
оповiдi
НАЦIОНАЛЬНОЇ
АКАДЕМIЇ НАУК
УКРАЇНИ

1 • 2016

БIОЛОГIЯ

УДК 575.8-57.023:581.1 http://dx.doi.org/10.15407/dopovidi2016.01.081

О.Є. Краснопьорова, С.В. Iсаєнков, П.А. Карпов,
член-кореспондент НАН України А. I. Ємець,
академiк НАН України Я.Б. Блюм

ДУ “Iнститут харчової бiотехнологiї та геномiки НАН України”, Київ

E-mail: krasnopio524@gmail.com

Кладистичний аналiз серин-треонiнової протеїнкiнази
KIN10 та особливостi її експресiї в рiзних органах
Arabidopsis thaliana

Проведено кладистичний аналiз та побудовано фiлогенетичне дерево найближчих гомо-
логiв протеїнкiнази KIN10 iз Аrabidopsis thaliana. Показано, що KIN10 i її два найближ-
чих гомолога в рослинах A. thaliana: KIN11 (P92958) та Akin11 (Q9FLZ3) є представни-
ками унiкальної пiдродини рослинних протеїнкiназ SnRK1. Охарактеризовано експресiю
KIN10 в рiзних органах рослин A. thaliana. Найбiльшу кiлькiсть транскриптiв KIN10
вiдмiчено в наземнiй фотосинтезуючiй частинi рослин, де протеїнкiназа KIN10 забез-
печує регуляцiю бiосинтетичних та рiзноманiтних сигнальних процесiв.
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Протеїнкiнази є однiєю з ключових груп регуляторних бiлкiв клiтини, що беруть участь
у регуляцiї широкого спектра бiохiмiчних та фiзiологiчних клiтинних процесiв. У клiтинах
рослин однiєю з найпоширенiших є родина серин-треонiнових протеїнкiназ SnRK [1]. Ви-
сококонсервативна родина SnRK протеїнкiназ належить до SNF-спорiднених кiназ [1, 2].
Близькими ортологами SnRK є протеїнкiнази SNF1 дрiжджiв та AMPK ссавцiв [1]. У ро-
слинах Arabidopsis thaliana родина SnRK налiчує 38 представникiв, якi подiляються на три
пiдродини — SnRK1, SnRK2 та SnRK3 [2].

Пiдродина SnRK1 з A. thaliana є найбiльш консервативною серед усiх SnRK кiназ та
характеризується своєю багатофункцiональнiстю. Зокрема, цi протеїнкiнази беруть участь
у формуваннi вiдповiдi на дiю рiзних стресових факторiв, таких як пригнiчення фотосин-
тезу, водний стрес, енергетичний голод та iн. [3]. Останнi дослiдження свiдчать про те,
що SnRK1 бере участь у формуваннi антивiрусних реакцiй шляхом регулювання транскри-
пцiї [4].
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SnRK1 протеїнкiнази активуються при зниженнi внутрiшньоклiтинного рiвня глюкози
та запускають змiни транскрипцiйного профiлю клiтини, що спричиняє вiдновлення клi-
тинного гомеостазу, стимуляцiю подальшого росту та розвитку рослин. Активацiя SnRK1
протеїнкiназ сприяє формуванню довготривалої адаптацiї до стресових факторiв. Цi фер-
менти активують катаболiчнi процеси в умовах енергетичного голоду та пригнiчують ана-
болiчнi реакцiї, що потребують АТФ [5]. Робота SnRK1 протеїнкiназ може пригнiчуватися
трегалозо-6-фосфатами (Т6Ф) в молодих проростках та в тканинах, що iнтенсивно розви-
ваються [6].

Протеїнкiнази пiдродини SnRK1 регулюють роботу близько 1000 генiв, а загалом SnRK1
беруть активну участь у формуваннi адаптивних вiдповiдей на дiю стресiв рiзної приро-
ди [7]. Крiм цього, слiд зазначити, що з’являється все бiльше експериментальних доказiв
участi цих протеїнкiназ у iнших процесах життєдiяльностi рослинної клiтини. Попри неве-
ликий об’єм даних стосовно регуляцiї цими протеїнкiназами процесiв внутрiшньоклiтинного
транспорту, цiлком ймовiрно, що представники пiдродини SnRK1 також можуть вiдiгравати
важливу роль у транспортних процесах та участi в цих процесах цитоскелета [8].

