. У серрализинов и мирабилизинов С-концевой мотив содержит
последовательность DFIV [27]. Этот С-домен не удаляется протеолитически из
серрализинов при их секреции в среду. Активация фермента осуществляется
при удалении N-концевого пропептида.
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Эндопептидазы подсемейства серрализинов могут быть причиной возник-
новения ряда патогенных инфекций, которые проявляются в следующем: дегра-
дация тканей и мембран кишечных эпителиальных клеток, заражение крови,
инактивация защитных белков, в том числе иммуноглобулинов, лизоцима и
трансферрина, а также диареи у крупного рогатого скота.

3. Характеристика эндопептидаз семейства М12

Семейство М12 клана метцинкинов объединяет эндопептидазы, выделен-
ные из источников животного происхождения, которые имеют много общего
с эндопептидазами семейства М10. Металлопротеиназы содержат в пептидазном
домене один каталитический ион цинка, который связан с тремя гистидиновыми
остатками консервативного мотива активного центра. Они, так же как и члены
семейства М10, имеют в структуре метиониновый изгиб с консервативным Met.
Этот Met-изгиб играет важную роль в активации большого числа ферментов
семейства М12. Однако ферменты семейства М12 имеют значительные различия
по аминокислотной последовательности, механизму активации, субстратной
специфичности, поэтому их подразделяют на два подсемейства.

Подсемейство М12А – астациновое подсемейство – содержит в консерва-
тивном Met-повороте каталитический Tyr, выполняющий роль тирозинового
переключателя при активации фермента. В это подсемейство входят выделенные
из разных источников животного происхождения астацины, хориолизины H и L,
меприны А и В, проколлагеновые N- и С-эндопептидазы и другие ферменты,
а также единственный в этом подсемействе бактериальный флавастацин. Под-
семейство М12В обладает другим механизмом активации протеазного домена,
называемого цистеиновым переключателем. Это подсемейство, в свою очередь,
подразделяется на две большие группы ферментов: репролизины, выделенные
из яда различных змей, и металлопротеиназы, выделенные из различных живот-
ных, в основном мышей, крыс, кроликов, и человека. В эту группу входят фер-
менты ADAMs, атролизины А, В, С, Е, атроксазы и другие. Почти все эти фер-
менты представляют собой мозаичные белки, состоящие из протеазного домена,
к С-концу которого присоединяются различные непротеазные домены [3]. Эндо-
пептидазы подсемейств А и В имеют в протеазном домене дисульфидные связи.

3.1. Астацин и астациноподобные металлопротеиназы (М12А MEROPS).
Хорошо изученным ферментом подсемейства А является астацин, выделенный
в 1967 г. из содержимого пищеварительного тракта пресноводного речного рака
Astacus astacus L. и названный сначала маленькой молекулой протеиназы реч-
ного рака [34]. Позднее, когда в молекуле белка был обнаружен каталитически
важный ион цинка, этот фермент был отнесен к цинкзависимым металлопро-
теиназам и назван астацином [35, 36]. Астацины встречаются в основном в
царстве животных, но обнаружены и у одного вида бактерий [37].

Астацин может служить прототипом для семейства экстрацеллюлярных
цинковых эндопептидаз [38]. К близкородственным астациноподобным эндопеп-
тидазам относятся секретируемые и мембраносвязанные меприны А и В, выде-
ленные из почек грызунов [39, 40] и кишечника человека [7], хориолизины L и Н,
обнаруженные в лососевых рыбах, необходимые для лизиса внутренней оболочки
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яйца, который способствует облегчению выхода эмбриона [41, 42], проколла-
геновая С-эндопептидаза, выделенная из фибробластов мышей [43] и сухожи-
лий зародыша цыпленка [44], идентичная ей ВМР-1, выделенная из ткани чело-
века [45], флавастацин бактериального происхождения [37] и некоторые другие
астациновые гомологи. Физиологическая роль этих металлоэндопептидаз состоит
не только в осуществлении функции пищеварения. Эти ферменты играют важ-
ную роль в процессинге пептидов в эмбриональном развитии и дифференци-
ровке тканей [46, 47].

