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Эукариотический белок CTR1, высокоаффинный импортер Cu(I), переносит, как показано in vitro, так	
же абиогенные Ag(I) и противоопухолевый препарат цисплатин. Пока не известно, каким образом CTR1
импортирует платиновую группу, которая обладает принципиально другими координационными свой	
ствами по сравнению со сходными между собой Cu(I) и Ag(I). Для того, чтобы понять этот феномен, с
помощью расчетных методов проведен анализ свойств 25 последовательностей белка CTR1 хордовых,
на основании которого установлено строение внеклеточного N	концевого домена этого белка. Изучена
степень консервативности координационных свойств внеклеточных медьсвязывающих мотивов CTR1.
Показано, что взаимное положение этих мотивов, обогащенных метионином и гистидином, служит
предпосылкой для селективного связывания меди, серебра и цисплатина. Исследована также связь
между тканеспецифической экспрессией гена CTR1, содержанием меди и накоплением серебра и плати	
ны в органах мышей in vivo. Оказалось, что между этими параметрами существует значимая, но не аб	
солютная положительная корреляция. На основании структурно	функциональных особенностей орга	
низации N	конца CTR1 предложена модель сопряженного транспорта цисплатина и ионов меди, разре	
шающая противоречие между транспортом цисплатина in vivo и необратимым связыванием платины с
метионин	богатыми пептидами.

Ключевые слова: CTR1, метаболизм меди, перенос серебра, цисплатин, молекулярная эволюция, кор	
реляционный анализ.

STRUCTURE	FUNCTIONAL ORGANIZATION OF EUKARYOTIC HIGH	AFFINITY COPPER IM	
PORTER CTR1 DETERMINES ITS ABILITY TO TRANSPORT COPPER, SILVER AND CISPLATIN,
by A. N. Skvortsov1, 2*, E. A. Zatulovskiy1, L. V. Puchkova1 (1St	Petersburg State Polytechnical University, St	
Petersburg, 195251 Russia; 2Institute of Cytology, Russian Academy of Sciences, St	Petersburg, 194064 Rus	
sia; *e	mail: colbug@mail.ru). It was shown recently, that high affinity Cu(I) importer eukaryotic protein CTR1
can also transport in vitro abiogenic Ag(I) ions and anticancer drug cisplatin. At present there is no rational ex	
planation how CTR1 can transfer platinum group, which is different by coordination properties from highly sim	
ilar Cu(I) and Ag(I). To understand this phenomenon we analyzed 25 sequences of chordate CTR1 proteins, and
found out conserved patterns of organization of N	terminal extracellular part of CTR1 which correspond to ini	
tial metal binding. Extracellular copper	binding motifs were qualified by their coordination properties. It was
shown that relative position of Met	 and His	rich copper	binding motifs in CTR1 predisposes the extracellular
CTR1 part to binding of copper, silver and cisplatin. Relation between tissue	specific expression of CTR1 gene,
steady	state copper concentration, and silver and platinum accumulation in organs of mice in vivo was analyzed.
Significant positive but incomplete correlation exists between these variables. Basing on structural and func	
tional peculiarities of N	terminal part of CTR1 a hypothesis of coupled transport of copper and cisplatin has
been suggested, which avoids the disagreement between CTR1	mediated cisplatin transport in vitro, and irre	
versible binding of platinum to Met	rich peptides.
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Медь входит в состав активных центров жизA
ненно важных ферментов [1–3], является компоA
нентом сигнальных путей [4], участвует в переA
программировании энергетического метаболизA
ма при гипоксии [5] и ответственна за развитие
ряда тяжелых заболеваний [3, 6]. Ионы меди пеA
реносятся в клетки трансмембранным белкомA
импортером CTR1 (SLC31A1). В физиологически
активной форме он представляет собой гомотриA
мер [7, 8] и обладает высокой селективностью к
восстановленной меди Cu(I) [9, 10]. Белок CTR1
импортирует также абиогенные ионы серебра
Ag(I) [11], которые могут рассматриваться как поA
тенциальные конкуренты транспорта меди, поA
скольку по электронным свойствам Ag(I) и Cu(I)
сходны. Особое внимание к этому белку привлеA
кает то, что он способен переносить в клетки циA
сплатин, противоопухолевый препарат на основе
платины [12, 13]. Опубликованные данные позвоA
ляют допустить, что эффективность цисплатина
может модулироваться ионами меди и серебра.
Однако механизм транспорта металлов посредA
ством CTR1 изучен недостаточно полно [9, 14], и
многие его аспекты остаются не известными. НаA
пример, неясно, как у высших эукариот происхоA
дит восстановление Cu(II) перед поступлением в
клетку; каков механизм переноса цисплатина,
который содержит ион Pt(II), по ряду свойств
принципиально отличающийся от Cu(I); имеется
ли взаимосвязь между транспортом меди и трансA
портом цисплатина. Ответы на эти вопросы важA
ны для понимания роли CTR1 в метаболизме плаA
тиновых препаратов и могут способствовать соA
зданию менее токсичных схем применения
цисплатина.

