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Убиквитинирование является одной из самых распространенных посттрансляционных модификаций 
белков, оказывающей значительное влияние на их функции, такие как стабильность, активность 
и клеточная локализация. Нарушения убиквитинирования и деубиквитинирования связаны с 
различными онкологическими и нейродегенеративными заболеваниями. Сложность убиквитиновых 
сигналов – моноубиквитинирование и полиубиквитинирование с разной длиной и различными 
типами связей между убиквитинами – определяет их универсальность и способность регулировать 
сотни клеточных процессов. Для глубинного понимания механизмов сборки и разборки, детек- 
тирования убиквитиновых цепей и передачи ими сигнала требуются новейшие биохимические, 
масс-спектрометрические и вычислительные методы. Последние научные достижения позволяют 
идентифицировать убиквитинирование белков и структуру цепей убиквитина, однако в этой области 
все еще остается немалое количество непроясненных вопросов. Настоящий обзор посвящен 
детальному анализу текущего понимания архитектоники убиквитиновых цепей.
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1. ВВЕДЕНИЕ

Убиквитин (Ub) – небольшой (~8 кДа) сиг- 
нальный белок, играющий центральную роль во 
многих клеточных процессах, включая деградацию 
белков [1, 2], активацию сигнальных путей и 
репарацию ДНК [3, 4]. Известно до 14 различных 
семейств убиквитина и убиквитин-подобных 
белков, различающихся по аминокислотной 
последовательности, но имеющих характерную 
пространственную структуру.

Убиквитин прикрепляется к белку-мишени 
с помощью последовательных действий пред- 
ставительного семейства ферментов. Ковалентное 
присоединение убиквитина к субстратам осущест- 
вляется при помощи системы, состоящей из трех 
ферментов: активирующей убиквитин E1-лигазы, 
конъюгирующей E2-лигазы и убиквитинлигазы 
E3. Существует множество способов модификации 
белков убиквитином, из которых выделяют моно- 
убиквитинирование (одного или нескольких сай- 
тов), а также полиубиквитинирование с разными 
параметрами связи и длинами убиквитиновых 
цепей. ε-Аминогруппы семи остатков лизина 
K6, K11, K27, K29, K33, K48 и K63, входящих в 
состав убиквитина, позволяют ему образовывать 
изопептидные связи между карбоксильной 
группой С-концевого остатка глицина одной 
молекулы убиквитина и аминогруппой другой 
молекулы убиквитина, которая, в свою очередь, 
связана с белком-субстратом посредством С-кон- 
цевого остатка глицина G76 [5]. Параметры 
цепей крайне разнообразны: они могут быть как 
гомогенными или гомотипическими (т.е. обра- 
зовывать связи через остатки лизинов в строго 
определенном положении), так и гетерогенными 
или гетеротипическими (комбинировать разные 
типы связей); последние, в свою очередь, могут 
разветвляться посредством убиквитинирования 
сразу по нескольким сайтам (разветвленные  
цепи) [6]. Считается, что значение сигнала убикви- 
тинирования зависит от типа связи и длины 
убиквитиновой цепи. Так, классическое представ- 
ление состоит в том, что цепи, образованные через 
остаток лизина K48, обычно маркируют белки, 
предназначенные для деградации в протеасоме, 
в то время как цепи, образованные связью через  

остаток лизина К63, играют ключевую роль в коор- 
динации процессов направленного эндоцитоза, 
воспаления, трансляции и репарации ДНК. 
Если физиологические функции были охаракте- 
ризованы для некоторых гомотипических убикви- 
тиновых цепей [7], то гетеротипические цепи  
остаются практически неизученными. Сущест- 
вование и физиологическая роль большей части  
гетеротипических комбинаций – до сих пор откры- 
тый вопрос. В основном это связано с тем, что на 
несмотря на довольно широкий репертуар методов, 
используемых для изучения убиквитиновых 
цепей [7], ввиду большой сложности объекта 
исследования очень затруднительно корректно 
интерпретировать получаемые результаты.

В данном обзоре рассмотрены используемые  
в настоящий момент методы изучения убиквити- 
новых цепей, их характеристики и ограничения, 
а также особенности функционирования как 
описанных, так и пока мало изученных гомо- и 
гетеротипических цепей.

2. МЕТОДЫ ИЗУЧЕНИЯ УБИКВИТИНОВЫХ  
ЦЕПЕЙ

Традиционно убиквитинирование белков – 
процесс, важный для регуляции клеточных функ- 
ций, – исследовали биохимическими методами, 
в первую очередь, используя иммуноблоттинг  
с антителами к убиквитину. Этот метод наиболее 
распространен для обнаружения и подтверждения 
убиквитинирования отдельных белков. Однако 
иммуноблоттинг – аналитически сложный метод, 
что ограничивает его применимость для полного 
профилирования убиквитинирования белков.  
С развитием масс-спектрометрических подходов 
все чаще используются протеомные методы 
для профилирования убиквитинирования. Для 
повышения чувствительности идентификации 
убиквитинированных белков осуществляют их  
обогащение из лизатов клеток. Для этого при- 
соединяют к убиквитину различные эпитопные 
(Flag, HA, V5, Myc, Strep и His) или белковые 
метки (GST, MBP, SUMO, CBP, Halo, Nus A и FATT)  
(рис. 1) [8]. C помощью этого метода было обнару- 
жено значительное число сайтов убиквитини- 
рования на различных субстратах [9, 10].
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Несмотря на то что данный подход довольно 
прост и удобен, он имеет довольно низкую эф- 
фективность и высокий уровень “шума”, поэ- 
тому большее внимание привлекают подходы, 
позволяющие обогащать эндогенные убикви- 
тинированные белки.

Для профилирования эндогенно убиквити- 
нированных субстратов было разработано нес- 
колько типов  антител к убиквитину, способных 
распознавать все типы связей [11]. Помимо анти- 
тел к тотальному убиквитину используют антитела,  
специфичные к определенным типам связей (M1/ 
K11/K27/K48/K63) [12]. Этот подход успешно  
применяется для характеристики убиквитиниро- 
вания белков из тканей животных или клинических 
образцов без необходимости генетических мани- 
пуляций.

Помимо антител используются белки, содер- 
жащие убиквитин-связывающие домены, которые 

распознают убиквитин, что также может быть 
использовано для связывания и обогащения 
эндогенно убиквитинированных белков [13, 14]  
(рис. 2, табл. 1). Тандемно повторяющиеся уби- 
квитин-связывающие домены (TUBEs) проде- 
монстрировали значительно более высокую аф- 
финность (наномолярные концентрации), чем 
одиночные домены [14, 15]. Были разработаны 
TUBEs для специфических связей K63, K48 и 
M1 [15, 16].

Кроме того, используются методы, включающие 
в себя введение радиоактивных изотопов для 
отслеживания образования разветвленных цепей 
(рис. 3) (табл. 1).

Важно отметить, что убиквитинирование можно  
изучать и при помощи баз данных, таких как SCUD  
и UbiProt [17].

Цепи убиквитина с различной топологией 
регулируют стабильность белка, белок-белковое 

Рис. 1. (а) – В данной методике используется введение мутаций в убиквитин с последующим нанесением на ПААГ и 
масс-спектрометрией для выявления образования разветвленных цепей (табл. 1); (б)  – представлен вариант обнаружения 
убиквитиновых цепей при помощи присоединенных эпитопной метки и сайта расщепления с последующей обработкой 
протеазой и иммуноблоттингом (табл. 1); (в) – показана схема метода иммунопреципитации, в котором присутствие 
разветвленных цепей детектируется последовательным иммуноблоттингом, ЖХ и МС (табл. 1).