Астацин синтезируется как неактивный предшественник, активация кото-
рого включает в себя протеолитическое удаление N-концевого пропептида;
зрелый белок на N-конце содержит Ala. Авторы предполагают, что при синтезе
астацина возникают значительные конформационные изменения, позволяющие
осуществить процессинг проэнзима [48]. Астацин стабилен в физиологических
условиях, он устойчив против самопереваривания, но при рН ниже 4 быстро
и необратимо инактивируется [49].

Нативная молекула астацина состоит из 200 аминокислотных остатков,
имеет pI = 3.5, для денатурированного мочевиной белка pI = 4.8. Оптимум рН
действия астацина находится в интервале рН 6–8 и зависит от субстрата [50].
Активность астацина определяется по гидролизу казеина, азоказеина, желатина,
коллагена при нейтральном значении рН. При расщеплении пептидных связей
в белковых субстратах астацин проявляет предпочтение к аминокислотным
остаткам с короткими боковыми цепями (Ala, Thr, Ser, Gly) в положении Р1′,
к пролину в положениях Р2′ и P3′, к гидрофобным остаткам в положениях Р3′
и Р4′ [51, 52]. Субстратами служат также синтетические нитроамидоподобные
соединения Suc–Ala–Ala–Ala–NHPhNO2 и очень чувствительные флуоресцент-
ные агенты [53, 54]. Анализ гидролиза некоторых синтетических олигопептидов
различной длины и состава показал, что астацин обладает протяженным суб-
стратсвязывающим сайтом. Эффективный гидролиз наблюдается на пептидах
длиной не менее пяти аминокислотных остатков. Оптимальная длина синтетиче-
ских субстратов – семь или более аминокислотных остатков [53]. Астацин и ас-
тациноподобные эндопептидазы не ингибируются фосфорамидоном (ингибито-
ром термолизиноподобных протеиназ клана МА), тканевыми ингибиторами
металлопротеаз (TIMPs). У ферментов этого подсемейства есть один очень
сильный природный ингибитор – α2-макроглобулин. Эти ферменты ингибиру-
ются также белковыми ингибиторами, выделенными из семян растения Среди-
земного моря Ecballium elaterum и клубней картофеля. Кроме того, к ингибито-
рам астацина относятся дипикалиновая кислота, аминокислотные гидроксама-
ты, тиоловые компоненты и др. [54]. Сильным ингибитором астацина является
синтетическое псевдопептидоподобное вещество FMOC–Pro–Lys–Phe–ψ(PO2–
CH2–)–Ala–Pro–Leu–Val–OH (Ki = 42 нМ) [55]. Металхелатирующие ингибиторы
(1,10-фенантролин и ЭДТА) тоже ингибируют астацин, но ЭДТА действует
очень слабо, что явилось причиной поздней идентификации астацина как цин-
кового энзима [52].

Астациноподобная эндопептидаза – меприн – впервые была выделена из по-
чек мыши как мембраносвязанная металлопротеиназа [56]. Молекулы меприна
представляют собой олигомеры, которые состоят из эволюционно родственных
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α- и β-субъединиц. Меприн А (КФ 3.4.24.18) состоит из двух α-субъединиц
(гомоолигомеры) или из α- и β-субъединиц (гетероолигомеры), меприн В (КФ
3.4.24.63) содержит гомоолигомеры из двух ß-субъединиц [57, 58]. Установлено,
что меприн А существует не только как мембраносвязанная форма, состоящая
из α- и β-субъединиц и называемая эктоэнзимом. Известна секретируемая форма
меприна А, содержащая только α-субъединицы. Меприн В является интеграль-
ным мембраносвязанным белком и обнаруживается исключительно на поверхно-
сти клетки. Все астациноподобные протеиназы имеют мультидоменную струк-
туру, но третичная структура протеазного домена похожа на структуру астацина.