В настоящей работе предпринята попытка отA
ветить на эти актуальные вопросы, используя меA
тоды теоретического анализа особенностей струкA
турной организации белка CTR1, обусловливаюA
щие его специфичность по отношению к
упомянутым субстратам. Предложена модель, объA
ясняющая различные аспекты взаимодействия
процессов транспорта меди и платиновых препаA
ратов через CTR1.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Использовали взрослых мышей линии C57Bl
(питомник “Рапполово” РАН, Ленинградская обA
ласть). Животных содержали в стандартных услоA
виях, они получали корм, соответствующий станA
дартам ГОСТ Р50258A92, и воду без ограничения.
Для изучения распределения серебра мышей в теA
чение 3 недель содержали на AgAдиете [15]. ЦисA
платин в дозе 4 мг/кг веса тела вводили внутриA
брюшинно. Органы мышей сразу после извлечеA
ния замораживали и хранили при –70°С. 

Экстракцию клеточной РНК, синтез кДНК (обA
ратную транскрипцию, ОТ), разработку структуA

ры праймеров, полимеразную цепную реакцию
(ПЦР) и анализ ПЦРAпродуктов проводили, как
описано ранее [16]. 

Концентрацию металлов измеряли при помощи
метода атомноAабсорбционной спектрометрии с
электротермической атомизацией и зеемановской
коррекцией неселективного поглощения на спекA
трометре “PerkinAElmer” (Model 4100ZL, США) c
палладиевым модификатором (2 мкг). При измеA
рении концентрации меди и серебра исследуемые
ткани гомогенизировали в лизирующей смеси
[15]. При измерении платины ткани растворяли в
царской водке.

Корреляционный анализ производили методом
главных компонент (ГК) [17], примененным к
центрованным и нормированным данным с поA
мощью надстройки Chemometrics для MS Excel
(www.chemometrics.ru/materials/textbooks/projection.
htm). 

Для анализа аминокислотных последовательно	
стей CTR1 хордовых, взятых из открытой базы
данных Entrez (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov), исA
пользовали программы ClustalX версии 2.0
(www.clustal.org), Cobalt (NCBI), PHYLIP (evoluA
tion.genetics.washington.edu /phylip). Для предскаA
зания вторичной структуры, положения и ориенA
тации трансмембранных доменов использовали
алгоритмы PSIPRED v3.0 и MEMSATASVM/
МEMSAT3, предоставляемые сервером PsiPred
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). Проводили
анализ всей последовательности без использоваA
ния масок. Локализацию гидрофобных участков в
последовательности CTR1 предсказывали на осA
новании индексов гидрофобности аминокислотA
ных остатков (а.о.) [18]. Свойства и анализ частоA
ты встречаемости а.о. усредняли с помощью проA
граммы, реализованной на Object Pascal. Тест на
отклонение частот встречаемости а.о. от среднеA
статистических частот а.о. в белках млекопитаюA
щих [19] проводили с помощью биномиального
распределения. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ in vivo взаимосвязи между экспрессией гена 
CTR1 и транспортом меди, серебра и платины

Корреляционный анализ предполагаемой взаA
имосвязи между уровнем экспрессии гена CTR1 и
концентрацией металлов проводили при помощи
метода ГК на основе экспериментальных данных,
представленных на рис. 1а–г. В том случае, когда
анализируются все органы (рис. 1д), две старшие
ГК описывают 85% дисперсии набора, т.е. наблюA
даемые значения можно условно представить в
виде комбинации двух независимых факторов.
При этом наблюдается сильная положительная
корреляция между содержанием меди и серебра в
органах. Поступление платины в органы не корA
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релирует с содержанием меди и серебра, однако,
наблюдается положительная корреляция между
уровнем CTR1AмРНК и содержанием меди и сеA
ребра, а также с поступлением платины. СущеA
ственная часть дисперсии количества Cu и Ag в
разных органах обусловлена тем, что в надпочечA
никах это количество значительно выше средних
значений. При исключении надпочечников из
анализа вклад двух старших ГК в описание дисA
персии падает до 75%, а корреляция между содерA
жанием Ag и Cu не наблюдается (рис. 1е). Однако
сохраняется положительная корреляция между
уровнем CTR1AмРНК и всеми концентрациями
металлов; корреляции между содержанием меди
и платины нет. 

Эти данные позволяют заключить, что in vivo
наблюдается достоверная положительная корреA
ляция между синтезом CTR1, содержанием меди,
накоплением серебра и транспортом платины.
Это согласуется с концепцией, предполагающей
участие CTR1 в импорте указанных металлов в
органы грызунов.

