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Пептидные последовательности для белок-белковых взаимодействий 
скользящего зажима 

Антибиотическая резистентность патогенных микроорганизмов на сегодняшний день становится все 
более опасной проблемой во всем мире, вместе с тем возрастает необходимость в разработке новых 
антибактериальных мишеней. C момента открытия скользящих зажимов у бактерий было проведено 
большое количество исследований, в ходе которых открылись его неповторимые свойства — способ-
ность связываться с ДНК и увеличивать активность и эффективность белков репараций и репликации, 
что подчеркивает его большую роль в поддержании устойчивости бактерий к повреждениям ДНК. 
В настоящий момент количество белков-партнеров, с которыми скользящий зажим способен созда-
вать функциональные комплексы продолжает расти, и потому β-зажим является объектом для внима-
ния как потенциальное решение для поиска новых антибиотиков. В обзорной статье приведены неко-
торые исследования, освещающие его строение, структуру и механизм действия, а также его способ-
ность образовывать комплексы со многими белками-партнерами с помощью уникального мотива свя-
зывания β-зажима, который является консервативным и аналогичен для всех белков-партнеров. 
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ность патогенных микроорганизмов. 

 

Введение 

Скользящий зажим — это особый олигомерный белковый комплекс, являющийся субъединицей 
ДНК-полимераз и имеющий форму кольца молекулярной массой ~82 кДа [1–3]. Они обнаружены 
практически у всех организмов, включая некоторые вирусы, и называются ядерным антигеном про-
лиферирующих клеток (PCNA) у эукариот и β-зажимом у прокариот [4]. И хотя во всех этих трех 
структурах жизни кольцевые зажимы не имеют гомологии в аминокислотных последовательностях, 
по строению и структуре они практически идентичны. У бактерий скользящий зажим является диме-
ром, он состоит из двух β-субъединиц, откуда и получил свое название β-зажим. У архей и эукариот 
зажимы являются тримером из трёх молекул PCNA. Фаг Т 4 также имеет тримерную структуру за-
жима и называется gp45 [5]. 

По своей природе скользящие зажимы являются важнейшим кофактором процессивности поли-
меразы, увеличивая скорость присоединения нуклеотидов к растущей цепи в тысячи раз. Во время 
репликации ДНК необходимо точно синтезировать до миллиарда нуклеотидов за короткий период 
времени, но связь между полимеразой и матрицей достаточно неустойчива и потому репликативные 
ДНК-полимеразы сами по себе непрерывно синтезируют всего несколько нуклеотидов, прежде чем 
отпадают из матрицы. Чтобы увеличить степень процессивности для эффективной репликации, ДНК-
полимеразы связываются с кольцевыми скользящими зажимами, которые при помощи своей кольце-
вой формы способны плотно охватить матричную ДНК и крепко удерживать полимеразу, тем самым 
предотвращая ее диссоциацию от ДНК. Это также указывает на то, что белок — белковое взаимодей-
ствие между ДНК, скользящим зажимом и полимеразой более специфично по сравнению с тем, когда 
ДНК взаимодействует только с полимеразой. Однако, несмотря на это, скользящий зажим, в отличие 
от других субъединиц, не прикреплен к полимеразе на постоянной основе [4]. 

Для того, чтобы загрузить замкнутую кольцевую структуру скользящего зажима на ДНК, необ-
ходим специальный механизм, способный катализировать временное открытие, сборку и замыкание 
вокруг ДНК. Такую работу выполняет мультисубъединичный фермент из семейства АТФаз–
погрузчик β-зажима (clamp loader). Погрузчик скользящих зажимов (фактор репликации С у эукари-
от) использует АТФ для размыкания скользящих зажимов и размещения их вокруг 3'-конца матрицы. 
Помимо этого, погрузчик β-зажимов направляет их на участки инициации синтеза ДНК, а также по-
могает во взаимодействии β-зажима с ДНК-полимеразами [5]. 
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Не так давно ряд открытий позволил узнать, что, помимо взаимодействия с полимеразой, сколь-
зящие зажимы могут участвовать в процессах репликации, модификации и репарации ДНК, связыва-
ясь и с другими белками на ДНК (помимо PolS). Опосредует эту связь у белков-партнеров линейный 
мотив, состоящий из пяти аминокислотных остатков с консенсусной последовательностью QL[SD] 
LF [1–3]. 