В 1995 г. в культуральной жидкости Flavobacterium meningosepticum была
обнаружена новая астациноподобная эндопептидаза – флавастацин (М12.066
MEROPS) [37]. Ген флавастацина клонирован, секвенирован, изучена его экс-
прессия [59]. Фермент синтезируется с N-концевым пропептидом, не содержит
дисульфидных связей, содержит 352 аминокислотных остатка с молекулярной
массой 38843 Дa [37]. Аминокислотная последовательность протеазного домена
на 20% идентична с астацином и на 24–29% – с меприном. Обнаружение бак-
териальной астациноподобной эндопептидазы предполагает наличие общего
предка, существовавшего до начала дивергенции этого семейства ферментов.

Флавастацин – нейтральная эндопептидаза, осуществляющая ограничен-
ный протеолиз пептидов по связям, образованным остатками Asp. Для опреде-
ления специфичности фермента была синтезирована серия пентапептидов типа
FA–Leu–Ala–Asp–Ala–Ser–NH2. Этот субстрат был расщеплен на FA–Leu–Ala
и Asp–Ala–Ser–NH2. В этих же условиях субстрат с Glu-остатком вместо Asp
не был расщеплен. Однако высокие концентрации фермента при длительном
времени инкубации гидролизуют субстраты с глутаминовой кислотой [59].

Протеазный домен флавастацина содержит высококонсервативный цинксвя-
занный мотив HEXXHXXGXXHEXXRXDRD и характеризуется наличием мети-
онинового изгиба SVMMY, благодаря которому флавастацин был отнесен к аста-
циновому подсемейству [48].

Флавастацин получен в гомогенном состоянии из культуральной жидкости
F. meningosepticum за одну стадию очистки с помощью гидрофобной хромато-
графии. Из 1 л культуральной жидкости получено около 4 мг гомогенного белка.
Чтобы избежать слабого аутопротеолиза, очистку фермента проводят в присут-
ствии 10 мМ ЭДТА с последующим диализом против 1 мМ ацетата цинка для
активирования фермента.

3.2. Репролизины и адамализины (подсемейство М12В). К подсемейству
М12В относятся две большие группы ферментов – репролизины яда змей
(SVMPs)1 и эндопептидазы, выделенные из репродуктивных тканей животных, –
которые имеют общее называние ADAM металлопротеиназы (ADAMs)2, или
адамализины [3]. Эти ферменты синтезируются как препробелки и подверга-
ются протеолитическому процессингу.

                                                     
1 SVMPs (snake venom metalloproteases)
2 ADAMs (a disintegrin and metalloprotease)
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Обнаружено более 100 репролизинов у 36 видов змей и установлено, что
многие из них являются изоэнзимами. Так, из яда Crotalus atrax было выделено
13 репролизинов, половина из которых является изоэнзимами, как это показано
для атролизинов В, С и атраксаз, у которых аминокислотные последовательно-
сти практически идентичны (98%).

Репролизины и адамализины представляют собой мозаичные белки, в ко-
торых пептидазный домен похож на таковой в астацине: имеется характерный
длинный С-конец, состоящий из набора непептидазных доменов, аналогичных
для высокомолекулярных астациноподобных эндопептидаз. Все репролизины
разделяются на классы, имеющие различную доменную структуру и молеку-
лярную массу [3].

Класс 1. Маленькие репролизины с молекулярной массой 20–30 кДа, зрелая
форма которых содержит только протеазный домен. Представители класса –
атролизины В, С.

Класс 2. Энзимы средних размеров с молекулярной массой 30–50 кДа,
имеющие кроме протеазного домена также дезинтегриновый домен (атролизин Е,
билитоксин).

Класс 3. Репролизины и большинство геморрагических токсинов с молеку-
лярной массой 50–80 кДа, содержащие протеазный домен, дезинтегриновый
домен и цистеин-богатый домен (атролизин А). Все репролизины этого класса
являются потенциальными геморрагическими токсинами [60].

Класс 4. Энзимы с молекулярной массой 80–100 кДа, содержащие четвер-
тый лектиноподобный домен (металлопротеиназа из Vipera russelli venom) [61].