Анализ свойств последовательности белка CTR1

Последовательность белка CTR1 нескольких
видов ранее уже подвергалась филогенетическоA
му анализу. Показано, что CTR1 имеет три конA
сервативных трансмембранных домена (ТМД),
содержащих аминокислоты, боковые группы коA
торых способны координировать атомы меди.
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Рис. 1. Квазистационарный уровень экспрессии CTR1AмРНК в органах мышей C57Bl (а), концентрация меди (б),
концентрация серебра в органах AgAмышей (в) и концентрация платины через 30 мин после внутрибрюшинной инъA
екции 4 мг/кг цисплатина (г) в тех же органах. Концентрация металлов дана в мкг/г сырой ткани. K – почки, L – пеA
чень, AG – надпочечники, Lu – легкие, Br – мозг, Ht – сердце, T – семенники, Sp – селезенка, SM – скелетные мышA
цы. Указано стандартное отклонение в группе животных. Круговые диаграммы – анализ корреляции переменных меA
тодом главных компонент (ГК), график нагрузок: все образцы (д) и все образцы за исключением надпочечников (е).
Доля дисперсии, описанная ГК, указана в подписях к осям (коэффициент корреляции Пирсона r между двумя переA
менными численно равен косинусу угла между векторами нагрузок соответствующих переменных, а длина векторов соA
ответствует доле дисперсии переменных, описываемой двумя старшими ГК). 
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Расположение этих аминокислот в модели αAспиA
ральных ТМД допускает возможность образоваA
ния ими медьAпроводящего канала [8, 9]. Эти расA
четные данные частично подтверждены экспериA
ментально [20, 21]. К настоящему времени
известно уже несколько сотен последовательноA
стей CTR1, принадлежащих к разнообразным
филогенетическим группам, однако их филогенеA
тического анализа не проводили. Мы сравнили
все белковые последовательности баз данных, коA

торые имеют высокую гомологию с последоваA
тельностью CTR1 человека (hCTR1), без NAконA
цевого домена (NP_001850, а.о. 62–190) (табл. 1).
Отобранные последовательности автоматически
выравнивали с помощью алгоритма ClustalX. РеA
зультаты показали, что последовательность, соотA
ветствующая аминокислотам в положениях 43–
190 домена hCTR1, в эволюции высококонсерваA
тивна: у позвоночных она содержит единичные
точечные замены, в основном – синонимичеA

Таблица 1. Последовательности белков CTR1 хордовых, использованные для анализа, и некоторые их свойства

Protein_ID 
последоваA
тельности

Организм
Длина последоA

вательности 
CTR1

Тандемные 
повторы

ПотенциальA
ные сайты 

NAгликозиA
лирования*

XP_785308 морской еж, Strongylocentrotus purpuratus 
(внешняя группа)

208 2×MTXGHGHHTMPХG N(–13), N31 

2×GMT

EEN65462 ланцетник, Branchiostoma floridae 189 4.5×MDHSN 

AAH67161 данио [рыба], Danio rerio 188

CAG01694 тетраодон [рыба], Tetraodon nigroviridis 188 2×GGH

CAF34419 дорада [рыба], Sparus aurata 185

ACN11071 семга [рыба], Salmo salar 186 2×MDH

AAH75178 шпорцевая лягушка, Xenopus laevis 187

AAH67952 шпорцевая лягушка, Xenopus tropicalis 183

CAD13301 ящерица, Рodarcis siculus 191 N13 

XP_001506031 утконос, Ornithorhynchus anatinus 189 3×MDH, 3×MNH N18 

XP_002743257 игрунка, Callithrix jacchus 192 N13 

XP_001103110 макак, Mасаса mulatta 190 N15 

XP_520197 шимпанзе, Pan troglodytes 190 N15 

AAB66306 человек, Homo sapiens 190 N15 

CAH91134 орангутан, Pongo abelii 190 N15 

XP_001489029 лошадь, Equus caballus 190 N15 

XP_538800 собака, Canis familiaris  189** N16 

EFB15518 панда, Ailuropoda melanoleuca 189 N16 

AAI50135 бык, Bos taurus 189 N19 

AAL49494 свинья, Sus scrofa 189 N20 

XP_002708160 кролик, Oryctolagus cuniculus 167

ADP09413 хомячок, Cricetulus griseus 196 3×MGMNH, 3.5×MDH N21/N22 

AAH34674 мышь, Mus musculus 196 N12, N17 

AAF72546 крыса, Rattus norvegicus 187 N17, N22 

XP_001364740 опоссум, Monodelphis domestica 189 N16 

XP_001232515 курица, Gallus gallus 183 N14 

XP_002194656 амадина, Taeniopygia guttata 182 N14 

Примечание. Из рассмотрения исключены повторяющиеся последовательности, полиморфные варианты и последовательA
ности с отсутствующим NAконцом. 
* Нумерация остатков дана по последовательности CTR1 человека после выравнивания всех последовательностей по CAконцам.
** Запись базы данных содержит явно ошибочный NAконец, не имеющий гомологии в геномах других млекопитающих. В
анализ взята часть последовательности, гомологичная CTR1 близких видов. 
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ские, и не имеет вставок и делеций. Поэтому исA
пользовали нумерацию аминокислот по гомолоA
гии с последовательностью hCTR1. Топология
филогенетического дерева последовательностей
хорошо соответствует топологии видового дерева
позвоночных (рис. 2). 