(а) (б) (в)
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Рис. 2. (а) – В данной методике к образцу с субстратом добавляют деубиквитиназы, в результате чего происходит 
отщепление убиквитиновых цепей от субстрата с последующей их визуализацией методом масс-спектрометрии;  
(б–г) – представлены варианты масс-спектрометрических подходов, в которых использовано расщепление трипсином 
(б, в) и разделение убиквитиновых цепей в зависимости от их способа ветвления (б–г) (табл. 1). Частично заимствовано 
из работ [19], [82], [90–94].
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взаимодействие или локализацию белка в эука- 
риотических клетках и, таким образом, играют 
важную роль в многофункциональных сигна- 
лах [18]. Рассмотренные выше подходы в основ- 
ном обнаруживают убиквитинированные суб- 
страты и сайты убиквитинирования, но не спо- 
собны определить архитектуру цепей. Существует 
несколько возможностей детекции архитектуры 
цепей, например, для идентификации различных 
топологий используют специфические антитела 
или TUBEs [8].

Важное значение для определения параметров 
круговорота Ub имеет работа Kudriaeva et al. 
(2021) (рис. 4) [7]. В ней авторы использовали 
лентивирусные конструкции, обеспечивающие 
синхронную экспрессию ZsGreen и модифици- 
рованной липоатлигазы LpIA (AAG), конъюги- 
рующей к ε-аминогруппе лизина в составе LAP 
пептида флуорофор резоруфин. В результате ана- 
лиза флуоресценции клеток HEK293T, экспрес- 
сирующих LAP-Ub и ZsGreen-LpIA (AAG), было 
установлено, что время полужизни убиквитина 

в клетках млекопитающих составляет τ1/2 ~ 4 ч. 
Динамическое равновесие между процессами 
убиквитинирования и деубиквитинирования 
соответствовало 6–7 молекулам Ub на субстрат. 
Отношение флуоресценции ZsGreen и резоруфина 
позволило определить стабильность вариантов Ub. 
Так, стабильность снижалась в ряду WT > R27K >  
> R29K > R33K > R6K > R11K > R63K > R48K >  
> UbK0VV. Профилирование стабильности вари- 
антов Ub методом FACS выявило, что амино- 
кислотный остаток K27 обеспечивает стабильность 
всей молекулы Ub. Анализ полученных данных 
показал, что только каждый четвертый захват 
полиубиквитинового субстрата приводит к потере 
одной молекулы убиквитина из состава всей цепи, 
и что каждая молекула Ub принимает участие в 
среднем в 16 циклах конъюгации, каждые 15 мин 
включаясь в новые цепи.

Подробное описание методов, позволяющих 
изучать гетеротипические цепи, представлено в 
табл. 1.

Рис. 4. (а) – Схема методики PRIME, примененной в работе Kudriaeva et al. [7]. Показана синхронная экспрессия 
резоруфин-лигазы и белка интереса, а также обработка клеток резоруфином; (б) – схема профилирования стабильности 
убиквитина у млекопитающих [7]. Стабильные линии клеток HEK293T с одновременной экспрессией вариантов 
LAP-UbK0 с заменой R на K и TagBFP-LplA(AAG), смешанные в равном соотношении, обрабатывали резоруфином, 
инкубировали с DMSO или ингибитором протеасомы в течение 2 ч и далее фракционировали с применением проточной 
цитометрии. Фракции клеток с разным соотношением флуоресценции TagBFP и резоруфина подвергали ПЦР для 
амплификации геномного кластера, кодирующего соответствующий вариант убиквитина, и далее NGS-секвенированию. 
Показан график зависимости распространенности вариантов убиквитина от их стабильности. Сокращения: гДНК – 
геномная ДНК.

-

(а) (б)



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ          том 50          № 4          2024

384 ИВАНОВА и др.
Та

бл
иц

а 
1.

 М
ет

од
ы

 и
зу

че
ни

я 
ра

зв
ет

вл
ен

ны
х 

це
пе

й

М
ет

од
Д

ос
то

ин
ст

ва
Н

ед
ос

та
тк

и
С

сы
лк

и

В
ст

ав
ка

 с
ай

та
 р

ас
щ

еп
ле

ни
я 

TE
V

 п
ос

ле
 G

ly
53

, 
G

lu
64

 и
 F

LA
G

-э
пи

то
па

 с
 п

ос
ле

ду
ю

щ
им

 
им

му
но

бл
от

ти
нг

ом

– 
П

оз
во

ля
ет

 о
тс

ле
ж

ив
ат

ь 
об

ра
зо

ва
ни

е 
ра

зв
ет

вл
ен

ны
х 

уб
ик

ви
ти

но
вы

х 
це

пе
й 

in
 v

iv
o,

  
в 

от
ли

чи
е 

от
 м

ас
с-

сп
ек

тр
ом

ет
ри

и
– 

В
ы

яс
не

но
, ч

то
 A

PC
/C

, U
be

2C
 и

 U
be

2S
 

пр
ис

ое
ди

ня
ю

т 
к 

су
бс

тр
ат

ам
 р

аз
ве

тв
ле

нн
ы

е 
це

пи

– 
И

зм
ен

ен
ие

 п
ов

ер
хн

ос
тн

ы
х 

св
ой

ст
в 

бе
лк

а 
и 

на
ру

ш
ен

ие
 е

го
 

сп
ос

об
но

ст
и 

фо
рм

ир
ов

ат
ь 

це
пи

– 
То

ль
ко

 к
ач

ес
тв

ен
на

я 
ид

ен
ти

фи
ка

ци
я

– 
В

оз
мо

ж
ны

 а
рт

еф
ак

ты

[1
9,

 2
0]

М
ас

с-
сп

ек
тр

ом
ет

ри
я 

“b
ot

to
m

-u
p”

В
ар

иа
нт

ы
:

1)
 о

бр
аб

от
ка

 т
ри

пс
ин

ом
 с

 п
ос

ле
ду

ю
щ

ей
 Ж

Х
-М

С
2)

 к
 л

из
ат

ам
 к

ле
то

к 
до

ба
вл

ял
и 

ан
ти

те
ла

, 
сп

ец
иф

ич
ны

е 
к 

оп
ре

де
ле

нн
ы

м 
св

яз
ям

 м
еж

ду
 

уб
ик

ви
ти

на
ми

, (
им

му
но

пр
ец

ип
ит

ац
ия

), 
за

те
м 

на
но

си
ли

 н
а 

ге
ль

-э
ле

кт
ро

фо
ре

з и
 о

кр
аш

ив
ал

и 
по

 К
ум

ас
си

, д
ал

ее
 в

ы
ре

за
ли

 ф
ра

гм
ен

ты
 и

 
об

ра
ба

ты
ва

ли
 т

ри
пс

ин
ом

, з
ат

ем
 М

С
3)

 а
фф

ин
на

я 
хр

ом
ат

ог
ра

фи
я,

 о
бр

аб
от

ка
 

тр
ип

си
но

м,
 за

те
м 

М
С

4)
 и

мм
ун

оп
ре

ци
пи

та
ци

я,
 о

бр
аб

от
ка

 т
ри

пс
ин

ом
 

и 
M

С
-M

С
5)

 н
ан

ес
ен

ие
 н

а 
ге

ль
-э

ле
кт

ро
фо

ре
з, 

об
ра

бо
тк

а 
тр

ип
си

но
м,

 за
те

м 
U

b-
A

Q
U

A
 (и

зо
то

пн
о 

ме
че

ны
е 

ра
сп

оз
на

ва
ем

ы
е 

пе
пт

ид
ы

 (s
ig

na
tu

re
 p

ep
tid

es
 

(A
Q

U
A

 p
ep

tid
es

))
 д

ля
 в

ос
ьм

и 
ти

по
в 

св
яз

ей
 

до
ба

вл
яю

т 
к 

об
ра

зц
ам

 в
 к

ач
ес

тв
е 

вн
ут

ре
нн

их
 

ст
ан

да
рт

ов
), 

Ж
Х

-М
С

, м
он

ит
ор

ин
г 

па
ра

лл
ел

ьн
ы

х 
ре

ак
ци

й 
(p

ar
al

le
l r

ea
ct

io
n 

m
on

ito
rin

g 
(P

R
M

))
6)