Одним iз найбiльш вивчених представникiв пiдродини SnRK1 є протеїнкiназа KIN10
з A. thaliana. Вiдомо, що протеїнкiназа KIN10 бере участь у формуваннi вiдповiдi на дiю
низки стресових факторiв рiзної природи, а саме пригнiчення процесiв фотосинтезу, пору-
шення фотоперiодизму, дефiцит поживних речовин та iншi абiотичнi стреси. Iснують екс-
периментальнi данi, якi свiдчать про те, що протеїнкiназа KIN10 є важливим регулятором
транскрипцiї, активується при дефiцитi фосфору та бере участь у процесах автофагiї [9].
Однак попри все вищесказане, точна роль цiєї протеїнкiнази у рядi важливих клiтинних
процесiв залишається нез’ясованою. Щоб наблизитись до вирiшення цих питань, ми стави-
ли за мету проведення кладистичного аналiзу, побудову фiлогенетичного дерева та вста-
новлення найближчих гомологiв протеїнкiнази KIN10, з’ясування характеру експресiї гена
цiєї протеїнкiнази залежно вiд типу органа рослини.

Матерiали та методи. Для проведення кладистичного аналiзу та побудови фiлоге-
нетичного дерева найближчих гомологiв протеїнкiнази KIN10 з A. thaliana було створено
вибiрку амiнокислотних послiдовностей каталiтичних доменiв представникiв SNF-спорiдне-
них протеїнкiназ.

Амiнокислотнi послiдовностi протеїнкiназ були вiдiбранi з бази даних бiлкових послi-
довностей UniProt, що мiстить iнформацiю про функцiї бiлкiв. Послiдовностi каталiтичних
доменiв визначали, застосовуючи мережевий iнструмент SMART. Множинне вирiвнювання
амiнокислотних послiдовностей каталiтичних доменiв проводили за допомогою програми
ClustalX версiї 2.1 з використанням вагової матрицi BLOSSUM. Кладистичний аналiз ви-
конували на основi множинного вирiвнювання каталiтичних доменiв з використанням про-
грами для вiзуалiзацiї Mega6 та методу зв’язку найближчих сусiдiв (neighbour-joining) [10].

Для визначення та порiвняння рiвня експресiї гена AKIN10 в рiзних органах рослини ви-
користовували двомiсячнi рослини A. thaliana дикого типу. Для транскрипцiйного аналiзу
загальну РНК видiляли окремо з кожного типу органiв рослин (корiнь, стебло, листя, квi-
тки). Видiлення РНК проводили за допомогою TRIsol-реагенту (“Invitrogen”, США) вiдпо-
вiдно до протоколу, рекомендованого компанiєю-виробником. Якiсть та цiлiснiсть видiленої
РНК визначали спектрофотометрично та за допомогою електрофорезу в агарозному гелi.
Концентрацiю РНК в рiзних зразках вирiвнювали до загальної величини. Синтез кДНК
проводили за допомогою RevertAid RT cDNA Synthesis Kit (“Fermentas”, Литва) вiдповiдно
до протоколу компанiї-виробника. Дiлянку послiдовностi KIN10 (700 п. н.) амплiфiкували

82 ISSN 1025-6415 Доповiдi Нацiональної академiї наук України, 2016, №1



за допомогою полiмеразної ланцюгової реакцiї (ПЛР) iз синтезованої кДНК iз застосува-
нням таких праймерiв:

Kin10_forCCTCAAGCCTGAAAACTTGC,
Kin10_revTGCATACGGGGAGTACCTTC.
Умови амплiфiкацiї були такими: початкова денатурацiя — 95 ◦C протягом 3 хв, насту-

пнi 35 циклiв амплiфiкацiї були виконанi таким чином: 30 с при 95 ◦C, 30 с при 56 ◦C та
1 хв при 72 ◦C, фiнальна елонгацiя — при 72 ◦C протягом 3 хв.

Як контроль використовували рiвень експресiї фактору елонгацiї α (AtEFα) [11]. Для
проведення ПЛР AtEFα також використовували вищезазначенi умови амплiфiкацiї. ПЛР
проводили з використанням праймерiв:

AtEFa_forGGAGTGGCAAAAACACTGGT,
AtEFa_revCTTGCCTCTTACCCATCCAA.
Пiсля проведення ПЛР амплiфiкованi фрагменти генiв KIN10 та EFα роздiляли за до-

помогою електрофорезу в 1%-му агарозному гелi. Рiвень експресiї в рiзних типах тканин
визначали шляхом денситометричного аналiзу електрофореграм за допомогою програми
TotalLab (Великобританiя), яка є у вiльному доступi.