Предсказанные усредненные профили гидроA
фобности, положение и ориентация ТМД и предA
почтительные вторичные структуры вышепереA
численных последовательностей приведены на
рис. 3. Анализ надежно предсказывает положение
ТМД2 и ТМД3 и внеклеточной петли в положеA
ниях 156–158; ориентация всех ТМД, предскаA
занная при использовании алгоритма MEMSAT3,
во всех случаях согласуется с общепринятой тоA
пологией CTR1 в мембране [21]. Ключевая пара
остатков метионина Met150 и Met154, строго
консервативная в семействе белков CTR1, нахоA
дится в ТМД2 в непосредственной близости к
внеклеточной петле. По данным литературы,
ТМД1 содержит 19–20 а.о. в положениях 67–86
[22–24], т.е. относится к коротким ТМД. АлгоA
ритм МEMSATASVM предсказывает, что в более
чем 75% проанализированных нами последоваA
тельностей ТМД находится в области 67–86
(20 а.о.), а алгоритм MEMSAT3 – в области 65–86
(23 а.о.) (рис. 3). В то же время, структурные исA
следования покоящегося hCTR1 [14] указывают
на то, что наблюдается сильно наклонное полоA
жение ТМД1 в мембране, что мало согласуется с
“минимальной” длиной 19 а.о. Алгоритм
PSIPRED предсказывает αAспираль потенциальA
ного ТМД во всех проанализированных последоA
вательностях, она продолжается в сторону CAконA
ца до суммарной длины 37 а.о. Однако в области

86–96 имеется пять положительно заряженных
а.о., что ограничивает ТМД1 с цитозольной стоA
роны позицией 86. В то же время, анализ профиля
гидрофобности допускает продолжение ТМД1 в
сторону NAконца (рис. 3а). Таким образом, проA
веденный анализ позволяет считать, что ТМД1
включает в себя аминокислоты с 62 по 86 (25 а.о.),
а возможно – с 54 по 86 (33 а.о.). 

При использовании алгоритма MEMSATA
SVM ни в одном из проанализированных CTR1
не обнаружено сигнальных последовательностей
для встраивания белка в мембрану по механизму,
соответствующему концепции Блобеля (Blobеl)
[25], поэтому механизм направления CTR1 в мемA
брану остается непонятным. Возможно, роль сигA
нала переноса/остановки выполняет ТМД1. Если
это так, то предсказанное нами удлинение его к
NAконцу оправдано. 

ПоAвидимому, как мы и предполагали ранее
[8], канал формируется доменами ТМД2 и ТМД3, а
наружное устье – петлями между ними (рис. 4а, б).
Такое строение обеспечивает образование двух
тиоэфирных “колец”, образованных остатками
Met154 и Met150 [14, 20]. Исследование эволюциA
онной консервативности остатков в αAспиралях
подтверждает размещение ТМД1 в мембране и их
функциональную роль (рис. 5). ТМД2 обладает
ярко выраженным амфипатическим характером.
Консервативные нуклеофильные аминокислоты
сгруппированы с одной стороны спирали, а друA
гая ее сторона сохраняет в эволюции хорошо выA
раженные гидрофобные свойства. ТМД3 не соA
держит консервативных нуклеофильных остатA
ков, но консервативные аминокислоты также
находятся по одну сторону спирали и включают в
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Рис. 2. Неукорененное филогенетическое дерево последовательностей CTR1 хордовых, построенное программами
ClustalX и Phylip/DrawTree. Обозначения, см. табл. 1.
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себя остатки Gly167 и Gly171, необходимые для
тримеризации [26]. 

Наиболее вариабельной частью белка CTR1
является внеклеточный NAконцевой домен (амиA
нокислоты с номерами меньше 42): его длина изA
менчива, а автоматическое выравнивание неинA
формативно. В последовательности NAконцевого
домена не удается найти консервативные участки
или сайты, типичные для внутриклеточных медьA

связывающих мотивов. Таким образом, для функA
ционирования домена важна не конкретная поA
следовательность аминокислот, а ее свойства. ВоA
первых, последовательность сильно обогащена
остатками Met и His и обеднена положительно заA
ряженными аминокислотами (рис. 3г,д). Общий
заряд NAконца отрицательный, что благоприятA
ствует электростатическому притяжению катиоA
нов. Остатки Met и His чаще всего разделены одA
ним или двумя аминокислотами, а такое располоA

3
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Рис. 3. Предсказанные свойства последовательностей CTR1 хордовых, выравненных по CAконцу без вставок. а – ПроA
филь гидрофобности (рамка 19 а.о. [18]), тонкие линии обозначают минимум и максимум, толстая линия – среднее
значение по всем последовательностям. б – Предсказание вторичной структуры с помощью алгоритма PsiPred. ОрдиA
ната: надежность предсказания (0 – наименьшая надежность). Белый – неупорядоченная структура (r.c.), серый –
βAтяж, черный – αAспираль. в – Положение ключевых сайтов и предсказание трансмембранных доменов (ТМД) алгоA
ритмом MEMSAT. Белый – ТМД предсказан в более чем в двух третях последовательностей, черный – во всех послеA
довательностях. Стрелки направлены в сторону внеклеточных концов ТМД в соответствии с ориентацией, предскаA
занной MEMSAT3. По абсциссе (а–в) – номер аминокислоты по последовательности hCTR1. г – Частоты встречаеA
мости аминокислот в полной последовательности CTR1, д – в NAконцевом фрагменте (аминокислоты с номерами
меньше 62). Прямоугольники отображают квартили распределения частоты встречаемости f каждой из аминокислот в
анализируемых последовательностях. Линия – средняя встречаемость аминокислот в белках позвоночных [19]. УровA
ни значимости для аминокислот, частоты которых существенно отличаются от средних величин, указаны явно. По оси
абсцисс – однобуквенный код аминокислотных остатков.
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жение остатков способствует возможности
образования хелатного комплекса обеими нуклеоA
фильными группами His или Met в βA и αAконфорA
мациях пептидного остова соответственно. ВоA
вторых, NAконец, несмотря на высокое содержаA
ние остатков Met, обладает гидрофильными свойA
ствами (рис. 3а). ВAтретьих, в NAконцевой части
последовательности отсутствует выраженная втоA
ричная структура (рис. 3б). Это подтверждается
наличием вариабельных в эволюции остатков
пролина и полиглициновых трактов. 