Универсальный CBM-мотив у прокариот 

С β-зажимом образуют комплекс многие репарационные и полимеразные белки, такие как DnaE, 
PolC, PolIV (DinB), PolV, PolI, MutS, UmuC, DinB1, MutL, XthA, ДНК лигаза и Hda. Все эти белки 
имеют универсальный β-зажим-связывающий мотив (clamp-binding motif, CBM) с консенсусной по-
следовательностью QL [SD] LF, чаще всего расположенный на С- или N- концах и иногда внутри 
белка. Данный мотив играет решающую роль в образовании стабильных физических и функциональ-
ных связей с β-зажимом. Главным образом, это гидрофобные ароматические аминокислоты, которые 
связываются с комплементарными остатками, преимущественно на пептид-связывающем кармане 
(PBG) и реже на С-конце кольцевого зажима [6]. 

В работе [6] авторы выровняли области, содержащие консенсусные аминокислотные последова-
тельности 250 белков-партнеров кольцевого зажима. Белки-партнеры относились к 6 разным семей-
ствам PolB (15 примеров), PolC (22 примера), DnaE1 (72 примера), DinB1 (62 примера), UmuC (20 
примеров) и MutS1 (59 примеров) эубактерий, эукариот и архей. Результат показал некоторое сход-
ство между связывающими мотивами эубактериальных и эукариотических систем. Подчеркивается 
наличие высокого уровня сохранения Gln в первой позиции — данная аминокислота встречалась с 
частотой 76,4 %, и очень редко заменялась Glu (1,6 %), далее Leu, которая встречалась в 41,6 % во 
второй позиции, в третьей позиции это были Ser (34 %) и Asp (22,8 %), четвертая и пятая позиции 
отдавали предпочтение Leu (81,2 %) и Phe (76,8 %). Таким образом, авторы вывели консенсусную 
последовательность — QL [SD] LF. Примечательно то, что белок репарации ошибочного спаривания 
MutS1 не содержит совпадений с CBM-мотивом, в то время как его эукариотический аналог способен 
связыватся с PCNA [6– 8]. 

В исследовании [9] авторы создавали in vivo и in vitro комплексы между эндонуклеазой MtbXthA 
и зажимом Mtbβ-Clamp. XthA участвуют в начальной и конечной стадиях эксцизионной репарации 
оснований бактериальной ДНК (BER). В ходе выравнивания последовательностей MtbXthA с его AP-
эндонуклеазными гомологами у других бактерий рядом с сайтом связывания ДНК был установлен 
мотив 239QLRFPKK245, который соответствовал консенсусной последовательности в работе [6]. 
 Для его подтверждения авторы использовали мутант MtbXthAPIP, который содержал мутацию 
F242S в предполагаемом мотиве. C помощью флуоресцентного анализа была измерена его аффин-
ность связывания с Mtbβ-Clamp, впоследствии чего авторы наблюдали уменьшение степени сродства 
между белками. Это подтвердило, что предполагаемый мотив, а именно F242, играет важную роль во 
взаимодействии между двумя белками, и наличие мутации в данном мотиве нарушает связывание. 
Кроме того, эксперимент при стандартных условиях реакции со стимуляцией эндонуклеазной и экзо-
нуклеазной активности MtbXthA посредством добавления Mtbβ-Clamp показал, что кольцевой зажим 
приводит к 75 % расщеплению ДНК субстрата при эндонуклеазной активности, а без кольцевого за-
жима — MtbXthA расщеплял субстрат на 15 %. При экзонуклеазной активности MtbXthA в комплек-
се с кольцевым зажимом расщеплял субстрат на 65 %, без кольцевого зажима лишь на 11 %. Еще 
один проведенный эксперимент в этой работе также показал, что Mtbβ-Clamp способен взаимодей-
ствовать с MtbXthA, как через бороздку связывания пептида (PBG), локализированный у Mtbβ-Clamp 
на субсайте I, так и через С-конец cубсайта III. Так, в присутствии ДНК-субстрата комплекс образо-
вался непосредственно через С-конец, в отсутствие ДНК белки взаимодействовали через PBG, что 
указывает на то, что у β-Clamp, как и у его эукариотического аналога PCNA есть множественные спо-
собы взаимодействия с белками-партнерами [9]. 