Результати та обговорення. Для проведення кладистичного аналiзу та побудови фi-
логенетичного дерева було вибрано каталiтичнi домени бiлкiв з пiдродини протеїнкiназ
SnRK1 з A. thaliana, до якої належить протеїнкiназа KIN10, i з пiдродин протеїнкiназ SnRK2
та SnRK3, якi вважаються найближчими рослинними гомологами протеїнкiнази KIN10 [2].
Також було вiдiбрано каталiтичнi домени iнших гомологiв протеїнкiнази KIN10 з рiзних
органiзмiв (табл. 1).

Отриманi результати кластеризацiї свiдчать про те, що протеїнкiназа KIN10 має два
найближчих гомолога: KIN11 (номер iз генбанку P92 958) та Akin11 (номер iз генбанку
Q9FLZ3) в рослинах A. thaliana (рис. 1). Всi цi три протеїнкiнази є унiкальними для ро-
слин та складають пiдродину рослинних кiназ SnRK1. Потрiбно зауважити, що на вiдмiну
вiд протеїнкiнази KIN11, функцiї та механiзми дiї якої вже активно дослiджуються [9],
протеїнкiназа Akin11 ще зовсiм не дослiджена. На сьогоднiшнiй день вiдома тiльки її амi-
нокислотна послiдовнiсть [12]. Проте припускають, що всi три ферменти беруть участь
у регуляцiї подiбних процесiв та виконують схожi функцiї i саме тому мають високий рi-
вень iдентичностi [2].

Нами також було порiвняно консервативнi домени протеїнкiнази KIN10 з доменами про-
теїнкiназ SNF1, якi вважаються її аналогами в дрiжджах. Вiдомо, що подiбно до протеїн-
кiнази KIN10, протеїнкiнази SNF1 є енергетичними сенсорами. Зниження рiвня глюкози
призводить до активацiї протеїнкiназ SNF1. Представники цiєї пiдродини мають вiдношен-
ня до широкого спектра клiтинних ферментативних реакцiй та є важливими регуляторами
транскрипцiї [3].

Слiд зазначити, що дрiжджовi протеїнкiнази SNF1 бiльш подiбнi до протеїнкiназ SnRK1,
нiж до двох iнших рослинних пiдродин протеїнкiназ SnRK2 та SnRK3. Цiкавим є той факт,
що представники пiдродини SnRK1 бiльш подiбнi до своїх гомологiв у тваринних органi-
змах, нiж до пiдродин рослинних протеїнкiназ SnRK2 та SnRK3 (див. рис. 1). Така подi-
бнiсть може свiдчити про те, що цi рослиннi протеїнкiнази є унiкальними для рослинних
органiзмiв та можуть виконувати дуже специфiчнi функцiї в клiтинах рослин.

Зокрема, в результатi кластеризацiї було показано, що протеїнкiназа KIN10 має високий
ступiнь схожостi з представниками тваринних пiдродин AAPK1 та AAPK2. Вiдомо, що бiл-
ки AAPK1 та AAPK2 є 5′-AMФ-активованими протеїнкiназами, якi також є енергетичними
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Таблиця 1. Вибiрка протеїнкiназ, якi є найближчими гомологами протеїнкiнази KIN10, з бази даних UniProt
для кладистичного аналiзу

Назва Номер Органiзм Головнi функцiї
1 2 3 4

KIN10 Q38997 Arabidopsis thaliana Участь у вуглеводному обмiнi, синтезi жирних кислот
KIN11 P92958 Arabidopsis thaliana Участь у вуглеводному обмiнi, синтезi жирних кислот
AKin11 Q9FLZ3 Arabidopsis thaliana Не дослiдженi
SRK2I Q39193 Arabidopsis thaliana Разом з SRK2D є ключовим компонентом i активатором

шляхiв бiосинтезу абсцизової кислоти
SRK2D Q39192 Arabidopsis thaliana Разом з SRK2I є ключовим компонентом i активатором шля-

хiв бiосинтезу абсцизової кислоти
SRK2C Q9M9E9 Arabidopsis thaliana Участь у регуляцiї генiв толерантностi до посухи i осмоти-

чного стресу
SRK2J O64812 Arabidopsis thaliana Участь у клiтиннiй вiдповiдi на осмотичний стрес
SRK2A P43291 Arabidopsis thaliana Участь у регуляцiї солестiйкостi та клiтиннiй вiдповiдi на

осмотичний стрес
SRK2H Q9FFP9 Arabidopsis thaliana Участь у регуляцiї солестiйкостi та клiтиннiй вiдповiдi на

