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Як головні білки мікротрубочок, що відіг-

рають визначальну роль у поділі клітин та залу-

чені до росту і розвитку клітин та внутрішньок-

літинного транспорту, α-, β- і γ-тубуліни є важ-

ливими субстратами посттрансляційних моди-

фікацій [1–4]. Однією з таких модифікацій є 

фосфорилювання тубуліну [5], проте конкретні 

докази регуляторних наслідків цієї посттранс-

ляційної модифікації експериментально дослі-

джені переважно для протеїнкіназ тварин [6, 7]. 

Це, зокрема, стосується і ролі Са
2+

-залежних 

протеїнкіназ у регулюванні рослинного цитос-

келету. 

У рослин існує принаймні п’ять класів 

Са
2+

-залежних протеїнкіназ, об’єднаних у супе-

рродину CDPK-SnRK, для молекулярної струк-

тури яких характерна наявність доменів, здат-

них зв’язувати іони Ca
2+ 

(так звані «EF-hands»), 

або здатність утворювати комплекси з білками, 

що мають домени «EF-hands» [8]. Загалом супе-

рродина протеїнкіназ CDPK-SnRK об’єднує сім 

типів серин/треонінових протеїнкіназ: Са
2+

-

залежні протеїнкінази (CDPKs), CDPK-зв’язані 

кінази (CRKs), фосфоенолпіруват-карбоксилазні 

кінази (PPCKs), ФЕП-карбоксилаза-залежні 

кінази (PEPRKs), кальмодулін-залежні протеїн-

кінази (CaMKs), Са
2+

-кальмодулін–залежні про-

теїнкінази (CCaMKs), а також SNF1-подібні 

протеїнкінази (SnRKs) [9, 10]. 

Найбільша кількість доказів зв’язку з ци-

тоскелетом накопичена для кальмодулін-

залежних протеїнкіназ людини, які представля-

ють собою чисельну групу філогенетично 

пов’язаних ферментів. Значна частина цих про-

теїнкіназ бере участь в регуляції цитоскелету: 

CaMK2, MLCK, AMPK, ВRSK, CHEK, DAPK, 

LKB1, MARK, PKD, RSK, DCLK1, TRIO, калі-

рин та тітин [11, 12]. Однією з найбільш вивче-

них тваринних протеїнкіназ із погляду впливу 

на цитоскелет є протеїнкіназа CaMK2, для якої 

здатність фосфорилювати мікротрубочки підт-

верджена експериментально [11, 12]. Відомо, 

що протеїнкіназа CaMK2γ регулює динаміку 

мікротрубочок, виступаючи інгібітором деполі-

мерази мікротрубочок кінезину МСАК [13]. 

Також тваринні протеїнкінази CaMK2 беруть 

участь і в регуляції актинового цитоскеле-

ту [14]. Протеїнкінази CaMK2 можуть безпосе-

редньо зв’язуватися з актином та регулювати 

динаміку та структуру мікрофіламентів шляхом 

фосфорилювання чи зв’язування ряду білків, зо-

крема таких, як активатори і супресори кофіліну 

(регулятора деполімеризації актину) [15, 16]. 

Функції протеїнкіназ CaMK2 значно відрізня-

ються залежно від ізоформи. Так, протеїнкіназа 

CaMK2β мишей може безпосередньо зв’язува-

тися з F-актином та рекрутує до цього протеїн-

кіназу CaMK2α [17]. Протеїнкіназа CaMK2 та 

кальцинейрин формують систему регуляції ак-

тивності кофіліну за рахунок пригнічення акти-

вності активатора кофіліну SSH1L та регуляції 

його локалізації. Протеїнкіназа CaMK2 зв’язує 

SSH1L у комплексі з 14-3-3 білками, фосфори-

лює його за залишками Ser937 та Ser978. 