В исследованиях, где каталитическая субъединица ДНК-полимеразы V транслезионного синте-
за-UmuC E. coli взаимодействует с β-зажимом, был подтвержден CBM-мотив–357QLNLF361, кото-
рый ранее был идентифицирован в [6]. UmuC в комплексе с UmuD'2 образуют «склонную к ошибкам» 
ДНК-полимеразу V, являющуюся важнейшей частью SOS-системы и обладающей сильным мутаген-
ным потенциалом, который, в свою очередь, обеспечивает устойчивость бактерий к антибиотикам. 
Линейное выравнивание показало, что у PolV предполагаемый мотив находится внутри белка, а не на 
С-конце. Для его подтверждения авторы инкубировали синтетический меченый пептид, содержащий 
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CBM-мотив–357QLNLF361 с β-зажимом, впоследствии чего образованный комплекс был кристалли-
зирован и идентифицирован методом гель-фильтрации. Сравнение мотивов связывания кольцевого 
зажима у Pol II, Pol III, Pol IV c UmuC показало, что UmuC демонстрирует уникальное различие: в 
отличие от других полимераз, его консервативный Phe-361 не попадает в пептид-связующий карман 
зажима, но это компенсируется взаимодействием между Asn–359 из UmuC и Arg–152 на поверхности 
зажима, так как при связывании данные остатки находятся близко друг к другу. Они предполагают, 
что существующие множественные вариации связывания кольцевого зажима мотивом у разных по-
лимераз опосредуется остатками на поверхности именно кольцевого зажима, и напрямую это связано 
с присутствием ДНК [10]. 

В исследованиях взаимодействия β-зажима с ДНК-лигазой у Helicobacter pylori, рядом с С-
концом белка был идентифицирован мотив 554QEFIRSLF561, соответствующий консенсусной по-
следовательности. ДНК-лигазы играют одну из ключевых ролей в системах репликаций и репараций 
ДНК, как у прокариот, так и у эукариот, и, в отличие от эукариотической лигазы, во взаимодействии 
с PCNA роль кольцевого зажима во взаимодействиях с ДНК-лигазой у бактерий плохо изучена. Для 
подтверждения существования связи авторы кристаллизировали Hpβ-сlamp с синтетическим пепти-
дом, содержащим предполагаемый мотив 554QEFIRSLF56 из ДНК-лигазы. Результат показал нали-
чие комплекса и то, что он так же, как и большинство белков, опосредуется преимущественно гидро-
фобными остатками. Авторы отметили важность таких остатков на мотиве, как Ile557, Leu560 и 
Phe561, подчеркивая, что именно они взаимодействуют с PBG кольцевого зажима. Примечательно то, 
что ранее аналогичный эксперимент на наличие комплекса MtbLigA-Mtbβ-сlamp белков у 
M. tuberculosis не нашел подтверждения [11]. 

Результаты анализа взаимодействия β-зажима и белком негативной регуляции инициации ре-
пликации Hda (белок, родственный DnaA) у E. coli подтвердили, что Hda напрямую связывается с β-
зажимом через идентифицированный консенсусный CBM-мотив QL [SP] LPL, который ранее был так 
же идентифицирован в [6]. Выравнивание остатков показало то, что, в отличие от большинства дру-
гих белков, предполагаемый мотив у белков семейства Hda располагается преимущественно на N-
конце. Для того, чтобы доказать является ли выделенный мотив связующим кольцевой зажим, авторы 
индуцировали мутации на гекспапетиде Hda: заменили QLSLPL на QASAPA в первом мутанте и 
QLSLPL на QLSAAL во втором мутанте. Результаты показали, что данные замены нарушали способ-
ность Hda связываться с кольцевым зажимом. Во втором эксперименте были использованы синтети-
ческие пептиды, содержащие мотив, аналогичный гексапептиду мотива Hda. Авторы предполагали, 
что данные пептиды будут конкурировать за кольцевой зажим с Hda, тем самым нарушая способ-
ность последних образовывать комплекс. В результате было достигнуто 50 % ингибирование связы-
вания между Hda и β-зажимом, подтверждающим то, что мотив является β-связующим [12]. 