осмотичний стрес
SRK2F Q9SMQ4 Arabidopsis thaliana Участь у регуляцiї солестiйкостi та клiтиннiй вiдповiдi на

осмотичний стрес
SRK2B Q9C958 Arabidopsis thaliana Участь у регуляцiї солестiйкостi та клiтиннiй вiдповiдi на

осмотичний стрес
SRK2G P43292 Arabidopsis thaliana Участь у регуляцiї солестiйкостi та клiтиннiй вiдповiдi на

осмотичний стрес
SRK2E Q940H6 Arabidopsis thaliana Один з ключових активаторiв шляхiв бiосинтезу абсцизової

кислоти
CIPK1 Q8RWC9 Arabidopsis thaliana Взаємодiя з CBL-бiлками, участь у регуляцiї солестiйкостi
CIPKE Q9LZW4 Arabidopsis thaliana Взаємодiя з CBL-бiлками, участь у регуляцiї солестiйкостi
CIPKN Q93VD3 Arabidopsis thaliana Взаємодiя з CBL-бiлками, участь у регуляцiї чутливостi до

посухи та транспiрацiї листя
CIPK6 O65554 Arabidopsis thaliana Взаємодiя з CBL-бiлками, участь у регуляцiї чутливостi до

посухи
CIPKO Q9LDI3 Arabidopsis thaliana Участь в контролi внутрiшньоклiтинного гомеостазу та со-

лестiйкостi
CIPK2 Q9LYQ8 Arabidopsis thaliana Взаємодiя з CBL-бiлками, участь у регуляцiї солестiйкостi
CIPK7 Q9XIW0 Arabidopsis thaliana Взаємодiя з CBL-бiлками, участь у регуляцiї холодостiйкостi
CIPKB O22932 Arabidopsis thaliana Взаємодiя з CBL-бiлками, негативний регулятор протонного

насоса AHA2
CIPKA Q9C562 Arabidopsis thaliana Взаємодiя з CBL-бiлками, участь у регуляцiї солестiйкостi
CIPKF P92937 Arabidopsis thaliana Взаємодiя з CBL-бiлками, участь у регуляцiї солестiйкостi
CIPKL Q94CG0 Arabidopsis thaliana Взаємодiя з CBL-бiлками, участь у регуляцiї солестiйкостi
CIPK3 Q2V452 Arabidopsis thaliana Участь у регуляцiї солестiйкостi, холодостiйкостi, стiйкостi

до гiперосмотичного стресу
CIPK8 Q9STV4 Arabidopsis thaliana Взаємодiя з CBL-бiлками, участь у регуляцiї солестiйкостi
CIPKC Q9SN43 Arabidopsis thaliana Взаємодiя з CBL-бiлками, участь у регуляцiї солестiйкостi
CIPK9 Q9MAM1 Arabidopsis thaliana Взаємодiя з CBL-бiлками, участь у регуляцiї К+ гомеостазу
CIPKD O22971 Arabidopsis thaliana Взаємодiя з CBL-бiлками, участь у регуляцiї солестiйкостi
CIPKG Q9SEZ7 Arabidopsis thaliana Взаємодiя з CBL-бiлками, участь у регуляцiї солестiйкостi
CIPKJ Q9FJ55 Arabidopsis thaliana Взаємодiя з CBL-бiлками, участь у регуляцiї солестiйкостi
CIPKM O80902 Arabidopsis thaliana Взаємодiя з CBL-бiлками, участь у регуляцiї солестiйкостi
CIPKQ Q84VQ3 Arabidopsis thaliana Кальцiєзалежне регулювання утворення активних форм ки-

сню
CIPKK Q9FJ54 Arabidopsis thaliana Компонент шляхiв бiосинтезу абсцизової кислоти, участь у

регуляцiї проростання насiння
CIPKI Q9LP51 Arabidopsis thaliana Взаємодiя з CBL-бiлками, участь у регуляцiї солестiйкостi
CIPKH Q94C40 Arabidopsis thaliana Взаємодiя з CBL-бiлками, участь у регуляцiї солестiйкостi
CIPK5 Q9LEU7 Arabidopsis thaliana Взаємодiя з CBL-бiлками, участь у регуляцiї солестiйкостi
CIPK4 Q9SUL7 Arabidopsis thaliana Взаємодiя з CBL-бiлками, участь у регуляцiї солестiйкостi
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Таблиця 1. Продовження