В группу ферментов ADAMs входит большое количество эндопептидаз
млекопитающих. Они имеют глобулярную форму, характеризуются наличием
протеолитической активности и большого набора дополнительных доменов,
находящихся на С-конце протеазного домена. Доменная структура ферментов
ADAMs состоит из продомена, металлопротеазного домена, уникального де-
зинтегринового домена, отвечающего за связывание с интегрином или другими
рецепторами клеточной поверхности, цистеин-богатого домена, EGF-подоб-
ного домена, трансмембранного домена и цитоплазматического якоря.

Ферменты ADAMs вовлечены в разнообразные биологические процессы:
разрушение факторов роста, клеточную миграцию, в процессы развития мышц
и оплодотворения. Они играют важную роль в возникновении и развитии неко-
торых болезней: воспалительные процессы, артриты, онкологические заболева-
ния [62, 63].

Эти ферменты обнаружены у позвоночных, а также у Caenorhabditis elegans,
Drosophila и Xenopus, но отсутствуют у E. coli, Sacchramyces cerevisiae и расте-
ний [63]. Почти все ферменты имеют несколько изоформ, у которых практически
нет каких-либо функциональных различий, но они могут иметь разную локали-
зацию. Так, у эндопептидазы ADAM 12 обнаружено 2 изоформы, одна из кото-
рых – мембраносвязанный белок, другая – секретируемый. Человеческая эндо-
пептидаза ADAM 28 тоже имеет две изоформы, одна секретируется в селезенке,
вторая, мембраносвязанная форма, специфична для лимфатических узлов [63].
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Эндопептидазы ADAMs содержат на N-конце сигнальную последователь-
ность, необходимую для секреции белка, и пропоследовательность (продомен),
функционирующую при созревании фермента. Основная функция продомена
in vivo состоит в поддержании фермента в неактивном состоянии с помощью
механизма цистеинового переключателя. При протеолитическом отщеплении про-
пептида протеазный домен приобретает протеолитическую активность. Однако
для некоторых ферментов ADAMs показано, что они могут подвергаться ауто-
каталитической активации. Второй функцией продомена является участие его
в качестве шаперона в правильном фолдинге металлопротеазного домена и
структурировании его активного центра [63].

Свойства ферментов ADAMs хорошо изучены. рН-Оптимум активности
находится в интервале рН 7–9 и незначительно изменяется при добавлении
миллимолярных количеств Са2+. Протеолитическая активность подавляется
цинковыми хелаторами (1,10-фенантролин, ЭДТА), неселективными пептид-
ными гидроксаматами, конкурентно связывающимися с активным центром эн-
допептидаз, и дитиотреитолом, но не фосфорамидоном – ингибитором метал-
лопротеаз класса МА [63]. Тканевые ингибиторы металлопротеаз (TIMPs), про-
являющие высокую эффективность при ингибировании матриксинов (MMPs)
семейства М10, ингибируют также активность многих эндопептидаз ADAMs.
К активаторам ферментов ADAMs относится аминофенилмеркуриацетат (APMA)
с неустановленным механизмом активации. Сначала предполагали, что меха-
низм активации связан с цистеиновым переключателем. Однако изучение му-
таций в продоменах показало, что механизм активации более сложен и может
быть связан с конформационными изменениями в продомене [63].

3.3. Структурные особенности металлоэндопептидаз семейства М12.
Известны третичные структуры некоторых представителей семейства М12.
Третичная структура астацина, полученная с разрешением в 1.8 Å, является
основной моделью для изучения других астациноподобных эндопептидаз [35].
Молекулы эндопептидаз семейства М12 имеют форму глобулы, разделяющуюся
на два субдомена (N- и С-домены) глубокой узкой и длинной щелью, на дне
которой находится каталитически активный цинк. N-домен астацина представ-
ляет собой N-концевую часть полипептидной цепи, имеет упорядоченную струк-
туру, состоящую из четырех изогнутых широких параллельных и одной антипа-
раллельной β-полосок и двух длинных α-спиралей (рис. 2).

Второй субдомен, С-домен, варьирует по величине и форме у разных аста-
циноподобных энзимов. Он начинается после консервативного глицинового
остатка Gly99, при этом формируется менее упорядоченная структура, содер-
жащая, однако, одну α-спираль.