PCNAPIP-мотив у эукариот 

У эукариот и архей ядерный антиген пролиферирующих клеток (proliferating cell nuclear antigen, 
PCNA) собирается в гомотримерные кольца, каждый протомер состоит из двух идентичных доменов, 
соединенных междоменной соединительной петлей (IDCL) [5, 13]. PCNA, как и его аналог у бакте-
рий, взаимодействует с белками-партнерами посредством связывания через PIP-мотив (PCNA–
interacting protein motif, PIP-box). У PCNA их несколько, это канонический PIP-мотив — QххНххАА, 
где Н — это алифатический гидрофобный остаток (чаще всего I, L или M); А — ароматиче-
ский гидрофобный остаток (F, W или Y); х — любая аминокислота [14, 15]. У некоторых белков ре-
парации и репликации был идентифицирован новый мотив, взаимодействующий с PCNA, который 
получил название KAbox. Данный мотив встречается реже других и состоит из остатков КА-(A / L / I) 
— (A / L / Q) — x x — (L / V) [16, 17]. 

В иcследовании [18] авторы идентифицировали новый альтернативный мотив взаимодействия с 
PCNA–APIM (R / K- F / W / Y- L / I / V / A-L / I / V / A- K / R). Он содержит до 10 N-концевых амино-
кислот с высококонсервативным Phe и широко распространен так же, как и классический PIP-мотив, 
но, в отличие от классического PIP-мотива, который присутствует во многих белках репликации 
ДНК, APIM чаще встречается в репарационных белках, а также у белков, участвующих в контроле 
клеточного цикла [18]. Как и классический мотив, APIM связывается с PCNA, через его консерватив-
ный пептид-связывающий карман, который находится ниже междоменной соединительной петли 
(IDCL) [19, 20]. 
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Сам белковый кольцевой зажим PCNA, в отличие от бактериального β-зажима, для взаимодей-
ствия с PIP-мотивом имеет три идентичных по структуре и функционированию пептид-связывающих 
карманов (PBG). Каждый карман находится по одному на каждом мономере белка, и потому PCNA 
способен одновременно связывать три разных лиганда [21]. 

Загрузчик зажима 

Скользящие зажимы не могут свободно связываться с ДНК из-за своей замкнутой кольцевой 
формы [1, 22, 23], для этого им требуются АТФ-зависимые комплексы — загрузчики зажимов. Бу-
дучи членами AAA+ суперсемейства АТФаз, проявляя моторную и геликазную активность и способ-
ность разбирать белковые комплексы, загрузчики зажимов катализируют раскрытие скользящего за-
жима, загружают их на ДНК и замыкают кольцо вокруг него. У эукариот и архей загрузчик зажимов 
называется фактор репликации С (RFC), у бактерий — это комплекс γ/τ, а у вирусов — gp44/62 [24, 
25]. Обычно AAA+ АТФазы создают гексамерные комплексы, но в комплексе β-зажимом загрузчик 
зажимов является пентамером. В отсутствие АТФ загрузчики зажима очень слабо взаимодействуют с 
кольцевыми зажимами, а при связывании АТФ они претерпевают конформационные изменения, ко-
торые обеспечивают оптимальное взаимодействие с С-концевой поверхностью зажима и способ-
ствуют его последующему раскрытию [26, 27]. 