1 2 3 4

CIPKP Q8W1D5 Arabidopsis thaliana Взаємодiя з CBL-бiлками, участь у регуляцiї солестiйкостi
AAPK1 P45894 Caenorhabditis elegans Участь у трансдукцiї iнсулiноподiбних сигналiв
AAPK1 Q5EG47 Mus musculus Ключова роль у регуляцiї енергетичного обмiну, регулятор

клiтинної полярностi, iнгiбує бiлковий, вуглеводний i лiпi-
дний бiосинтез, а також рiст i пролiферацiю клiтин

AAPK1 Q09136 Sus scrofa Ключова роль у регуляцiї енергетичного обмiну, регулятор
клiтинної полярностi, iнгiбує бiлковий, вуглеводний i лiпi-
дний бiосинтез, а також рiст i пролiферацiю клiтин

AAPK1 Q13131 Homo sapiens Ключова роль у регуляцiї енергетичного обмiну, регулятор
клiтинної полярностi, iнгiбує бiлковий, вуглеводний i лiпi-
дний бiосинтез, а також рiст i пролiферацiю клiтин

AAPK2 Q95ZQ4 Caenorhabditis elegans Регуляцiя клiтинного енергетичного рiвня
AAPK1 P54645 Rattus norvegicus Ключова роль у регуляцiї енергетичного обмiну, регулятор

клiтинної полярностi, iнгiбує бiлковий, вуглеводний i лiпi-
дний бiосинтез, а також рiст i пролiферацiю клiтин

AAPK1 Q5RDH5 Pongo abelii Ключова роль у регуляцiї енергетичного обмiну, регулятор
клiтинної полярностi, iнгiбує бiлковий, вуглеводний i лiпi-
дний бiосинтез, а також рiст i пролiферацiю клiтин

AAPK2 P54646 Homo sapien Ключова роль у регуляцiї енергетичного обмiну, регулятор
клiтинної полярностi, iнгiбує бiлковий, вуглеводний i лiпi-
дний бiосинтез, а також рiст i пролiферацiю клiтин

AAPK2 Q5RD00 Pongo abelii Ключова роль у регуляцiї енергетичного обмiну, регулятор
клiтинної полярностi, iнгiбує бiлковий, вуглеводний i лiпi-
дний бiосинтез, а також рiст i пролiферацiю клiтин

AAPK2 Q28948 Sus scrofa Ключова роль у регуляцiї енергетичного обмiну, регулятор
клiтинної полярностi, iнгiбує бiлковий, вуглеводний i лiпi-
дний бiосинтез, а також рiст i пролiферацiю клiтин

AAPK2 Q09137 Rattus norvegicus Ключова роль у регуляцiї енергетичного обмiну, регулятор
клiтинної полярностi, iнгiбує бiлковий, вуглеводний i лiпi-
дний бiосинтез, а також рiст i пролiферацiю клiтин

AAPK2 Q8BRK8 Mus musculus Ключова роль у регуляцiї енергетичного обмiну, регулятор
клiтинної полярностi, iнгiбує бiлковий, вуглеводний i лiпi-
дний бiосинтез, а також рiст i пролiферацiю клiтин

AMPKA Q54YF2 Dictyostelium Енергетичний сенсор, участь у метаболiзмi
discoideum

BRSK1 B2DD29 Rattus norvegicus Ключова роль у поляризацiї нейронiв i подвоєннi центросом
BRSK1 Q8TDC3 Homo sapiens Ключова роль у поляризацiї нейронiв i подвоєннi центросом
BRSK2 Q69Z98 Mus musculus Ключова роль у поляризацiї нейронiв i секрецiї iнсулiну
BRSK2 Q8IWQ3 Homo sapiens Ключова роль у поляризацiї нейронiв i секрецiї iнсулiну
BRSK1 Q5RJI5 Mus musculus Ключова роль у поляризацiї нейронiв i подвоєннi центросом
BRSK2 D3ZML2 Rattus norvegicus Ключова роль в поляризацiї нейронiв i секрецiї iнсулiну
CIPK3 Q8LIG4 Oryza sativa Взаємодiя з CBL-бiлками, компонент шляхiв бiосинтезу аб-

сцизової кислоти
CIPK2 Q7X996 Oryza sativa Взаємодiя з CBL-бiлками, компонент шляхiв бiосинтезу аб-

сцизової кислоти
CIPK1 Q9LGV5 Oryza sativa Взаємодiя з CBL-бiлками, компонент шляхiв бiосинтезу аб-

сцизової кислоти
CIPK4 Q2QMI0 Oryza sativa Взаємодiя з CBL-бiлками, компонент шляхiв бiосинтезу аб-