 м
ут

ац
ия

 R
54

A
, н

ан
ес

ен
ие

 н
а 

ге
ль

-
эл

ек
тр

оф
ор

ез
, о

бр
аб

от
ка

 т
ри

пс
ин

ом
, з

ат
ем

 
U

b-
A

Q
U

A
 (и

зо
то

пн
о 

ме
че

ны
е 

ра
сп

оз
на

ва
ем

ы
е 

пе
пт

ид
ы

 (s
ig

na
tu

re
 p

ep
tid

es
 (A

Q
U

A
 p

ep
tid

es
))

 д
ля

 
во

сь
ми

 т
ип

ов
 с

вя
зе

й 
до

ба
вл

яю
тс

я 
к 

об
ра

зц
ам

 в
 

ка
че

ст
ве

 в
ну

тр
ен

ни
х 

ст
ан

да
рт

ов
), 

Ж
Х

-М
С

, P
R

M
7)

 +
 T

R
-T

U
B

E,
 о

бр
аб

от
ка

 т
ри

пс
ин

ом
, U

b-
A

Q
U

A
/P

R
M

– 
Бы

ли
 о

бн
ар

уж
ен

ы
 ц

еп
и 

K
6/

K
11

, K
27

/K
29

, 
K

29
/K

33
 и

 K
48

/K
63

 (п
ос

ле
 м

од
иф

ик
ац

ии
 U

b 
 

c 
му

та
ци

ей
 A

rg
54

)
– 

К
 п

ре
им

ущ
ес

тв
ам

 ге
ля

 о
тн

ос
ят

ся
 

эф
фе

кт
ив

на
я 

де
на

ту
ра

ци
я 

бе
лк

ов
, у

да
ле

ни
е 

не
со

вм
ес

ти
мы

х 
с 

М
С

 с
ол

ей
 и

 х
ао

тр
оп

ов
– 

В
оз

мо
ж

но
 о

бн
ар

уж
ен

ие
 р

аз
ве

тв
ле

нн
ы

х 
K

48
/

K
63

-ц
еп

ей
 и

 о
тд

ел
ен

ие
 и

х 
от

 K
48

- и
 K

63
-ц

еп
ей

– 
П

оз
во

ля
ет

 о
дн

ов
ре

ме
нн

о 
де

те
кт

ир
ов

ат
ь 

вс
е 

во
се

мь
 т

ип
ов

 с
вя

зе
й 

и 
оп

ре
де

ля
ть

 и
х 

ст
ех

ио
ме

тр
ию

– 
Д

ос
то

ин
ст

ва
 P

R
M

: в
ы

со
ка

я 
чу

вс
тв

ит
ел

ьн
ос

ть
 

и 
то

чн
ос

ть
– 

П
оз

во
ля

ет
 и

зб
еж

ат
ь 

не
сп

ец
иф

ич
ес

ко
й 

ад
со

рб
ци

и 
ги

др
оф

об
ны

х 
пе

пт
ид

ов
– 

М
ож

но
 о

пр
ед

ел
ит

ь 
K

48
/K

63
-, 

K
48

- и
 K

63
-

це
пи

– 
Н

е 
по

зв
ол

яе
т 

вы
яв

ля
ть

 ц
еп

и 
с 

ам
ин

ок
ис

ло
тн

ы
ми

 о
ст

ат
ка

ми
 

ли
зи

на
, р

ас
по

ло
ж

ен
ны

ми
 

не
по

сл
ед

ов
ат

ел
ьн

о,
 п

о 
пр

ич
ин

е 
фе

рм
ен

та
ти

вн
ог

о 
ги

др
ол

из
а 

и 
ис

че
зн

ов
ен

ия
 р

аз
ве

тв
ле

нн
ог

о 
пе

пт
ид

а
– 

Н
ет

оч
но

е 
вы

ре
за

ни
е 

из
 ге

ля
 м

ож
ет

 
пр

ив
од

ит
ь 

к 
ош

иб
ка

м 
(в

ве
де

ни
е 

не
бо

ль
ш

ог
о 

ко
ли

че
ст

ва
 U

b 
из

 
др

уг
их

 д
ор

ож
ек

)
– 

Н
ев

оз
мо

ж
но

 д
ет

ек
ти

ро
ва

ть
 

ра
зв

ет
вл

ен
ны

е 
це

пи
 к

ро
ме

 т
ех

, в
 

ко
то

ры
х 

ве
тв

и 
ра

сп
ол

ож
ен

ы
 н

а 
со

се
дн

их
 л

из
ин

ах
 (K

6/
K

11
, K

11
/K

27
 

и 
K

27
/K

29
)

– 
Н

е 
уд

ае
тс

я 
оп

ре
де

ли
ть

 K
48

/K
63

-
це

пи
 и

з-
за

 R
54

А
– 

А
дс

ор
бц

ия
 о

бр
аз

цо
в 

из
-з

а 
вы

со
ко

й 
ги

др
оф

об
но

ст
и 

ра
зв

ет
вл

ен
ны

х 
K

48
/6

3-
 и

 K
63

-ц
еп

ей
– 

М
ет

од
 ф

ок
ус

ир
уе

тс
я 

на
 с

ос
та

ве
 

св
яз

ей
 и

 н
е 

по
зв

ол
яе

т 
оп

ре
де

ли
ть

 
ар

хи
те

кт
ур

у 
вы

со
ко

го
 п

ор
яд

ка
: 

дл
я 

ре
ги

ст
ра

ци
и 

ос
та

ль
ны

х 
ра

зв
ет

вл
ен

ны
х 

по
ли

ме
ро

в 
(к

ро
ме

 
K

48
/K

63
) н

ео
бх

од
им

о 
вв

ес
ти

 е
щ

е 
бо

ль
ш

е 
му

та
ци

й,
 ч

то
 п

ри
ве

де
т 

к 
ув

ел
ич

ен
ию

 р
аз

ме
ро

в 
по

ли
ме

ра
 и

 
за

тр
уд

ни
т 

ид
ен

ти
фи

ка
ци

ю
 [2

1,
 2

2]

[9
, 2

3–
26

]



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ          том 50          № 4          2024

385АРХИТЕКТОНИКА УБИКВИТИНОВЫХ ЦЕПЕЙ 

М
ет

од
Д

ос
то

ин
ст

ва
Н

ед
ос

та
тк

и
С

сы
лк

и

U
bi

C
R

es
t

В
ар

иа
нт

ы
:

1)
 о

бр
аб

от
ка

 д
еу

би
кв

ит
ин

аз
ой

 T
ra

bi
d

2)
 п

ре
дв

ар
ит

ел
ьн

ая
 и

мм
ун

оп
ре

ци
пи

та
ци

я 
cI

A
P1

, з
ат

ем
 д

об
ав

ле
ни

е 
де

уб
ик

ви
ти

на
з:

 
ск

он
ст

ру
ир

ов
ан

ны
х 

K
48

-с
пе

ци
фи

чн
ой

 O
TU

B
1*

 
и 

K
63

-с
пе

ци
фи

чн
ой

 A
M

SH
*,

  
а 

та
кж

е 
pa

n-
D

U
B

 U
sp

2c
c,

 за
те

м 
М

С

– 
П

оз
во

ля
ет

 в
ы

яс
ня

ть
 п

ор
яд

ок
 о

бр
аз

ов
ан

ия
 

св
яз

ей
 н

а 
це

пя
х

– 
Ги

др
ол

из
 с

вя
зе

й 
K

29
 д

ок
аз

ал
 и

х 
пр

ис
ут

ст
ви

е
– 

О
бн

ар
уж

ен
о,

 ч
то

 K
63

-ц
еп

и 
ра

сп
ол

ож
ен

ы
 

пр
ок

си
ма

ль
не

е 
к 

cI
A

P1
, и

 н
а 

их
 о

сн
ов

е 
пр

ои
сх

од
ит

 к
он

ъю
га

ци
я 

с 
K

11
- и

 K
48

-ц
еп

ям
и

– 
О

бн
ар

уж
ен

о,
 ч

то
 K

48
-ц

еп
и 

– 
са

мы
е 

ди
ст

ал
ьн

ы
е

– 
Тр

еб
уе

т 
оп

ти
ми

за
ци

и 
эк

сп
ер

им
ен

та
, э

кс
пе

рт
но

й 
оц

ен
ки

 
сп

ец
иа

ли
ст

а,
 п

оз
во

ля
ет

 о
бн

ар
уж

ит
ь 

ог
ра

ни
че

нн
ое

 к
ол

ич
ес

тв
о 

ва
ри

ан
то

в 
це

пе
й 

[2
7]

– 
О

гр
ан

ич
ен

ие
 с

по
со

ба
 за

кл
ю

ча
ет

ся
 

в 
то

м,
 ч

то
 п

ол
им

ер
ы

 м
ог

ут
 и

зм
ен

ит
ь 

ст
ру

кт
ур

у 
по

сл
е 

до
ба

вл
ен

ия
 

де
уб

ик
ви

ти
на

з [
19

]

[2
3,

 2
8,

 2
9]

И
мм

ун
оп

ре
ци

пи
та

ци
я

В
ар

иа
нт

ы
:

1)
 +

 P
R

M
2)

 и
мм

ун
оп

ре
ци

пи
та

ци
я 

бе
лк

а 
cI

A
P1

, 
ак

ти
ви

ро
ва

нн
ог

о 
LC

L-
16

1,
 д

ал
ее

 Ж
Х

-М
С

, з
ат

ем
 

PR
M

3)
 +

 K
11

/K
48

-с
пе

ци
фи

чн
ое

 а
нт

ит
ел

о 
+ 

уб
ик

ви
ти

н-
сп

ец
иф

ич
на

я 
пе

пт
ид

аз
а 

2 
(U

SP
2)

4)
 п

ов
ер

хн
ос

тн
ы

й 
пл

аз
мо

нн
ы

й 
ре

зо
на

нс
 

(S
PR

) +
 K

11
/K

48
 б

ис
пе

ци
фи

чн
ое

 а
нт

ит
ел

о,
 

им
му

но
бл

от
ти

нг
 +

 у
би

кв
ит

ин
ли

га
за

 A
PC

/C
, 

уб
ик

ви
ти

н-
ко

нъ
ю

ги
ру

ю
щ

ие
 ф

ер
ме

нт
ы

 U
B

E2
C

, 
U

B
E2

S

– 
П

од
тв

ер
ж

де
но

, ч
то

 K
48

-ц
еп

и 
со

би
ра

ет
 

C
R

L2
V

H
L

– 
В

ы
яв

ле
но

, ч
то

 к
 c

IA
P1

 п
ри

кр
еп

ле
ны

 K
11

-, 
K

48
- и

 K
63

-ц
еп

и
– 

П
ок

аз
ан

о,
 ч

то
 п

ос
ле

 и
нг

иб
ир

ов
ан

ия
 п

ро
-

те
ас

ом
ы

 б
ел

ок
 C

9o
rf

72
 м

од
иф

иц
ир

уе
тс

я 
K

11
/

K
48

-ц
еп

ям
и

– 
О

бн
ар

уж
ен

о,
 ч

то
 п

ос
ле

 д
об

ав
ле

ни
я 

де
уб

ик
-

ви
ти

на
зы

 K
11

/K
48

-ц
еп

и 
от

щ
еп

ля
ю

тс
я

– 
А

нт
ит

ел
а 

пр
од

ем
он

ст
ри

ро
ва

ли
 б

ол
ее

 
вы

со
ку

ю
 а

фф
ин

но
ст

ь 
к 

ра
зв

ет
вл

ен
ны

м 
K

11
/

K
48

-ц
еп

ям
, ч

ем
 к

 го
мо

ти
пи

че
ск

им
– 

В
ы

яс
не

но
, ч

то
 A

PC
/C

 с
об

ир
ае

т 
K

11
/K

48
-

це
пи

 in
 v

itr
o

– 
Н

из
ки

й 
вы

хо
д 

и 
кр

ос
с-

сп
ец

иф
ич

но
ст

ь 
ан

ти
те

л
– 

П
ол

уч
аю

тс
я 

см
ес

и 
уб

ик
ви

ти
на

 и
 

ко
нъ

ю
га

то
в 

уб
ик

ви
ти

на
, с

 н
из

ко
й 

эф
фе

кт
ив

но
ст

ью
 р

аз
де

ля
ем

ы
е 

об
ра

щ
ен

но
-ф

аз
ов

ой
 Ж

Х

[2
8–

32
]

Та
бл

иц
а 

1.
 (П

ро
до

лж
ен

ие
)



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ          том 50          № 4          2024

386 ИВАНОВА и др.
Та

бл
иц

а 
1.

 (П
ро

до
лж

ен
ие

) М
ет

од
Д

ос
то

ин
ст

ва
Н

ед
ос

та
тк

и
С

сы
лк

и

U
b-

cl
ip

pi
ng

 (м
ас

с-
сп

ек
тр

ом
ет

ри
я 

“m
id

dl
e-

do
w

n”
)

В
ар

иа
нт

ы
:

1)
 +

 T
U

B
E,

 п
от

ом
 +

 п
ро

те
аз

а 
Lb

pr
o,

 за
те

м 
ра

ст
во

ре
ни

е 
тр

ип
си

но
м 

в 
ге

ле
, д

ал
ее

 A
Q

U
A

 М
С

2)
 с

ин
те

з с
та

нд
ар

то
в 

K
48

/K
63

, K
11

/K
63

 и
 K

11
/

K
48

 
3)

 о
бр

аб
от

ка
 т

ри
пс

ин
ом

, М
С

, д
ис

со
ци

ац
ия

 п
ри

 
пе

ре
но

се
 э

ле
кт

ро
но

в 
(e

le
ct

ro
n 

tra
ns

fe
r d

is
so

ci
a-

tio
n 

(E
TD

))