Оба домена ковалентно связаны дисульфидным мостиком Cys42–Cys198,
другой консервативный дисульфидный мостик Cys64–Cys84 располагается ря-
дом с активным центром белковой глобулы. Консервативность цистеиновых ос-
татков, формирующих внутримолекулярные связи в протеазном домене астацина
и астациноподобных эндопротеиназ, подтверждает предположение о том, что
эти связи необходимы для поддержания третичной структуры белка [35].



Н.П. БАЛАБАН и др.68

Рис. 2. Пространственная структура астацина. Каталитический ион цинка изображен
в виде сферы [58]

Цинк-связанные регионы астацина, астациноподобных эндопептидаз, про-
теиназ змеиного яда и адамализинов, матриксных протеиназ семейства М10,
а также термолизина и термолизиноподобных эндопротеиназ клана МА схожи
между собой, что позволяет сделать предположение о существовании общей
модели связывания цинка в этих белках. Аналогичное с термолизином распо-
ложение первых двух цинковых лигандов His92 и His96 (нумерация по астацину)
и активированной молекулы воды, находящейся между ионом и остатком глу-
таминовой кислоты Glu93 в активном центре HELMHAIGFYH, указывает на
сходство в каталитическом механизме астацина и термолизина.

Консервативный остаток глицина Gly99, осуществляющий резкий поворот
полипептидной цепи к иону цинка, играет важную роль в правильном распо-
ложении третьего цинкового лиганда His102 [38] (рис. 3).

Рядом с цинковым лигандом His92 в активном центре астацина находится
остаток глутаминовой кислоты Glu93, выполняющий важную функцию в про-
цессе катализа. Ранее для термолизина (клан МА) было показано, что остаток
глутаминовой кислоты Glu143, входящий в активный центр HEXXH, переносит
протон от активированной молекулы воды к расщепляемой пептидной связи,
участвуя в акте катализа. На этом основании предположили, что в молекуле
астацина и астациноподобных протеиназ роль главного основания может вы-
полнять остаток Glu93, находящийся в протяженном мотиве активного центра.
Для выяснения роли остатка Glu93 сайт-направленным мутагенезом был полу-
чен астациновый мутант Glu93Ala, где остаток глутаминовой кислоты был заме-
нен на нефункциональный остаток аланина.

Полученный мутантный белок в концентрации в 350 раз большей, чем ис-
ходный фермент, не обладал протеолитической активностью по гидролизу жела-
тина и высоко чувствительного флуоресцентного субстрата Dns–Pro–Lys–Arg–
Ala–Pro–Trp–Val. Этот эксперимент подтвердил предположение о важной  роли
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Рис. 3. Met-поворот в структуре молекулы астацина. Три имидазольные группы His92,
His96 и His102, активированная молекула воды и Tyr149 являются цинковыми лиган-
дами [67]

Glu93 как главного каталитического основания в молекуле астацина. Glu93,
являясь акцептором протона, поляризует молекулу воды, которая образует чет-
вертый цинковый лиганд и участвует в каталитическом акте [47].

С помощью рентгеноструктурного анализа установлено, что в зрелом аста-
цине Glu103 ориентирован с помощью молекулы воды Sol501 таким образом,
что образуется солевой мостик с N-концевой Ala1. В проэнзиме такая ориента-
ция невозможна и фермент не активен.

Это подтверждает предположение о том, что эта связь является важной
в структуре астацина, поскольку остаток Glu103 характерен только для членов
астацинового подсемейства (рис. 4).

Таким образом, была установлена важная роль остатка Glu103 в стабилиза-
ции молекулы астацина. В связи с чем многие исследователи считают, что Glu103
тоже относится к продленному мотиву HELMHAIGFYHE активного центра
астацина [38, 64–66].

Металлоэндопептидазы семейств М10 и М12 формируют метиониновый из-
гиб, содержащий инвариантный остаток Met147 (нумерация по астацину) (рис. 3).