Загрузчик бактериального зажима состоит из трех субъединиц — δ, δ′ и γ/τ, которые собираются 
в гетеропентамер δδ′(γ/τ) [26, 28–31]. Хотя субъединицы γ и τ кодируются одним и тем же геном, од-
нако субъединица τ не участвует при загрузке зажима, и его урезание трансляционным сдвигом рам-
ки считывания дает субъединицу γ. Таким образом, зажимный загрузчик, состоящий из δδ′γ, носит 
название γ-комплекс. Каждая субъединица γ-комплекса имеет одинаковую архитектуру, состоящую 
из трех отдельных доменов [26]. Субъединицы всего γ-комплекса связываются с β-зажимом, но δ-
субъединица является основной точкой контакта и отвечает за раскрытие кольца. В отсутствие АТФ 
δ-субъединица спрятана внутри γ-комплекса, и связана с соседней δ'-субъединицей. При связывании 
АТФ взаимодействие между δ и δ’ нарушается, подставляя δ для связи с С-концевой поверхностью 
закрытого β-зажима. Далее CBM-мотив на δ-субъединице впоследствии связывается с любым пеп-
тид-связывающим карманом на зажиме, дестабилизирует и открывает β-зажимное кольцо. После это-
го данный комплекс с открытым кольцевым зажимом специфически распознает и связывает ДНК, 
потом происходит гидролиз АТФ, который возвращает загрузчик зажима в низкоафинное состояние, 
которое приводит к его отсоединению, оставляя ДНК внутри раскрытого кольца. После отсоединения 
загрузчика электростатические взаимодействия между положительно заряженной внутренней по-
верхностью кольца скользящего зажима и отрицательно заряженной ДНК приводят к закрытию 
скользящего зажима вокруг ДНК [32–35]. 

Петля междоменного соединителя 

β-зажим представляет собой димер, каждый мономер которого состоит из трех глобулярных до-
менов [1]. Между доменами каждого мономера есть по четыре петли междоменного соединителя 
(Inter-domain connector loop, IDCL). Димерное сопряжение состоит из связи β-нити имеющих прин-
цип соединения «голова к хвосту», в результате чего образуется кольцевая форма. Область пептид-
связующего кармана, взаимодействующего с CBM-мотивом, находится возле IDCL доменов II и III ( 
см. рис.). Данный карман состоит из двух субсайтов: субсайта I между доменами II и III, глубина  
~8 Å×10 Å и 8,5 Å, и в домене III менее глубокого ~ 4,5 Å-субсайта II. 

Каноническим мотивом пептидного взаимодействия является QL [SD] LF, где остатки LF связы-
ваются с субсайтом I пептид-связывающего кармана на втором домене, в то время как QL ориентиро-
ваны на субсайт 2 пептид-связывающего кармана в третьем домене [36–39]. 

На рисунке ниже представлены архитектурные различия в прокариотических и эукариотических 
ДНК-зажимах, области связывания белка на зажимах. Доменная архитектура скользящих зажимов 
ДНК: (I) прокариотический мономер β-зажима PCNA состоит из 3 доменов, каждый из которых со-
единен петлей междоменного коннектора (IDCL). (II) димер бактериального зажима. Каждая субъ-
единица здесь окрашена по-разному. Области взаимодействия с белками на зажиме показаны крас-
ным и голубым цветами. Красным отмечен субстайт I, а голубым — субсайт II на C-конце. Вместе 
они являются пептид-связывающим карманом (PBG). (III)  зажим эукариотической ДНК, мономер 
ядерного антигена пролиферирующих клеток (PCNA), состоит из двух доменов, соединенных IDCL. 
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(IV) PCNA человека является тримером. Области, взаимодействующие с белками, также обозначены 
как субсайт I (красный) и субсайт II (голубой) [9]. 
 