CaMK2 також фосфорилює супресор кофіліну 

LIMK1 за залишком Thr508 [15]. Ізоформа 

CaMK2δ асоціюється та водночас регулює акти-

новий і тубуліновий цитоскелет ембріональних 

аксонів мишей [18]. Також відомо, що протеїн-

кінази CaMK2 здатні фосфорилювати білки, 

асоційовані з мікротрубочками, зокрема MAP6, 

який бере участь у стабілізації мікротрубо-

чок [11].  

Незважаючи на численні докази зв’язку 

CaMK2 з цитоскелетом тварин, роль їх гомоло-

гів у регуляції мікротрубочок рослин досі зали-

шається нез’ясованою. Враховуючи консерва-

тивність тубулінів і певну гомологію Са
2+

-

залежних протеїнкіназ тварин і вищих рослин 

[19], існують підстави для припущення наявнос-

ті гомологічних сайтів фосфорилювання в мо-

лекулах тубуліну рослинного походження. Тому 

завданням цього дослідження було визначення 

потенційних сайтів фосфорилювання рослинних 

тубулінів Са
2+

- та Са
2+

-кальмодулін-залежними 
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протеїнкіназами за допомогою методів профі-

льного аналізу і структурної біоінформатики. 

 

Матеріали і методи 

Послідовності α-, β- та γ-тубулінів, а та-

кож компонентів γ-тубулінових комплексів 2 

(GCP2/SPC97) та 3 (GCP3/SPC98) із Arabidopsis 

thaliana були відібрані з бази даних UniProtKB 

(www.uniprot.org/) [20]. Визначення потенцій-

них сайтів фосфорилювання, які співпадають з 

профілями тваринних CaMK2, було виконане за 

допомогою сервісу KinasePhos 2.0 

(http://kinasephos.mbc.nctu.edu.tw) [20]. Визна-

чення доступних для фосфорилювання аміноки-

слотних залишків здійснювали на підставі їх 

розташування на поверхні структурних моделей 

тубулінових комплексів. Для 3D-моделювання 

були використані шаблонні дані рентгенострук-

турного аналізу з RCSB Protein Data Bank, відіб-

рані за допомогою PDB-BLAST (www.rcsb.org). 

Гомологічне моделювання молекул тубуліну 

здійснювали за допомогою програми Modeller 

9v8 (http://salilab.org/modeller/) [22]. Повноатом-

ні структурні моделі білків також були побудо-

вані за допомогою сервісу I-Tasser 

(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) 

[23]. Заключна збірка повноатомних моделей 

білків була виконана з використанням програми 

EasyModeller 4.0 [24]. 

Реконструкцію структур компонентів  

γ-тубулінових комплексів 2 (GCP2/SPC97) та 3 

(GCP3/SPC98) проводили щляхом моделювання 

за гомологією (I-Tasser) і ab initio [23]. Деякі 

петлі, відсутні у кристалічних структурах, були 

побудовані з використанням сервісу 

SuperLooper [25]. Збірку макромолекулярних 

комплексів здійснювали шляхом білок-

білкового докінгу за допомогою програми 

HADDOCK [26]. Первинну перевірку побудова-

них комплексів виконували з використанням 

кріоелектронно-мікроскопічних карт комплексу 

γTuSC із Saccharomyces cerevisiae. Також було 

використано результати кріо-ЕМ мікроскопії і 

3D-моделі GCPs/γ-тубулінових комплексів, на-

даних Kollman Lab (http://faculty.washington.edu/ 

jkoll/) [27–29]. 

Релаксацію структур побудованих моде-

лей здійснювали шляхом короткочасної моле-

кулярної динаміки (10 нс) в силовому полі 

G53a6 за допомогою програмного пакету 

GROMACS 4.5.3 (www.gromacs.org) та верифі-

кували на підставі показників RMSD, розрахун-

ків енергії та критеріїв якості білкових струк-

тур [30]. Стабільність 3D-моделей перевіряли за 

допомогою методу молекулярної динаміки в 

програмі GROMACS з використанням повноа-

томного силового поля charmm27 та водної мо-

делі SPC [31]. Якість отриманих моделей пере-

віряли за допомогою сервісів MolProbity 

(http://molprobity.biochem.duke.edu/) та QMEAN 

(http://swissmodel.expasy.org/qmean) [32, 33].  