– 
Уп

ро
щ

ен
но

е 
оп

ре
де

ле
ни

е 
ст

ру
кт

ур
ы

 за
 с

че
т 

C
-к

он
це

во
го

 м
от

ив
а 

G
G

– 
П

од
тв

ер
ж

де
но

, ч
то

 у
би

кв
ит

ин
ли

га
за

 
TR

IP
12

 р
ек

ру
ти

ру
ет

ся
 к

 б
ел

ку
 B

R
D

4 
по

ср
ед

ст
во

м 
ко

мп
ле

кс
а 

C
R

L2
V

H
L  и

 д
об

ав
ля

ет
 

ге
те

ро
ти

пи
че

ск
ие

 K
29

-с
вя

зи
, ч

то
 с

по
со

бс
тв

уе
т 

ве
тв

ле
ни

ю
 п

ри
 п

ом
ощ

и 
K

48
-с

вя
зе

й 
с 

уч
ас

ти
ем

 
C

R
L2

V
H

L

– 
О

бн
ар

уж
ен

о,
 ч

то
 K

11
- и

 K
48

-ц
еп

и 
ко

нъ
ю

ги
ро

ва
ны

 с
 K

63
-с

вя
за

нн
ы

ми
 ц

еп
ям

и 
(с

ам
ы

ми
 п

ро
кс

им
ал

ьн
ы

ми
), 

и 
ра

зв
ет

вл
ен

ны
е 

це
пи

 в
кл

ю
ча

ю
т 

св
яз

и 
K

11
/K

48
, K

48
/K

63
 и

, 
во

зм
ож

но
, K

11
/K

63
– 

В
оз

мо
ж

но
 о

пр
ед

ел
ит

ь 
ве

тв
ле

ни
е 

це
пе

й
– 

В
ы

яс
не

но
, ч

то
 у

би
кв

ит
ин

ли
га

за
 N

le
L 

со
зд

ае
т 

K
6/

K
48

-р
аз

ве
тв

ле
ни

я,
 у

би
кв

ит
ин

-
ко

нъ
ю

ги
ру

ю
щ

ие
 ф

ер
ме

нт
ы

 U
B

E2
S 

и 
U

B
E2

R
1 

об
ра

зу
ю

т 
K

11
/K

48
-в

ет
ви

, у
би

кв
ит

ин
-

ко
нъ

ю
ги

ру
ю

щ
ие

 ф
ер

ме
нт

ы
 U

B
E2

N
/U

B
E2

V
2 

с 
U

B
E2

R
1 

фо
рм

ир
ую

т 
K

48
/K

63
-б

иф
ур

ка
ци

и

Н
е 

по
зв

ол
яе

т 
оп

ре
де

ли
ть

 
ра

зв
ет

вл
ен

ны
й 

U
b 

[1
]

[2
6–

29
, 3

3]

М
ас

с-
сп

ек
тр

ом
ет

ри
я 

“t
op

-d
ow

n”
Ж

Х
-М

С
, E

TD
, P

ro
Si

gh
t L

ite
, к

ис
ло

тн
ы

й 
ги

др
ол

из
 п

ри
 п

ом
ощ

и 
ми

кр
ов

ол
н 

(m
ic

ro
-

w
av

e-
su

pp
or

te
d 

ac
id

 c
le

av
ag

e)

В
оз

мо
ж

но
 т

оч
но

е 
оп

ре
де

ле
ни

е 
ар

хи
те

кт
ур

ы
 

ра
зв

ет
вл

ен
ны

х 
це

пе
й

Тр
еб

уе
тс

я 
оп

ти
ми

за
ци

я 
ме

то
да

 [3
4]

[2
6,

 3
5]

И
зо

то
пн

о-
ра

зр
еш

ен
на

я 
ма

сс
-с

пе
кт

ро
ме

тр
ия

 
пе

пт
ид

ов
Э

та
пы

:
1)

 д
об

ав
ле

ни
е 

су
бс

тр
ат

ов
 d

iU
b,

 за
те

м 
уб

ик
ви

ти
ни

ро
ва

ни
е 

K
48

-ц
еп

ям
и,

 н
ан

ес
ен

ие
 

на
 д

ен
ат

ур
ир

ую
щ

ий
 ге

ль
-э

ле
кт

ро
фо

ре
з, 

да
ле

е 
ви

зу
ал

из
ац

ия
2)

 м
еч

ен
ие

 п
ро

кс
им

ал
ьн

ог
о 

уб
ик

ви
ти

на
 15

N
 и

 
ди

ст
ал

ьн
ог

о 
14

N
, у

би
кв

ит
ин

ир
ов

ан
ие

,
SD

S-
PA

G
E,

 в
ы

ре
за

ни
е 

из
 ге

ля
, о

бр
аб

от
ка

 
тр

ип
си

но
м,

 М
С

– 
Н

е 
тр

еб
уе

т 
фл

уо
ре

сц
ен

тн
ы

х 
ме

то
к 

ил
и 

за
ме

н 
в 

фе
рм

ен
та

х 
ил

и 
су

бс
тр

ат
ах

, н
е 

вы
зы

ва
ет

 
во

зм
ущ

ен
ий

 в
 б

ио
ло

ги
че

ск
ой

 с
ис

те
ме

 в
о 

вр
ем

я 
эк

сп
ер

им
ен

та
– 

П
оз

во
ля

ет
 о

пр
ед

ел
ит

ь,
 к

ак
 с

ин
те

зи
ру

ю
тс

я 
це

пи
 и

 с
 к

ак
ой

 с
ко

ро
ст

ью
– 

В
ы

яв
ле

но
, ч

то
 п

ре
дп

оч
ти

те
ль

ны
й 

су
бс

тр
ат

 
дл

я 
E2

-2
5K

 –
 ц

еп
и 

K
63

-d
iU

b
– 

В
ы

яс
не

но
, ч

то
 п

ре
дп

оч
ти

те
ль

не
е 

об
ра

зу
ю

тс
я 

ра
зв

ет
вл

ен
ны

е 
K

48
/K

63
-ц

еп
и,

 с
ме

ш
ан

ны
е 

K
29

/K
48

-ц
еп

и 
и 

од
ин

ак
ов

ы
е 

ко
ли

че
ст

ва
 

ра
зв

ет
вл

ен
ны

х 
и 

см
еш

ан
ны

х 
K

27
/K

48
-ц

еп
ей

Н
ев

оз
мо

ж
но

 р
аз

де
ли

ть
 с

ме
ш

ан
ны

е 
ил

и 
ра

зв
ет

вл
ен

ны
е 

це
пи

[1
]



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ          том 50          № 4          2024

387АРХИТЕКТОНИКА УБИКВИТИНОВЫХ ЦЕПЕЙ 

М
ет

од
Д

ос
то

ин
ст

ва
Н

ед
ос

та
тк

и
С

сы
лк

и

 U
bi

C
hE

M
-M

S 
– 

1-
й 

ва
ри

ан
т

Э
та

пы
:

1)
 +

 T
U

B
E/

N
ZF

1,
 м

ин
им

ал
ьн

ы
й 

тр
ип

си
но

ли
з, 

об
ра

щ
ен

но
-ф

аз
ов

ая
 Ж

Х
, М

С
2)

 +
 и

нг
иб

ит
ор

 п
ро

те
ас

ом
ы

 M
G

13
2,

+ 
та

нд
ем

ны
е 

уб
ик

ви
ти

н-
св

яз
ы

ва
ю

щ
ие

 д
ом

ен
ы

 (T
U

B
E)

3)
 +

 и
нг

иб
ит

ор
 п

ро
те

ас
ом

ы
 M

G
13

2,
+ 

бе
ло

к 
N

ZF
1

4)
 E

TD
5)

 U
bi

C
R

es
t, 

+ 
де

уб
ик

ви
ти

на
за

 T
R

A
B

ID
, +

 
де

уб
ик

ви
ти

на
за

 O
TU

B
1,

 +
 д

еу
би

кв
ит

ин
аз

а 
U

SP
15

, W
B

– 
П

оз
во

ля
ет

 о
бн

ар
уж

ив
ат

ь 
це

пи
, к

от
ор

ы
е 

не
 

ид
ен

ти
фи

ци
ру

ю
тс

я 
ма

сс
-с

пе
кт

ро
ме

тр
ие

й 
“b

ot
-

to
m

-u
p”

, и
 о

тс
ле

ж
ив

ат
ь 

их
 д

ин
ам

ик
у

– 
В

оз
мо

ж
на

 и
де

нт
иф

ик
ац

ия
 в

ет
вл

ен
ия

 
эн

до
ге

нн
ы

х 
це

пе
й

– 
Ра

зд
ел

яе
т 

ли
не

йн
ы

е 
и 

ра
зв

ет
вл

ен
ны

е 
це

пи
– 

И
сп

ол
ьз

уе
т 

D
U

B
 с

 р
аз

но
й 

се
ле

кт
ив

но
ст

ью
 

дл
я 

оп
ре

де
ле

ни
я 

ар
хи

те
кт

ур
ы

 ц
еп

ей
– 

Д
об

ав
ле

ни
е 

TU
B

E 
по

зв
ол

яе
т 

вы
де

ли
ть

 ц
еп

и 
с 

вы
со

ко
й 

мо
ле

ку
ля

рн
ой

 м
ас

со
й.