Кроме того, большинство последовательноA
стей содержит в NAконцевой части один или неA
сколько потенциальных сайтов NAгликозилироA
вания (табл. 1), экспериментально найденного в
hCTR1 [27]. Остатки цистеина практически не
встречаются и, следовательно, дисульфидные
связи не требуются для формирования функциоA
нального гомотримера. Это хорошо объясняет лаA
бильность гомотримера CTR1 на клеточной мемA
бране, наблюдаемое в культивируемых клетках
[10]. Интересной особенностью NAконца CTR1
многих организмов является наличие тандемно
повторяющихся последовательностей – от 3–5 до
десятков аминокислот (табл. 1). Повторы негомоA
логичны, хотя их одиночные и измененные коA
пии могут быть прослежены в последовательноA
стях близкородственных видов. Наличие этих поA
второв – основная причина неэффективности
алгоритмов выравнивания последовательностей. 

В последовательности NAконца CTR1 позвоA
ночных традиционно выделяют три медьAсвязыA
вающих мотива (табл. 2) [28]. Потенциальный
сайт NAгликозилирования находится между моA
тивами 1 и 2, а между мотивами 2 и 3 – вариабельA
ный полиглициновый линкер. Мотив 3 представA
ляет собой уникальный элемент последовательA
ности CTR1 и встречается в высокоаффинных
транспортерах меди многих таксонов эукариот.
Он имеет последовательность (Met)nAXAMet45,
где число n обычно равно 3–4, но может варьироA
вать от 1 до 6. Известно, что мотив 3 строго необA
ходим для транспорта меди [20] и эффективного
импорта платиновых препаратов [29]. Свойства
NAконцевого домена CTR1 позволяют предполоA
жить, что функциональная роль NAконца – улавA
ливать ионы меди, удерживать их и концентрироA
вать вблизи устья канала в восстановленном состоA
янии. Дистальные части NAконцов, направленные
во внеклеточную среду, обладают конформационA
ной свободой, а отрицательный заряд, гидрофильA
ность и олигосахаридная цепь препятствуют их
слипанию с мембраной и друг с другом. В то же
время, если ТМД1 удлинен, как предсказывает изA
ложенный выше анализ гидрофобности, участки,
содержащие МAбогатые мотивы, окажутся сблиA
женными у устья канала (рис. 4в). 

Предполагаемая роль медьсвязывающих мотивов 
N"концевого фрагмента CTR1 в транспорте ионов 

меди, серебра и платины

Эффективность связывания металла с нуклеоA
фильной группой аминокислоты в значительной
мере обусловлена соответствием их поляризуемоA
стей, которые количественно характеризуются
шкалой жесткости по Пирсону [30]. По этой шкаA
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Рис. 4. Модель трансмембранной и внеклеточной чаA
сти гомотримера CTR1 позвоночных. а – ГипотетичеA
ское расположение трансмембранных αAспиралей,
предсказанное на основании амфипатических
свойств ТМД [8]. б – Наклонное расположение αA
спиралей ТМД на основании электронноAмикроскоA
пических данных [14], вид с внеклеточной стороны.
в – Возможное расположение нуклеофильных сайтов
относительно медьпроводящего канала на основании
предсказанных свойств последовательностей CTR1.
Черные ромбы указывают на положение остатков
M154, пунктиром отмечено положение сайта NAглиA
козилирования у млекопитающих. Цилиндры –
условное обозначение αAспиралей, цифры – номера
ТМД1AТМД3. Оттенками серого отмечены индивиA
дуальные полипетидные цепи CTR1 в составе гомотA
римера.
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ле медь (I) – наиболее мягкий биогенный элекA
трофил, медь (II) занимает промежуточное полоA
жение (табл. 3). Для Cu(I) концепция Пирсона
предсказывает взаимодействие с остатками Cys,
Met и His, а для Cu(II) – предпочтительное связыA
вание с остатками His. Поэтому медьAсвязываюA
щие мотивы NAконца CTR1 идеально приспособA
лены для связывания Cu(I) (мотивы 1 и 3) и Cu(II)
(мотивы 1 и 2). Традиционно считалось, что коорA
динация меди только остатками Met нетипична.
Но новые данные по изучению Cu(I)AсвязываюA
щих белков прокариот (CusA, PcoA, CopA, CopK,
CopC, медьAтранспортный шаперон DR1885 и
другие) показывают, что сайт, образованный
только остатками Met, самостоятелен и широко
представлен в эволюции классом Cu(I)AсвязываA
ющих сайтов [34, 35]. Мотивы CTR1, обогащенA
ные остатками Met, могут рассматриваться как
принадлежащие к этому классу. Однако в упомяA
нутых прокариотических белках остатки Met обA
разуют сайт с предпочтительной для Cu(I) квазиA
тетраэдрической геометрией координационной
сферы за счет формирования третичной структуA
ры белка. Предварительно сформированная коA
ординационная сфера обеспечивает большой хеA
латный эффект и резко увеличивает аффинность
взаимодействия по отношению к целевому иону.
Мотивы CTR1, богатые Met, поAвидимому, лишеA
ны постоянной вторичной структуры. По этой
причине их селективность по отношению к разA
личным катионам должна быть меньше, чем у
структурно жестких сайтов, однако сродство к
ионам может оставаться высоким за счет большого
числа нуклеофильных групп. Фактически, вблизи