сцизової кислоти
CIPK8 Q5JLD8 Oryza sativa Взаємодiя з CBL-бiлками, компонент шляхiв бiосинтезу аб-

сцизової кислоти
CIPK5 Q9LWM4 Oryza sativa Взаємодiя з CBL-бiлками, компонент шляхiв бiосинтезу аб-

сцизової кислоти
CIPK6 Q6Z9F4 Oryza sativa Взаємодiя з CBL-бiлками, компонент шляхiв бiосинтезу аб-

сцизової кислоти
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Таблиця 1. Закiнчення

1 2 3 4

CIPKB Q0JI49 Oryza sativa Взаємодiя з CBL-бiлками, компонент шляхiв бiосинтезу аб-
сцизової кислоти

CIPKD Q5QNM6 Oryza sativa Взаємодiя з CBL-бiлками, компонент шляхiв бiосинтезу аб-
сцизової кислоти

CIPKA Q10LQ2 Oryza sativa Взаємодiя з CBL-бiлками, компонент шляхiв бiосинтезу аб-
сцизової кислоти

CIPKF Q2RBF0 Oryza sativa Взаємодiя з CBL-бiлками, компонент шляхiв бiосинтезу аб-
сцизової кислоти

CIPKI Q5W736 Oryza sativa Взаємодiя з CBL-бiлками, компонент шляхiв бiосинтезу аб-
сцизової кислоти

CIPKH Q75L42 Oryza sativa Взаємодiя з CBL-бiлками, компонент шляхiв бiосинтезу аб-
сцизової кислоти

CIPKE Q2QYM3 Oryza sativa Взаємодiя з CBL-бiлками, компонент шляхiв бiосинтезу аб-
сцизової кислоти

CIPK7 Q75GK4 Oryza sativa Взаємодiя з CBL-бiлками, компонент шляхiв бiосинтезу аб-
сцизової кислоти

CIPKJ Q68Y49 Oryza sativa Взаємодiя з CBL-бiлками, компонент шляхiв бiосинтезу аб-
сцизової кислоти

CIPKC Q5JLS2 Oryza sativa Взаємодiя з CBL-бiлками, компонент шляхiв бiосинтезу аб-
сцизової кислоти

CIPKN Q6ZLP5 Oryza sativa Взаємодiя з CBL-бiлками, компонент шляхiв бiосинтезу аб-
сцизової кислоти

CIPKM Q5KQF5 Oryza sativa Взаємодiя з CBL-бiлками, компонент шляхiв бiосинтезу аб-
сцизової кислоти

CIPKG Q6ERS4 Oryza sativa Взаємодiя з CBL-бiлками, компонент шляхiв бiосинтезу аб-
сцизової кислоти

CIPKW Q2QY53 Oryza sativa Взаємодiя з CBL-бiлками, компонент шляхiв бiосинтезу аб-
сцизової кислоти

HUNKA Q5XHI9 Xenopus laevis Не дослiдженi, можлива участь у розвитку нервової системи
HUNK Q68UT7 Pan troglodytes Участь у ембрiональному розвитку нервової системи
HUNK B1WAS2 Xenopus laevis Не дослiдженi, можлива роль у ембрiональному розвитку
HUNK O88866 Mus musculus Не дослiдженi, можлива роль у ембрiональному розвитку

мишей
HUNKB Q6VZ17 Xenopus laevis Не дослiдженi, можлива участь у розвитку нервової системи
MARK4 Q96L34 Homo sapiens Участь у визначеннi клiтинної полярностi та регуляцiя ди-

намiки мiкротрубочок
MARK2 Q7KZI7 Homo sapiens Участь у визначеннi клiтинної полярностi та регуляцiя ди-

намiки мiкротрубочок
MARK3 P27448 Homo sapiens Регуляцiя динамiки мiкротрубочок, регуляцiя активностi де-

яких гiстондеацетилаз
MARK1 Q9P0L2 Homo sapiens Участь у регуляцiї клiтинної полярностi та регуляцiя дина-

мiки мiкротрубочок
MELK Q14680 Homo sapiens Участь у регуляцiї клiтинного циклу, апоптозу та сплайсингу
NUAK2 Q66HE5 Rattus norvegicus Стресактивуюча протеїнкiназа, бере участь у регуляцiї толе-

рантностi до енергетичного голоду
SIK2 Q9IA88 Gallus gallus Участь у регуляцiї трансдукцiї iнсулiнового сигналiнгу
SIK3 Q9Y2K2 Homo sapiens Участь у розвитку хрящової тканини та ендохондральному