 В
ы

яс
не

но
, 

чт
о 

57
%

 o
f U

b 1
–7

4 
су

щ
ес

тв
уе

т 
в 

ви
де

 m
on

oU
b,

 
41

%
 –

 G
G

U
b 1

–7
4, 

2%
 –

 2×
G

G
U

b 1
–7

4
– 

Ра
зв

ет
вл

ен
ны

е 
це

пи
 н

ак
ап

ли
ва

ю
тс

я,
 а

 зн
ач

ит
, 

уч
ас

тв
ую

т 
в 

пр
от

еа
со

мн
ой

 д
ег

ра
да

ци
и

– 
В

ы
яс

не
но

, ч
то

 ц
еп

и,
 о

бо
га

щ
ен

ны
е 

N
ZF

-
до

ме
но

м,
 н

е 
уч

ас
тв

ую
т 

в 
пр

от
еа

со
мн

ой
 

де
гр

ад
ац

ии
– 

В
ы

яв
ле

ны
 о

ст
ат

ки
 G

ly
-G

ly
 н

а 
K

29
- и

 K
48

-
це

пя
х

– 
О

бн
ар

уж
ен

о,
 ч

то
 N

ZF
1-

об
ог

ащ
ен

ны
е 

це
пи

 
со

де
рж

ат
 K

29
- и

 K
48

-с
вя

зи

–
[3

6]

U
bi

C
hE

M
-M

S 
– 

2-
й 

ва
ри

ан
т

+ 
св

яз
ь-

сп
ец

иф
ич

ны
е 

ан
ти

те
ла

 к
 K

11
, W

B
, 

ми
ни

ма
ль

ны
й 

тр
ип

си
но

ли
з, 

ма
сс

-с
пе

кт
ро

ме
тр

ия
 

“m
id

dl
e-

do
w

n”
 в

ы
со

ко
го

 р
аз

ре
ш

ен
ия

, E
TD

- 
фр

аг
ме

нт
ац

ия

– 
П

ок
аз

ан
о,

 ч
то

 в
 а

си
нх

ро
нн

о 
ра

ст
ущ

их
 

кл
ет

ка
х 

H
EK

29
3 

со
де

рж
ит

ся
 7

2–
78

%
 U

b 1
–7

4 
, 

21
–2

6%
 G

G
U

b 1
–7

4, 
~1

%
 2×

G
G

U
b 1

–7
4

– 
О

бн
ар

уж
ен

о,
 ч

то
 р

аз
ве

тв
ле

нн
ы

е 
це

пи
 

на
ка

пл
ив

аю
тс

я 
по

сл
е 

ос
та

но
вк

и 
ми

то
за

– 
В

ы
яв

ле
но

, ч
то

 ц
еп

и 
K

11
/K

48
 о

бр
аз

ую
тс

я 
ци

кл
оз

ав
ис

им
о

–
[2

]

М
ик

ро
ск

оп
ич

ес
ки

й 
те

рм
оф

ор
ез

– 
П

ок
аз

ан
о,

 ч
то

 U
C

H
37

(C
88

S)
–R

PN
13

C
 и

ме
ет

 
са

му
ю

 в
ы

со
ку

ю
 а

фф
ин

но
ст

ь 
к 

[U
b]

2–
6,

48
U

b
Н

ев
оз

мо
ж

но
 и

зм
ер

ит
ь 

бе
ло

к-
бе

лк
ов

ы
е 

вз
аи

мо
де

йс
тв

ия
 [3

7]
[3

8]

Ж
Х

, т
ан

де
мн

ая
 м

ас
с-

сп
ек

тр
ом

ет
ри

я
В

оз
мо

ж
но

 п
ря

мо
е 

и 
эф

фе
кт

ив
но

е 
оп

ре
де

ле
ни

е 
ко

нъ
ю

га
то

в 
уб

ик
ви

ти
на

 и
 у

би
кв

ит
ин

ов
ы

х 
це

пе
й

В
оз

мо
ж

ны
 “

из
об

ар
ны

е”
 

ин
те

рф
ер

ен
ци

и,
 “

эф
фе

кт
 с

уп
ре

сс
ии

 
ио

на
” 

[3
9]

[3
0]

Та
бл

иц
а 

1.
 (П

ро
до

лж
ен

ие
)



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ          том 50          № 4          2024

388 ИВАНОВА и др.

3. ФУНКЦИИ УБИКВИТИНОВЫХ ЦЕПЕЙ

3.1. K6-цепи

Известно, что цепи K6 (рис. 5) регулируют 
митофагию [28, 41–43]. 

Интересно, что на лишенных природного 
убиквитина клетках U2OS, в которые был введен 
экзогенный убиквитин, было показано, что у 
популяций клеток с заменой на аргинин K6 или 
K63 наблюдается задержка митофагии. Кроме 
того, методом протеомики AQUA рассчитано, что 
во время деполяризации митохондрий происходит 
шестикратное увеличение содержания K6-, 
K11-, K48- и K63-связанных полиубиквитинов, 
образованных при участии убиквитинлигазы 
Parkin. Деубиквитиназа USP30 избирательно 
удаляет цепи K6 и K11 с белков внешней 
мембраны митохондрий. Другой аналогичный 
фермент, USP8, удаляет полиубиквитины, свя- 
занные через K6, с Parkin, и препятствует ауто- 
убиквитинированию Parkin, что говорит о роли 
данных форм убиквитина в контроле качества 
митохондрий [42]. Помимо этого выявлено, что 
численность K6-связанных цепей не растет при 
ингибировании протеасомы [44, 45]. Считается, 
что полимеры с данным типом связи участвуют 
в репарации ДНК, осуществляемой при помощи 
фермента E3 BRCA1–BARD1. Под воздействием 
УФ-лучей содержание K6- и K33-связанных цепей 
возрастает [46].

3.2. K11-цепи

Цепи K11 (рис. 6) способствуют протеасом- 
ному гидролизу субстратов и завершению ми- 
тоза [23, 47]. Так, количество подобных полиуби- 
квитинов возрастает во время деятельности уби- 
квитинлигазы APC/C в течение митоза [48]. Также 
цепи K11 регулируют прогрессию клеточного 
цикла, способствуя деградации его медиаторов 
[49]. K11-цепи не только регулируют прохождение 
клеточного цикла, но и участвуют в клеточном 
ответе на гипоксию [47]. Функция данных форм 
во врожденном иммунитете иллюстрируется 
деградацией факторов, ответственных за это 
явление [50]. Так, белок STING под действием при- 
соединенных K11-цепей продолжает функцио- Та
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нировать в клетке [50]. После этого запускается  
активация интерферонов I типа и провоспалитель- 
ных цитокинов [51]. Считается, что убиквитин- 
лигаза RNF26, прикрепляющая к субстратам 
K11-полиубиквитины, регулирует метаболизм 
интерферонов I типа, и что данный процесс про- 
текает времязависимо [50]. Кроме того, известно, 
что K11- и K48-формы, модифицирующие белок 
Beclin-1, регулируют протеолиз [52]. Более того, 
убиквитинирование данного белка K11-цепями 
противодействует аутофагии и способствует 
реакции интерферонов I типа после гидролиза 
белка Beclin-1.

3.3. K27-цепи

Методом масс-спектрометрии с множествен- 
ным мониторингом реакций обнаружено, что  

K27-связанные конъюгаты (рис. 7) присоединя- 
ются к гистону H2A, и что данная разновидность це- 
пей преобладает на хроматине во время повреж- 
дения ДНК [47, 53].