наружного устья остатки Met мотивов 3 могут обA
разовывать нанокаплю тиоэфира (рис. 4в). 

Окружение тиоэфирных групп стабилизирует
восстановленное состояние ионов меди, “раствоA
ренных” в этой капле, и изолирует Cu(I) от воды,
предотвращая, тем самым, реакцию диспропорA
ционирования Cu(I). Вероятно, пространственA
ное сближение HisAбогатых и MetAбогатых мотиA
вов создает условия, в которых NAконец CTR1
может функционировать наподобие белка CopC
из Pseudomonas aeruginosa. В этом прокариотичеA
ском белке восстановление меди сопряжено с ее
перемещением из HisAбогатого сайта в MetAбогаA
тый сайт [36]. Таким образом, белок CTR1 может
осуществлять внутримолекулярное восстановлеA
ние меди, что подтверждено при исследовании
свойств Met/HisAбогатых пептидов [37]. СохранеA
ние в эволюции позвоночных трех различных
медьсвязывающих мотивов, из которых только
мотив 3 строго необходим для комплементации
утраченного транспорта свободных ионов меди у
дрожжей [35], позволяет предположить, что моA
тивы 1 и 2 необходимы для связывания Cu(II) от
внеклеточных доноров в организме.

Проведенный анализ позволяет построить моA
дель селекции рассматриваемых ионов металлов
белком CTR1. Свободные ионы Cu2+ в кишечниA
ке и медь из комплекса [His2Cu] связываются моA
тивом 2, в то время как совокупность мотивов 1 и
2 служит для захвата лабильных ионов Cu(II) от
церулоплазмина [39], главного медьтранспортноA
го белка – донора меди для клеток негепатоциA
тарных рядов [40]. При наличии донора электроA
на медь восстанавливается и перемещается в моA
тив 3, который изолирует ее от водного
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окружения. На этом этапе осуществляется селекA
ция Cu(II) от сходных ионов Zn(II), которые, одA
нако, неспособны к одноэлектронному восстаA
новлению. MetAбогатые мотивы 3 не обладают
конформационной жесткостью, поэтому специA
фичность по отношению к меди (I) невелика. ТеоA
ретически, эти мотивы должны связывать любые
мягкие электрофилы – Cu(I), Ag(I), Hg(II), Pt(II),
Au(III)…, что отчасти подтверждается эксперименA
тально [34, 41]. Восстановленные ионы Cu(I) переA
ходят по градиенту свободной энергии от конфорA
мационно подвижных мотивов 3 к пространственA
но организованным остаткам Met154/Met150 в
устье канала (за счет увеличения хелатного эфA
фекта), затем к HisACysAHisAдомену CAконца и даA
лее, к CysAXAXACysAсайтам медных шаперонов
внутри клетки.

Ион серебра (I) – близкий аналог иона меди (I)
в силу одинакового строения внешней электронA
ной оболочки (табл. 3), способный образовывать
изоструктурные комплексы с Cu(I)Aсайтами [42,

43]. Поэтому можно ожидать, что механизм
транспорта ионов серебра через CTR1, подтверA
жденный в экспериментах на клеточных культуA
рах [10, 11], должен быть аналогичен механизму
транспорта Cu(I). Ион серебра, являясь мягким
электрофилом, вероятно, прямо связывается с
мотивом 3 NAконца. Несколько больший размер
Ag(I) не является препятствием для транспорта,
так как CTR1 не содержит структурно жестких
сайтов, а остатки Met, конформационно более
подвижные, чем His и Cys, могут легко подстроA
иться под больший размер иона. ФундаментальA
ным отличием серебра от меди является то, что
оно не окисляется до Ag(II) в водных растворах. В
условиях конкурентного транспорта Ag(I) и
Cu(II) через CTR1 серебро может иметь преимуA
щество, так как медь должна быть предварительA
но восстановлена. Тем не менее, у многоклеточA
ных животных прямая конкуренция может иметь
место in vivo только в клетках кишечника, так как
другие клетки получают медь преимущественно