скостенiннi
SNF1 P52497 Candida albicans Участь у енергетичному обмiнi
SNF1 Q00372 Candida glabrata Участь у енергетичному обмiнi
SNF1 O74536 Schizosaccharomyces Участь у енергетичному обмiнi

pombe
SNF1 P06782 Saccharomyces Участь у енергетичному обмiнi

cerevisiae
Y8013 Q54VU4 Dictyostelium Регуляцiя транскрипцiї

discoideum
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Рис. 1. Фiлогенетичне дерево найближчих гомологiв протеїнкiнази KIN10 в рослинах та iнших органiзмах

сенсорами та беруть участь в регуляцiї метаболiзму у тваринних клiтинах [13]. Цi фермен-
ти є важливими регуляторами експресiї генiв, енергетичного обмiну, клiтинної полярностi,
бiлкового, вуглеводневого та лiпiдного бiосинтезу, а також у процесах клiтинного росту та
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пролiферацiї. Протеїнкiназа KIN10 є одним iз головних регуляторiв транскрипцiї та подiбно
до протеїнкiназ AAPK1 та AAPK2 бере участь в енергетичному обмiнi та метаболiзмi [5],
що може свiдчити про функцiональну близькiсть цих тваринних гомологiв iз зазначеним
рослинним ферментом.

Результати кладистичного аналiзу також вказують на високий ступiнь подiбностi проте-
їнкiнази KIN10 до бiлкiв з пiдродин тваринних протеїнкiназ BRSK1 та BRSK2 (див. рис. 1).
Протеїнкiнази BRSK1 та BRSK2 (також вiдомi, як SAD-B та SAD-А) є AMФ-активованими
протеїнкiназами, що здiйснюють фосфорилювання асоцiйованого з мiкротрубочками про-
теїну тау. Таким чином вони впливають на його здатнiсть зв’язуватися з мiкротрубочками,
що може призводити до певних змiн в їх органiзацiї. Вiдомо, що представники пiдроди-
ни протеїнкiназ BRSK беруть участь у подвоєннi центросом та поляризацiї нейронiв кори
головного мозку [14].

За структурою свого каталiтичного домену протеїнкiназа KIN10 також має велику по-
дiбнiсть iз представниками тваринних MARK-кiназ (див. рис. 1). Ця родина серин-трео-
нiнових протеїнкiназ є досить великою. MARK-кiнази є одними iз головних регуляторiв
динамiчних станiв мiкротрубочок [15]. MARK-кiнази, подiбно до протеїнкiназ BRSK, здiй-
снюють фосфорилювання протеїну тау та iнших протеїнiв, асоцiйованих з мiкротрубочками.
Представники родини MARK також вiдповiдають за перебiг багатьох важливих клiтинних
процесiв, таких як клiтинна диференцiацiя, визначення полярностi та змiна форми клiтини,
мiграцiя нейронiв головного мозку i контроль клiтинного циклу [15]. Цiлком вiрогiдно, що
вiдповiдно до результатiв проведеного нами фiлогенетичного аналiзу протеїнкiназа KIN10
може мати деякi подiбнi до своїх тваринних гомологiв функцiї в рослинних клiтинах. Тому
подальше експериментальне пiдтвердження та детальне вивчення функцiональних харак-
теристик цiєї унiкальної протеїнкiнази є вкрай важливим.

З цiєю метою на наступному етапi роботи було вивчено особливостi експресiї гена, що
кодує протеїнкiназу KIN10, в рiзних органах арабiдопсису (рис. 2). Згiдно з результатами
проведеного аналiзу, найвищий рiвень транскриптiв спостерiгався саме в листi, де активно
вiдбуваються процеси фотосинтезу (див. рис. 2). Високий рiвень експресiї тестованого ге-
на було вiдмiчено також i в квiтках. Незначний рiвень транскриптiв протеїнкiнази KIN10
порiвняно з iншими органами рослин було зафiксовано в коренях (див. рис. 2).

Слiд зазначити, що одним iз головних мiсць клiтинної локалiзацiї протеїнкiнази KIN10
є хлоропласти, де i вiдбувається фотосинтез [9]. Вiдомо, що представники SNF-спорiднених
кiназ складаються з трьох субодиниць — α, β та γ. Iснує припущення, що в А. thaliana
внутрiшньоклiтинну локалiзацiю протеїнкiнази SnRK1 (KIN10) регулює певний комплекс
βγ-субодиниць, що має сигнальний хлоропластний транзитний пептид. При взаємодiї з цим
комплексом каталiтичнi субодиницi можуть потрапляти в хлоропласти i таким чином ре-
гулювати активнiсть бiосинтетичних процесiв у цих органелах [9].