Благодаря гомотипическим цепям K27 к месту 
повреждения ДНК направляются такие белки 
репарации, как 53BP1, Rap80, RNF169 и RNF168 
[53]. Аналогично отсутствие K27-соединенных 
полиубиквитинов на гистонах H2A и H2A.X пре- 
пятствует ответу на повреждение ДНК, поскольку 
его медиаторы (53BP1, Rap80, RNF168 и RNF169)  
не получают убиквитиновый сигнал для начала  
ответной реакции [53]. Кроме того, убиквити- 
нирование TRIM23 вышеупомянутыми цепями 
приводит к повышению активности TBK1 и, 
в свою очередь, к фосфорилированию p62 и 
аутофагии при появлении в клетке вирусных ДНК 
и РНК [54]. Любопытно, что аналогичный фермент 
TRIM26 тоже модифицируется вышеуказан- 
ными цепями при запуске сигнального пути RLR  
и после фосфорилирования данной убикви- 
тинлигазы при помощи TBK1 [50]. Впоследствии 
белок NEMO связывается с K27-полимерами 
на убиквитинлигазе TRIM26, что повышает 
экспрессию провоспалительных цитокинов, 
интерферонов I типа и интерферон-стимули- 
рованных генов (ISGs) [5]. Опубликованы данные 
об участии подобных полимеров в иммунном 
ответе на экзогенную ДНК микроорганизмов [55]. 
Так, STING подвергается убиквитинированию 
K27-связанными формами при помощи белка 

 

Рис. 5. Кристаллическая структура K6-связанного 
диубиквитина как пример гомотипических цепей K6 
(PDB: 2XK5). Показана изопептидная связь между 
остатком K6 проксимального убиквитина и C-концом 
аксиального.

 

Рис. 6. Кристаллическая структура K11-связанного 
диубиквитина как пример гомотипических цепей K11 
(PDB: 2MBQ). Показана изопептидная связь между 
остатком K11 аксиального убиквитина и C-концом 
проксимального.

 

Рис. 7. Кристаллическая структура K27-связанного 
диубиквитина (PDB: 5J8P) как пример гомотипических 
цепей K27. Показаны остаток K27 аксиального 
убиквитина и C-конец проксимального.
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AMFR, что повышает активность серин-треони- 
новой протеинкиназы TBK1, что, в свою очередь, 
дает возможность фактору транскрипции IRF-3  
фосфорилироваться и запустить экспрессию 
интерферонов I типа [55]. Появились сообщения 
и о том, что присоединение K27-цепей к NEMO 
активирует каскад RLR, транскрипционный фак- 
тор NF-κB и IRF3 [6]. Предполагается, что белки, 
ответственные за врожденный иммунитет, такие 
как Rhbdd3, прикрепляются к полиубиквитинам 
на белке NEMO [7]. После этого K27-полимеры 
образуются на Rhbdd3, и к ним приближается 
деубиквитиназа A20, которая расщепляет цепи 
K63 на NEMO, что ослабляет сигналинг NF-κB [7]. 
Таким образом, Rhbdd3 регулирует деятельность 
дендритных клеток и препятствует развитию 
Th17-клеточного колита на мышиной модели 
[8]. Обнаружено, что благодаря убиквитинлигазе 
TRIM40 происходит убиквитинирование це- 
пями K27 и K48 рецептора опознавания пат- 
терна RIG-I и RIG-I-подобного рецептора MDA5,  
что приводит к протеолизу данных субстратов [56]. 
Также выяснено, что к белку MAVS присоеди- 
няются цепи K27 при участии убиквитинлигазы 
TRIM21 [57, 58]. Аналогичную функцию вы- 
полняет E3-фермент MARCH8 [59]. Сходным 
действием обладает и убиквитинлигаза RNF34, 
убиквитинирующая MAVS цепями K27 и K29  
[60]. Известно, что K27-полиубиквитины задейст- 
вованы в реакции иммунной системы на ДНК-
вирусы или бактерии рода Listeria [61, 62]. Опи- 
сано и совместное действие гомотипических це- 
пей в клетке. Так, предполагается, что K27- и K63-
формы запускают каскад TAK1 [10]. Установлено, 
что K27- и K33-цепи участвуют в реакции на 
стресс [63].

3.4. K29-цепи

Цепи K29 (рис. 8) участвуют в протеолитичес- 
кой деградации [23].

Выявлено, что гомотипические цепи K29 пред- 
ставляют собой наиболее многочисленный вид 
полимеров с нестандартной архитектурой [64–66]. 
Например, есть данные о том, что убиквитинлигаза 
Smurf1 присоединяет гомотипические K29-цепи 
к белку Axin [11]. Подобная посттрансляционная 
модификация препятствует связыванию Axin с 

корецепторами Wnt LRP5 и LRP6 (LRP5/6), что 
нарушает присоединение фосфатов к LRP6 и 
способствует подавлению каскада Wnt/β-катенин 
[67]. Кроме того, известно, что деубиквитиназа 
Trabid, ассоциированная с сигналингом выше, 
отщепляет полиубиквитины c K29- и K33-связями 
[65, 68–71]. Считается, что данная E3 осуществляет 
взаимодействие и отщепляет убиквитины с 
APC [72]. Синтез гомотипических цепей K29 
и K48 осуществляется при помощи фермента  
E3 UBE3c/Hul5 [73]. Отщепление первых цепей  
происходит благодаря домену OTU деубикви- 
тиназы TRABID [74]. Имеются данные о том, что 
убиквитинлигаза TRIP12 в одиночку формирует 
K29-связанные убиквитиновые цепи [28]. Это 
было подтверждено методом замены лизина на 
аргинин в мутантных формах убиквитина [28].

3.5. K33-цепи

Поскольку данные цепи (рис. 9) не накапли- 
ваются при нарушении работы протеасомы, счи- 
тается, что они влияют на независимую от про- 
теолиза деятельность клетки [25].

Синтез K11- и K33-цепей происходит при 
участии убиквитинлигазы AREL1 [64, 65]. Пред- 
полагается, что убиквитинирование данным 
ферментом белков, способствующих програм- 
мируемой клеточной гибели (SMAC, HtrA2 и 
ARTS), предотвращает данный процесс [75].  
Обнаружено, что K33-полиубиквитины инги- 
бируют работу Т-клеточного рецептора (TCR) и 
AMPK-родственных протеинкиназ [12, 13]. Также 

 

Рис. 8. Кристаллическая структура K29-связанного 
диубиквитина (PDB: 4S22) как пример гомотипических 
цепей K29. Показаны остаток K29 аксиального 
убиквитина и C-конец проксимального.
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имеются сведения об участии подобных форм в 
транспорте белков после аппарата Гольджи [76]. 
Ранее считалось, что K63-цепи принимают участие 
в секреции и эндоцитозе, способствуя сортировке 
белков мембраны [47]. Теперь выяснено, что 
фермент E3 Cul3–KLHL20 добавляет K33-формы 
к коронину-7 (Crn7) [47]. Полученный конъюгат 
взаимодействует с белком Eps15, что направляет 
его в транс-Гольджи на связывание с F-актином 
и подавляет его деполимеризацию [47].

3.6. K48-цепи

Считается, что чаще всего встречается именно  
этот тип цепей (рис. 10), отвечающих за направ- 
ление на деградацию белков протеасомой [23, 77].

Выявлено, что K48- и K63-полиубиквитины 
контролируют врожденный иммунитет против  

вирусных инфекций [50]. Методом иммуно- 
преципитации определено, что с белком BRD4 
в присутствии PROTAC MZ1 преимущественно 
связываются K48-цепи [14].