Таблица 2. Вариант функционального ручного выравнивания металлсвязывающих мотивов NAконца белка
CTR1 позвоночных

Видовое 
название

Мотив 1 
(M/HAбогатый)

Мотив 2 
(НAбогатый)

Поли(G)
 тракт

Мотив 3 
(МAбогатый)

D. rerio DSS S  D GG LTTTGNG GD – Q

T. nigroviridis D SN D S LS P D GG–DGSSGG GG – G A

S. aurata D S PT D GGG GGNQGG EG GG V

S. salar D D T D SK  ED GGGGG K

X. laevis D S Q P–-TTSGG GGGD GGG CG P

X. tropicalis D S ––PTTSGN GD GG S Q

P. siculus SN A G D ––A TTAG I D GG

O. anatinus D MD D N N N ––PTTGS- G GGGG D P

C. jacchus D S E ––PTTSAS S GG DSN P

H. sapiensа 
D S G SY ––PATSAS S GGG DS P

P. abelii D S G SY ––PTTSAS SR GGG DSS P

E. caballus D S G S TD ––PTTSAS S GG D D P

C. familiaris D S KGTS ––PTTSAS S G EG N

A. melanoleuca D S KETS ––PTTSAS S GG DN

B. taurus G S I G N D ––PTTSSD S – D P

S. scrofa D SA G ST G SD N ––PTSSGS – ES P

O. cuniculus ?  TTTAS S GGG DGS P

C. griseus G N G N G N D D D ––PTT-AS S GGG D P

M. musculus  N G N E G N ––PTTSAS S GGG DS P

R. norvegicus  R N E - G N Q ––PTTSAS S – E P

M. domestica  NPGPN G N ––PSTTAS I GGGGG S P

G. gallus S NSS LPTT ––STASSGGG G A

T. guttata S -NSSTLPTS –-PSTTASG S – D A

Примечание. Последовательности M. mulatta и P. troglodytes имеют мотивы, идентичные CTR1 H. sapiens, и в таблице не приA
водятся.

M H HHH H H H H MMMM M

M H M H HH H M H H H H M M M

M H HHHH M H H H H H M M

M HM H HH H M H H HMM M

M H HHM H H H H MHMM M

M H HH HHH H H MHMM M

M HHM HM H M HHH M H H MMMMHM

M H HM HM HM HM H HHM H H MMM M

M H HHM M HHH H H MMMMMM M

M H HHM M M HHH H H HMMMM M

M H HHM M M HHH H MMMM M

M H HHM M H H HHH H H M HMMMM M

M H HH HM HHH H H MH MMMHM

M H HH HM HHHH H H M MMMHM

M H H M M M M HHH H H HMMMMM M

M H HM M HM M M H HHH H MMM M

M H H MMMMM M

M M HM M HM M HM HM HM HM HHH H H M M

M HM M HM MHHHM M H HHH H H MMMM M

M M HM MHH M M H H H H H MMM M

M H M HM HHH H H H MMM M

M HHMM M H HHH H MMMM M

M HHM H HHH H H MMMM M
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от Cu(II)Aпереносчиков, изоструктурное связыA
вание серебра с которыми крайне маловероятно.
Транспортер серебра, абсорбированного из желуA
дочноAкишечного тракта, в кровотоке пока не обA
наружен. Тем не менее, в печени Ag(I) встраиваетA
ся в церулоплазмин, который теоретически моA
жет быть донором Ag(I) для клеток некоторых
органов [15].

Активированные молекулы цисплатина – мягA
кие электрофилы, поэтому в белках они связываA
ются с остатками Met, Cys и His [44–46]. КомA
плексы платины с Met термодинамически менее
устойчивы, чем комплексы с His или гуаниновыA
ми нуклеотидами, однако кинетически их обраA
зование более вероятно [46]. При этом на белках
платинируются остатки Met, доступные раствоA
рителю [47, 48]. Такие остатки, в соответствии с
моделью (рис. 4в), в большом количестве содерA
жатся в NAконцевом домене CTR1. Поэтому приA
чина первичного “селективного” связывания
платиновых препаратов с CTR1 понятна: активиA
рованные формы цисплатина обладают сочетаA
нием положительного заряда и малой жесткости
по Пирсону, характерными для ионов Cu(I). 

Показано, что у некоторых линий клеток эксA
прессия CTR1 положительно коррелирует с колиA
чеством платины, связавшейся с ДНК [29]. Это
указывает на сохранение ДНКAповреждающих
свойств платиновых комплексов, прошедших чеA
рез CTR1. Для эффективного связывания с ДНК
некоторые лиганды исходного комплекса платиA
ны должны быть сохранены [49], т.е. платина
должна транспортироваться в клетку не в виде

иона, а в составе функциональной группы. РазA
мер плоскоквадратной молекулы цисплатина –
наименьший из всех противоопухолевых цитоA
статиков, но даже с учетом того, что один из лиA
гандов замещается на аминокислоты, он превосA
ходит размер ионов Cu(I) или Ag(I) и наружного
устья канала (табл. 3). Тем не менее, расположеA
ние ТМД, установленное с помощью электронA
ной микроскопии [14], допускает их значительA
ную конформационную подвижность. ВозможA
но, за счет согласованного движения ТМД2
работающий канал может принимать конформаA
цию, более близкую к изображенной на рис. 4a, с
расширенной до 0.9 нм порой, через которую уже
может пройти платиновая группа (~0.6 нм). 