Вiдповiдно до результатiв аналiзу, найвищий рiвень експресiї KIN10 було встановлено,
саме в зеленiй частинi рослини, де проходять активнi процеси фотосинтезу, що може свiд-
чити про участь цього гена в регуляцiї бiосинтетичних та сигнальних процесiв, пов’язаних
iз фотосинтезом та метаболiзмом цукрiв.

Таким чином, результати проведеного нами кладистичного аналiзу вказують на те, що
рослинна протеїнкiназа KIN10 має велику кiлькiсть близьких гомологiв тваринного похо-
дження. З iншого боку, такi данi свiдчать про унiкальнiсть цiєї протеїнкiнази для рослинно-
го свiту. Отриманi нами данi щодо рiвня експресiї гена KIN10 у рiзних органах арабiдопсису
можуть бути iнтерпретованi на користь важливої ролi протеїнкiнази KIN10 в фотосинте-
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Рис. 2. Аналiз експресiї гена KIN10. а — електрофореграма iнтенсивностi експресiї KIN10 у рiзних органах
рослин A. thaliana; б — рiвень експресiї гена протеїнкiнази KIN10 у рiзних органах рослин A. thaliana

тичних процесах. Оскiльки багато аспектiв функцiонування протеїнкiнази KIN10 у рослин-
них клiтинах залишаються ще невивченими, отриманi результати полегшують подальше
дослiдження функцiональних характеристик цих протеїнкiназ та виявлення їх потенцiйних
субстратiв.
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5. Baena-González E., Sheen J. Convergent energy and stress signaling // Trends Plant Sci. – 2008. – 9. –
P. 474–482.

6. Lawlor D.W., Paul M. J. Source/sink interactions underpin crop yield: the case for trehalose 6-phosphate/
SnRK1 in improvement of wheat // Front. Plant Sci. – 2014. – 5. – P. 418–432.

7. Nunes C., O’Hara L. E., Primavesi L. F., Delatte T. L., Schluepmann H., Somsen G.W., Silva A.B.,
Fevereiro P. S., Wingler A., Paul M. J. The trehalose 6-Phosphate/SnRK1 signaling pathway primes growth
recovery following relief of sink limitation // Plant Physiol. – 2013. – 162, No 3. – P. 1720–1732.

8. Jeong E.-Y., Seo P. J., Woo J.C., Park C.-M. AKIN10 delays flowering by inactivating IDD8 transcri-
ption factor through protein phosphorylation in Arabidopsis // BMC Plant Biol. – 2015. – 15, No 1. –
P. 110–123.

ISSN 1025-6415 Доповiдi Нацiональної академiї наук України, 2016, №1 89
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Кладистический анализ серин-треониновой протеинкиназы KIN10
и особенности ее экспрессии в разных органах Arabidopsis thaliana

Проведен кладистический анализ и построено филогенетическое дерево ближайших гомоло-
гов протеинкиназы KIN10 из Arabidopsis thaliana. Показано, что KIN10 и ее два ближайших
гомолога в растениях Arabidopsis thaliana: KIN11 (P92958) и Akin11 (Q9FLZ3) являются
представителями уникального подсемейства растительных протеинкиназ SnRK1. Охара-
ктеризирована экспрессия KIN10 в различных органах растений A. thaliana. Наибольшее
количество транскриптов KIN10 отмечено именно в наземной фотосинтезирующей части
растения, где протеинкиназа KIN10 обеспечивает регуляцию биосинтетических и различ-
ных сигнальных процессов.

Ключевые слова: KIN10, серин-треониновые протеинкиназы, ближайшие гомологи, клади-
стический анализ, филогенетическое дерево, экспрессия генов.
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The cladistic analysis of serine/threonine protein kinase KIN10
and peculiarities of its expression in different organs of Arabidopsis
thaliana

The cladistic analysis and the phylogenetic tree construction of the closest homologs of protein
kinase KIN10 are performed. The obtained results have shown the membership of KIN10 and its
two closest homologs in plants (KIN11 (P92958) and Akin11 (Q9FLZ3)) to the unique subfamily
of protein kinases SnRK1. In addition, the expression level of KIN10 gene in different plant organs
are characterized. The highest level of KIN10 transcripts is observed in the green photosynthetic
part of the plant, where KIN10 protein kinase regulates the biosynthetic and signaling processes.

Keywords: KIN10, serine-threonine protein kinases, closest homologs, cladistic analysis, phylo-
genetic tree, gene expression.
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