 

Рисунок. Архитектурные различия в прокариотических и эукариотических ДНК-зажимах,  
области связывания белка на зажимах 

Заключение 

Бактериальная реплисома является важным объектом для разработки новых антибиотиков для 
борьбы с лекарственно-устойчивыми штаммами, и бактериальные β-зажимы вызвали большой инте-
рес как потенциальные мишени для антибактериальной терапии, поскольку являются важным компо-
нентом репликативного и репарационного механизма: все пять ДНК-полимераз, включая множество 
других белков-партнеров, число которых продолжает расти, взаимодействуют с одним и тем же сай-
том на зажиме, и, что особенно важно, ингибиторы связывания прокариотических белков не влияют 
на взаимодействия эукариотических PCNA-связывающих партнеров из-за отсутствия гомологии в 
последовательностях. Отсюда следует, что поиск новых белков партнеров, способных создавать ком-
плексы с кольцевым зажимом через уникальные пептидные последовательности, — довольно акту-
альное направление в научной среде. Мы уже увидели, то, что остатки Leu и Phe этих последователь-
ностей являются неотъемлемой частью связывающего взаимодействия. Рациональный дизайн инги-
биторов пептид-связывающего кармана на основе таких тонких аспектов связывания мотивом может 
привести к разработке, как антибиотиков широкого спектра, так и видоспецифичных антибиотиков. 

Исследование в первую очередь делает вклад не только для дальнейшего понимания внутрикле-
точных механизмов бактерий, но и, в частности, для подробного изучения бактериальной репарации 
и репликации ДНК как ключа для понимания устойчивости патогенов человеческого организма. 

Исследование выполнено при финансовой поддержке Комитета науки Министерства образова-

ния и науки Республики Казахстан. (Грант № AP08856811). 
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Ақуыз-ақуыздың сырғымалы қысқыш әрекеттесуі үшін пептидтік тізбектер 

Патогендік микроорганизмдердің антибиотиктерге төзімділігі бүгінгі күні бүкіл әлемде барған сайын 
қауіпті мәселеге айналуда, сонымен бірге жаңа антибактериалды нысандарды әзірлеу қажеттілігі 
артып келеді. Бактериялардан сырғымалы қысқыштар ашылған сәттен бастап көптеген зерттеулер 
жүргізді, олардың барысында оның ерекше қасиеттері ашылды — ДНҚ-мен байланысу, қалпына 
келтіру және репликация ақуыздарының белсенділігі мен тиімділігін арттыру мүмкіндігі, бұл 
бактериялардың ДНҚ зақымдалуына төзімділігін сақтаудағы үлкен рөлін көрсетеді. Қазіргі уақытта 
сырғымалы қысқыш функционалдық кешендер жасай алатын серіктес-ақуыздардың саны өсуде, 
сондықтан β-қысқыш жаңа антибиотиктерді іздеудің әлеуетті шешімі ретінде назар аударатын нысан 
болып табылады. Мақалада оның құрылымын жарықтандыру, құрылысын және әсер ету механизмін, 
сонымен қатар, оның барлық серіктес-белоктары үшін консервативті және ұқсас бірегей PIP β-
қысқышты байланыстыру мотивін пайдалана отырып, көптеген серіктес-ақуыздарымен кешен құру 
қабілетін көрсететін кейбір зерттеулер ұсынылған. 

Кілт сөздер: β-қысқыш, бактериялар, антибиотиктер, репарация, ақуыздар, төзімділік, ДНҚ, PIP-
мотив. 
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Peptide sequences for protein–protein sliding clamp interactions 

Today antibiotic resistance to pathogenic microorganisms is becoming an increasingly dangerous problem all 
over the world. At the same time, the need for the development of new antibacterial targets is growing. Since 
the discovery of sliding clamps in bacteria, a large number of studies have been carried out during which its 
unique properties, such as the ability to bind to DNA and increase the activity and efficiency of repair and 
replication proteins, have been discovered, which underlines its important role in maintaining bacteria 
resistance to DNA damage. At the moment, the number of partner proteins with which the sliding clamp is 
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able to create functional complexes continues to grow, and therefore the β-clamp is the object of close 
attention of scientists as a potential solution for finding new antibiotics. This review article presents some 
studies highlighting its structure, structure and mechanism of functioning, as well as its ability to form 
complexes with many partner proteins using a unique PIP β-clamp binding motif, which is conservative and 
similar for all partner proteins. 

Keywords: β-clamp, bacteria, antibiotics, repair, proteins, resistance, DNA, PIP-motif. 

 
 