Более существенными отличиями, которые
исключают перенос платиновой группы по мехаA
низму, аналогичному Cu(I), являются энергия обA
разования связи Pt–S(Met) (15–20 кКал/моль) и
кинетический трансAэффект метионина [50],
резко увеличивающий скорость замещения лиA
ганда в трансAположении к связи Pt–S(Met). В
результате этого, в пептидах, содержащих неA
сколько остатков Met, взаимодействие с цисплаA
тином in vitro быстро приводит к образованию поA
лидентантного комплекса с несколькими атомаA
ми серы и потере всех исходных лигандов
цисплатина [41, 51]. Образование прочного хеA
латного комплекса практически необратимо и
in vivo равносильно инактивации как платиновой
группы, так и транспортера. Обойти возникаюA
щее противоречие можно, если принять во вниA
мание, что ионы меди (II) способны вытеснять

Таблица 3. Сравнение характеристик субстратов CTR1

Элемент Медь Серебро Платина

Состояние Cu+ Cu2+ Ag+ Pt2+, “водный ион” Pt(II), амминохлороAкомплексы

Ковалентный радиус, пм 132 145 136

Ионный радиус/размер 
молекулы, пм,

{координационное число}

46 {2} 67 {2} 600 × 600 × 200

60 {4} 57 {4} 100 {4} 60 {4} (цисплатин)

65 {5} 110 {5}

77 {6} 73 {6} 120 {6} 80 {6}

Электроотрицательность 
по Полингу

1.90 2.00 1.93 2.28

Жесткость по Пирсону, эВ 6.3 8.3 6.9 – 1.4 (цисплатин)

1.7 (карбоплатин)

1.3 (оксалиплатин)

Стандартный ОВ потенциал 
восстановления в водной 
среде, В

+0.521 +0.153 +0.7996 +1.18 (2e–) +0.755 (2e–) [PtCl4]2–

Стандартный ОВ потенциал 
окисления в водной среде, В

+0.153 +2.4 +1.98 – +0.68 (2e–) [PtCl4]2– 

Примечание. При составлении таблицы жесткости по Пирсону [30, 31] для атомных и ионных радиусов [32] и прочих харакA
теристик [33] использованы данные литературы.
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платину из комплексов с метионином, разрушая
связи Pt–S [52]. При этом монодентантные комA
плексы платины, возникающие при первичном
взаимодействии цисплатина с CTR1, теоретичеA
ски могут эффективно расщепляться медью,
транспортируемой через канал, до того как успеA
вает образоваться прочный хелатный комплекс,
инактивирующий транспортер. Схема соответA
ствующей модели приведена на рис. 6. 

В соответствии с этой моделью активированA
ные платиновые группы связываются с MetAбогаA
тым мотивом 3. HisAбогатый мотив 2 в норме соA
держит медь(II), поступившую от внеклеточных
доноров и ожидающую восстановления. В силу
пространственного сближения этих мотивов соA
здаются идеальные условия для вытеснения плаA
тиновой группы ионом меди. Данная модель
предполагает возникновение в определенных
условиях положительной корреляции между
транспортом меди и поступлением цисплатина в
клетки. Такой эффект, свидетельствующий в
пользу предложенной гипотезы, обнаружен нами
у крыс, получавших AgAдиету, концентрация меди
в сыворотке крови которых снижена в 10 раз [16].
В опытах на клеточных культурах часто наблюдаA
ется конкуренция между импортом меди и цисA
платина, индуцированная добавлением в среду
больших – нефизиологических – количеств ионов
меди. Это не противоречит предлагаемой нами моA
дели, так как в таких условиях медьAсвязывающие
мотивы CTR1 перегружены медью, которая преA
пятствует первичному связыванию активированA
ных платиновых комплексов хотя бы в силу элекA
тростатического отталкивания.

Таким образом, представленные в работе реA
зультаты позволяют заключить, что структурноA
функциональная организация белка CTR1 и, в
частности, строение его внеклеточных нуклеоA
фильных сайтов обеспечивают сродство CTR1 по
отношению к меди и нетипичным субстратам (сеA
ребру и платиновым препаратам), транспорт коA
торых наблюдается in vivo. Эти сайты лишены
четких консенсусных последовательностей и, поA
видимому, жесткой пространственной структуры.
Тем не менее, сочетание консервативных в эвоA
люции свойств последовательности этих сайтов
полностью соответствует биологической роли внеA
клеточного домена CTR1, а именно, функции перA
вичного связывания меди и ее удержания в восстаA
новленном состоянии. Наличие пространственно
сближенных сайтов для Cu(I) и Cu(II) создает
условия для внутримолекулярного восстановлеA
ния меди и транспорта цисплатина при ее участии.

Работа получила финансовую поддержку РосA
сийского фонда фундаментальных исследований
(09A04A01165 и 10A04A90048).
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