Аминокислотная последовательность Met-поворота SI(L,V)MHY высоко-
консервативна, но остаток тирозина Tyr149 обнаруживается в этом повороте
только для астациноподобных эндопептидаз (М12А) и серрализинов (М10В).
Tyr149, отдавая протон, образует водородную связь с цинком и становится пя-
тым цинковым лигандом. Этот уникальный тирозиновый переключатель играет
специфическую роль, участвуя в стабилизации переходного состояния во время
связывания фермента с субстратом [10]. С помощью сайт-направленного мутаге-
неза был получен мутантный астацин Tyr149Phe, который сохранял небольшую
протеолитическую активность. Это свидетельствует о том, что наличие Tyr149
не является критическим для катализа, но его присутствие в молекуле увеличи-
вает каталитическую активность в 40 раз, то есть Tyr149, вероятно, ответстве-
нен за  связывание  фермента  с  субстратом  и/или  стабилизацию  переходного
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Семейство М12
Астацины (A) 92 93 96 99 102 103 106 108 110
AST (речной рак) H E L M H A I G F Y H E H T R M D R D
MEPα (мышь) H E I L H A L G F F H E Q S R T D R D
MEPβ (крыса) H E F L H A L G F W H E Q S R A D R D
BMP1 (человек) H E L G H V V G F W H E H T R P D R D
SPAN (морской
еж)

H E I G H A I G F H H E Q S R P D R D

Репролизины (B)
тримерелизин I H E M G H N L G I P H D G N S C T C G
атролизин H E L G H N L G M E H D G K D C L R G

Cемейство М10
Матриксины (А)
коллагеназа
(человек)

H E L G H S L G L S H S T D I G A L M

стромелизин-1
(человек)

H E I G H S L G L F H S A N T E A L M

Серрализины (В)
протеиназа
Serratia

H E I G H A L G L S H P G D Y N A G E

протеиназа В
Erwinia

H E I G H A L G L S H P A E Y N A G E

Cемейство М4
термолизин H E L T H A V T D Y T A G L V Y Q N E
эластаза
Pseudomonas

H E V S H G F T E Q N S G L I Y R G Q

142 146

Рис. 4. Мотивы активного центра цинковых металлоэндопептидаз. Выделены консер-
вативные аминокислоты активного центра

состояния во время каталитического акта [33, 68]. Участие Tyr149 в субстрат-
ном связывании подтверждено при изучении абсорбционных спектров Cu-аста-
цинового мутанта [47].

Наличие тирозинового переключателя является характерным признаком
для астациноподобных и серрализиноподобных протеиназ. У эндопептидаз змеи-
ного яда, адамализинов и матриксинов (М10) остаток Tyr149 заменен на нефунк-
циональный пролин (Pro), который не принимает участия в каталитическом акте.
Эти эндопептидазы содержат цистеин в N-концевом пропептиде, который от-
щепляется при протеолитическом процессинге. Так, в пропептиде эндопепти-
дазы змеиного яда Ht-e идентифицирована консервативная последовательность
PKMCGVT, в которой тиоловая группа цистеина связывается с цинком активного
центра зимогена (цистеиновый переключатель), предотвращая активацию фер-
мента с помощью образования связи иона цинка с молекулой воды. При удале-
нии пропептида снимается ингибирующее действие цистеина, возникает связь
цинка с активированной молекулой воды (четвертый цинковый лиганд), необ-
ходимой для осуществления катализа [55].

При исследовании механизма катализа термолизина была выявлена важная
роль иона цинка для поддержания координационной структуры в области ак-
тивного центра белка. Активированная молекула воды, являясь четвертым цин-
ковым лигандом, координирует ион цинка в области активного центра. Для вы-
яснения взаимосвязи пространственной структуры Zn-астацина и каталитиче-
ской активности фермента были проведены эксперименты по замене иона цин-
ка на ионы двухвалентных металлов. Для этого сначала был получен апофер-
мент, не содержащий иона  цинка  в активном  центре,
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Рис. 5. Замещение иона цинка в активном центре астацина на ионы двухвалентных ме-
таллов [70]