Циклические формы K48-цепей образуются  
при участии убиквитин-конъюгирующего фер- 
мента E2-25K [78]. Несмотря на конформацион- 
ные ограничения, подобные цепи могут взаимо- 
действовать с рядом белков [78]. Выявлено, 
что сложнее гидролизовать деубиквитиназой 
циклический диубиквитин, чем линейный [78]. 
По-видимому, при связывании с ферментом 
OTUB1 у циклического диубиквитина происходит 
трансформация конформации в более открытую 
форму, и они начинают взаимодействовать не 
только I44-патчами, но и соседними участками 
[78]. Предположительно, рост злокачественных 
опухолей ассоциирован с транскрипционным 
фактором p53, к которому прикрепляются цепи 
K48 [63].

3.7. K63-цепи

K63-формы (рис. 11) содействуют аутофагии, 
митофагии и утилизации патогенов [77].

Вышеупомянутые полимеры также влияют на 
круговорот белков, эндоцитоз, сборку сигнальных 
комплексов, репарацию ДНК, иммунный ответ и 
активность киназ [23, 49, 79–81]. Предполагается, 
что цепи подобного строения принимают участие 
в митозе, образовании мРНК, проверке правиль- 
ности структуры белков и в различных каскадах  
[32, 82, 83]. Появились свидетельства того, что K63-
полиубиквитины взаимодействуют с комплексом 
ESCRT0 и его составляющими, белками STAM и 

 

Рис. 9. Кристаллическая структура K33-связанного ди- 
убиквитина (PDB: 4XYZ) как пример гомотипических 
цепей K33. Показана изопептидная связь между 
остатком K33 аксиального убиквитина и C-концом 
проксимального.

 

Рис. 10. Кристаллическая структура K48-связан- 
ного диубиквитина (PDB: 3AUL) как пример гомоти- 
пических цепей K48. Показаны остаток K48 аксиаль- 
ного убиквитина и C-конец проксимального.

 

Рис. 11. Кристаллическая структура K63-связанного 
диубиквитина (PDB: 2JF5) как пример гомотипических 
цепей K63. Показаны остаток K63 аксиального уби- 
квитина и C-конец проксимального.
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Hrs [15]. После разрушения структуры на обеих 
цепях ДНК фермент E3 RNF8, формирующий 
K63-полимеры на гистоне H1 и белке L3MBTL2, 
привлекает к месту повреждения белки репа- 
рации, такие как 53BP1 и BRCA1 [84, 85]. Таким 
образом, функционирование убиквитинлигаз 
RNF8 и RNF168 приводит к убиквитинированию 
K63-, K48- и K27-цепями областей хроматина 
с двухцепочечными разрывами ДНК [16, 17]. 
Выявлено, что специфичность убиквитинлигазы 
к связям K48 и K63 определяется типом амино- 
кислоты на C-конце HECT-домена [86]. Отмечено, 
что в отличие от E3, присоединяющих K48- или  
K63-цепи, на C-конце убиквитинлигазы TRIP12  
находится серин [28]. Обнаружено, что присоеди- 
ненный валин на C-конце данной убиквитин- 
лигазы меняет селективность на K48-цепи [28].

4. ФИЗИОЛОГИЧЕСКАЯ ЗНАЧИМОСТЬ  
ПОЛИУБИКВИТИНОВЫХ ЦЕПЕЙ  
РАЗЛИЧНЫХ ТИПОВ ВЕТВЛЕНИЯ

Согласно последним данным, разветвленные 
цепи (рис. 12) составляют 5–20% всех убиквити- 
новых цепей в клетке [18, 19]. Кроме того, из- 
вестно, что представленность разветвленных це- 
пей изменяется, реагируя на различные стимулы; 
например, инфицирование бактериями влияет 
на содержание разветвленных K6/K48-цепей, 
образованных при участии NleL [87, 88]. Счи- 
тается, что M1/K63-цепи ответственны за акти- 
вацию NF-κB [32]. Разветвленные цепи K48/K63 
участвуют в сигналинге NF-κB и собираются 
адаптерным белком TRAF6 и убиквитинлигазой 

HUWE1 IL-1β-зависимо [20]. Также они за- 
действованы в каскадах апоптоза [28] и про- 
теасомной деградации [29]. Цепи K29/K48 уско- 
ряют PROTAC-направленную деградацию суб- 
стратов и участвуют в протеасомном гидролизе  
[28, 29]. Кроме того, они контролируют ЭПР-ассо- 
циированную деградацию (ERAD) у млеко- 
питающих и убиквитин-зависимую деградацию 
(Ub fusion degradation) у дрожжей [28]. Сборка 
данных цепей осуществляется при помощи уби- 
квитинлигазы TRIP12 и комплекса CRL2VHL 
[28]. K11/K48-цепи направляют на деградацию 
субстраты, участвующие в клеточном цикле, 
экспрессии генов и контроле качества белков, 
регулируют митоз (при формировании APC/C) 
[14, 21]. Смешанные цепи K11/K48, вероятно, 
регулируют репарацию двухцепочечных разрывов 
ДНК [22]. Выявлено, что белок C9orf72 – субстрат 
K11/K48-убиквитинирования [31]. Обнаружено, 
что деубиквитиназа UCH37 предпочтительнее 
связывается с разветвленными K6/K48-цепями, 
чем с цепями K11/K48 или K48/K63 [38]. Более 
того, выяснено, что смешанные цепи Ub–6Ub–48Ub 
и Ub–48Ub–6Ub почти не деубиквитинируются 
[38]. Цепи K48/K63 участвуют в ответе на введе- 
ние IL-1β [22]. K11/K63-цепи, вероятно, участвуют 
в интернализации рецепторов [36]. Кроме того, 
считается, что образование смешанных цепей 
происходит во время эндоцитоза или иммунного 
ответа [20]. Сообщалось, что разветвленные це- 
пи модифицируют эффекты, вызванные гомоти- 
пическими цепями [89].

 

Рис. 12. Разветвленные К11/К48 (PDB: 6OQ1) (а) и К48/К63 цепи (PDB: 7NPO) (б).

(а) (б)
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5. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Убиквитинирование является одной из наи- 
более сложных для идентификации и изучения 
посттрансляционной модификаций из-за сложной 
структуры – образования цепей различной длины  
и типов связей, а также динамической регуляции. 
Конформация убиквитиновой цепи играет важней- 
шую  роль в регуляции функции субстратов в 
различных физиологических и патологических 
клеточных процессах. Для идентификации уби- 
квитинирования белка было разработано мно- 
жество экспериментальных и вычислительных 
подходов, однако на настоящий момент экспери- 
ментальные методы – единственный способ полу- 
чить представление об архитектуре убиквити- 
новых цепей. Вместе с тем ни один из существую- 
щих методов не может однозначно идентифи- 
цировать топологию и длину разветвленных цепей. 
Таким образом, для понимания архитектуры 
убиквитиновой цепи, ее точной структуры, а также 
физиологической функции крайне необходимо 
развитие новых методологий.
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Ubiquitination, one of the most common posttranslational modifications of proteins, has a significant impact 
on its functions, such as stability, activity and cellular localization. Disorders in the processes of ubiquiti-
nation and deubiquitination are associated with various oncological and neurodegenerative diseases. The 
complexity of ubiquitin signaling – monoubiquitination and polyubiquitination with different lengths and 
types of interconnections between ubiquitins – determines their versatility and ability to regulate hundreds 
of different cellular processes. Advanced biochemical, mass spectrometric and computational methods are 
required for in-depth understanding of the mechanisms of assembly and disassembly, detection of ubi- 
quitin chains and their signal transmission. Recent scientific achievements make it possible to identify the  
ubiquitination of proteins and the structure of ubiquitin chains, however, there are still a considerable number 
of unresolved issues in this area. Current review claims for a detailed analysis of the current understanding 
of the architectonics of the ubiquitin chains.

Keywords: ubiquitin, polyubiquitin, ubiquitin chains, ubiquitin-proteasome system, ubiquitin ligase,  
deubiquitinase