Усі симуляції молекулярної динаміки зді-

йснювали у віртуальній організації CSLabGrid 

за допомогою обчислювального кластеру Інсти-

туту (http://grid.ifbg.org.ua/ganglia/) Українсько-

го національного гріду (http://ung.in.ua/) [34]. 

Візуалізацію 3D структур та їх аналіз виконува-

ли за допомогою програмних пакетів PyMol 1.5 

та UCSF Chimera 1.8 (www.pymol.org; 

http://www.cgl.ucsf.edu/chimera) [35]. 

 

Результати та обговорення 

На основі порівняння з прихованими мо-

делями Маркова (HMM-профілі) сайтів фосфо-

рилювання, специфічних для тваринних протеї-

нкіназ CaMK2 (за допомогою програми 

KinasePhos 2.0), було здійснено відбір можли-

вих сайтів Са
2+

- та кальмодулін-залежних проте-

їнкіназ у складі усіх відомих ізотипів α-, β- і γ-

тубуліну з A. thaliana. Результати профільного 

пошуку свідчать про наявність імовірних сайтів 

фосфорилювання у складі різних ізотипів β- та 

γ-тубуліну. На відміну від β- і γ-тубулінів, у 

послідовностях α-тубуліну консенсусні сайти 

фосфорилювання не були знайдені.  

Із метою визначення залишків серину та 

треоніну, доступних для фосфорилювання, було 

перевірено положення потенційних сайтів для 

Са
2+

- та кальмодулін-залежних протеїнкіназ із 

використанням побудованого фрагмента прото-

філаменту (α/β/α/β), а також моделі фрагмента 

центру первинної нуклеації мікротрубочок 

(фрагмент із трьох мономерів γTuSC) з A. tha-

liana. На підставі результатів аналізу розташу-

вання потенційних сайтів для Са
2+

- та кальмо-

дулін-залежних протеїнкіназ на поверхні моле-

кул тубулінів було виключено залишки, що, 

згідно з їх топології, що не можуть бути досту-

пними для ферментів. За результатами профіль-

ного пошуку і їх екстраполяції на побудовані 

моделі рослинних γ-тубулінових комплексів 

(γTuSC) було відібрано 4 доступних сайти на 

поверхні TBG1/TUBG1 і TBG2/TUBG2: Ser259 

та Ser321 (рис. 1) і Ser32 та Ser376 (рис. 2). Усі 4 

сайти виявилися консервативними для обох 

ізотипів γ-тубулінів арабідопсису. Також була 
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підтверджена їх консервативність при порів-

нянні послідовностей γ-тубулінів людини та 

арабідопсису, що дозволяє припустити схожість 

функціонального навантаження на ці сайти у 

рослинних і тваринних γ-тубулінів. 

 

Рис. 1. 3D-модель малого γ-тубулінового комплексу γTuSC з A. thaliana. Показана топологія потенційних сайтів 

фосфорилювання γ-тубулінів (TBG1 і TBG2) за залишками Ser259 і Ser321 (позначено жовтим кольором), що 

відповідають канонічному профілю протеїнкіназ CaMK2. 

 

Рис. 2. 3D-модель малого γ-тубулінового комплексу з A. thaliana. Стрілками позначені залишки Ser32 і Ser376 – 

потенційні сайти фосфорилювання γ-тубулінів Са
2+

- та кальмодулін-залежними протеїнкіназами. 

 
Розташування потенційних сайтів фосфо-

рилювання поруч із контактними поверхнями 

молекул гетеротетрамерного комплексу γTuSC 

дозволяє також зробити припущення стосовно 

можливого впливу фосфорилювання у цих по-

ложеннях для збирання і розбирання центрів 

первинної нуклеації мікротрубочок у рослин. 