протеолитическая активность которого по гидролизу n-нитроанилида отсутст-
вовала. Затем в апофермент были введены ионы Co2+, Cu2+, Ni2+ и Hg2+. Актив-
ность Co-астацина составляла 140%, Cu-астацина – 37% по сравнению с Zn-ас-
тацином, активность которого была принята за 100%. Замена иона Zn2+ на ионы
Ni2+ или Hg2+ приводила практически к полной инактивации фермента. Как пока-
зал спектральный анализ полученных кристаллов, в Cu- и Co-астацине обнару-
живается пентавалентная координация ионов металла аналогично Zn-астацину,
что способствует сохранению пространственной структуры активного центра и
каталитической активности. Ион Ni2+ связывается с двумя молекулами воды
(sol 300 и sol 600) в дополнение к четырем аминокислотным лигандам, а ион
Hg2+ – только с четырьмя аминокислотными лигандами. Это приводит к иска-
жению пространственной структуры активного центра фермента и, как следст-
вие, к потере ферментативной активности (рис. 5) [69].

Выявленные различия в константах связывания субстрата с модифициро-
ванными ферментами (Km) показали, что ионы металла необходимы не только
для связи с поляризованной каталитически важной молекулой воды, но и для
участия в субстратном связывании благодаря своему влиянию на формирова-
ние геометрии активного центра.

Таким образом, установлена корреляция между пространственной геомет-
рией активного центра и каталитической функцией астацина.

Заключение

Итак, распределение цинкзависимых металлопротеиназ по кланам основы-
вается на структуре каталитического центра. В настоящее время известны ами-
нокислотные последовательности и пространственная структура многих фер-
ментов клана метцинкинов, детально исследованы их физико-химические
свойства, кинетические характеристики и субстратная специфичность. Ключе-
вой особенностью ферментов этого клана является протяженный мотив актив-
ного центра, состоящий из 11 аминокислотых остатков, в отличие от термоли-
зиноподобных ферментов, активный центр которых состоит из 5 аминокислот-
ных остатков. Металлоэндопептидазы клана МВ также схожи по организаци-
онной структуре каталитического центра, пространственной структуре молеку-
лы белка, но различаются по физико-химическим свойствам, каталитическим
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константам, субстратной специфичности, чувствительности к различным инги-
биторам и механизмам активации и секреции. В первичной структуре метцин-
кинов имеется высококонсервативная область, называемая метиониновым по-
воротом, которая играет решающую роль в активации ферментов серрализино-
вого и астацинового подсемейств.

На основе анализа литературных данных можно сделать следующие выводы.
Классификация металлоэндопептидаз клана метцинкинов позволяет уста-

новить как основные различия между семействами этого клана, так и общие
признаки, характерные для каждого из семейств.

В основе сходства пространственных структур и идентичности активных
центров металлоэндопептидаз семейств М10 и М12 лежит общий для этих фер-
ментов механизм связывания иона цинка для осуществления ферментативного
катализа.

Активация метцинкинов осуществляется с помощью механизма тирозино-
вого переключателя для серрализинов и астациноподобных энзимов и цистеи-
нового переключателя для матриксинов и репролизинов/адамализинов.

Секреция метцинкинов осуществляется либо с помощью N-концевого сиг-
нального пептида, либо с помощью высококонсервативной последовательности
С-пептидазного домена.

Работа поддержана грантами РФФИ 09-04-99044 р-офи и федеральной це-
левой программы «Научные и научно-педагогические кадры инновационной
России» 2009–2013 гг. ГК № П344 от 7.05.2010, аналитической ведомственной
целевой Федеральной программы РНП 2.11.1005.

Summary

N.P. Balaban, N.L. Rudakova, A.R. Sabirova, O.N. Ilyinskaya, M.R. Sharipova. Metallo-
endopeptidases of the Metzincins Clan: the Classification, Properties, Structure.

One of the most interesting and less known groups of zinc endopeptidases – the metzin-
cins – is observed. These enzymes have the common active center motif and the Met-turn
in amino acid sequence. Nevertheless they have different molecular structure, physical-
chemical properties, and substrate specificity. Their activation and secretion mechanisms are
different. The classification problems of metalloendopeptidases, properties and structural
features of several metzincins subfamilies are discussed.

Key words: metzincins, matrixins, serralysins, astacins, reprolysins, adamalysins.
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