Так, Ser259 і Ser321 розташовані безпосередньо 
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біля контактів TUBG1 і TUBG2 з білками Spc98 

і Spc97 відповідно. У той самий час залишки 

Ser32 та Ser376 знаходяться у місцях можливих 

контактів γ-тубулінів суміжних мономерів 

γTuSC, тобто модифікації у цих положеннях 

можуть впливати на об’єднання мономерів у 

кільце центру первинної нуклеації мікротрубо-

чок (γTuRC).  

У ході аналізу можливих сайтів для Са
2+

- 

та кальмодулін-залежних протеїнкіназ на пове-

рхні α-/β-тубулінового димера залишок Thr312 

β-тубуліну також було ідентифіковано як поте-

нційний сайт специфічного фосфорилювання 

(рис. 3). На просторовій структурі димера α- і β-

тубуліна видно, що цей залишок знаходиться у 

зоні контакту субодиниць α- і β-тубуліну. Це 

може бути свідченням того, що цей потенційний 

сайт фосфорилювання важливий для утворення 

тубулінового димера. 

 

 
 

Рис. 3. Потенційний сайт фосфорилювання Thr312 на 3D-моделі димера β-тубуліну з A. thaliana. Світлі-

ша зона позначає область інтрадимерного контакту. 

 
Висновки 

Встановлено існування на поверхні усіх 

ізотипів β- і γ-тубулінів A. thaliana потенційних 

сайтів, що відповідають консервативним профі-

лям для фосфорилювання за участю Са
2+

- та 

кальмодулін-залежних протеїнкіназ 2 (CaMK2), 

– це амінокислотні залишки Ser32, Ser259, 

Ser321 та Ser376 для обох ізотипів γ-тубуліну 

(TBG1 і TBG2) і залишок Thr312, консерватив-

ний у всіх ізотипів β-тубуліну (TBB1-TBB9). 

Враховуючи розташування визначених аміноки-

слотних залишків, можна припустити участь 

Са
2+

- та кальмодулін-залежних протеїнкіназ у 

регуляції структурно-динамічних властивостей 

мікротрубочок рослин. Очевидно, що фосфори-

лювання амінокислотних залишків у цих поло-

женнях може мати значний вплив як на форму-

вання α/β-тубулінового димера і формування 

центрів первинної нуклеації мікротрубочок, так 

і на їх динамічні характеристики. 
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2+

-CALMODULIN-DEPENDENT PROTEIN KINASES AS POTENTIAL REGULATORS OF 

MICROTUBULE STRUCTURE AND FUNCTIONS 

Aim. Evaluate involvement of calcium/calmodulin-dependent protein kinases in regulation of plant microtubules using 

bioinformatic and structural biological methods. Methods. Sequences of tubulins isoforms was taken from UniProtKB. 

Profile prediction of phosphorylation sites was done using KinasePhos 2.0 service. Locating of potential 

phosphorylation sites was conducted on 3D-models of A. thaliana γ-tubulin complex and tubulin dimer, build using 

template X-ray RCSB Protein Data Bank structures; Modeller 9v8, I-Tasser, EasyModeller, HADDOCK, 

GROMACS 4.5.3, MolProbity, QMEAN software and visualized through PyMol 1.5 and UCSF Chimera 1.8. Results. 

It was predicted existence of potential phosphorylation sites matched profiles of calcium/calmodulin-dependent protein 

kinase 2 (CaMK2) in all Arabidopsis isotypes of β- and γ-tubulin: Ser32, Ser259, Ser321, Ser376 in both isotypes of γ-

tubulin (TBG1 and TBG2), and Thr312 conserved in all β-tubulins (TBB1-TBB9). Conclusions. Considering location 

of specified amino acid residues, we assume that calcium/calmodulin-dependent protein kinases may be involved in 

regulation of plant microtubules. We assume that phosphorylation in these positions may have a significant impact on 

the microtubule dynamics, formation of α-/β-tubulin dimer and primary microtubule nucleation centers in plants. 

Keywords: plant microtubules, tubulin, γTuSC complexes, phosphorylation, calcium/calmodulin-dependent protein 

kinases, protein kinase CaMK2, potential sites. 


