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САЙТЫ СВЯЗЫВАНИЯ БИЛИРУБИНА СЫВОРОТОЧНЫМ АЛЬБУМИНОМ 
ЧЕЛОВЕКА: ВОЗМОЖНОСТЬ ВЛИЯНИЯ НА НИХ МУТАЦИЙ, 

ВЫЗВАННЫХ РАДИАЦИЕЙ

Аннотация. В статье проанализированы сайты связывания билирубина сывороточным альбумином человека 
с точки зрения нестабильности вторичной структуры, а также изучено влияние известных аминокислотных замен, 
вызванных радиационным воздействием, на способность альбумина связывать билирубин. Расчеты энергии связы-
вания и констант ингибирования комплексов билирубина с альбумином до и после аминокислотных замен показали, 
что аминокислотные замены по-разному влияют на способность связывать билирубин сывороточным альбумином 
человека. Аминокислотные замены Asp269-Gly269 (Nagasaki-1), Glu354-Lys354 (Hiroshima-1), Asp375-Asn375 (Nagasaki-2) 
уменьшают свободную энергию связывания билирубина сывороточным альбумином человека, а аминокислотные 
замены His3-Gln3 (Nagasaki-3) и Glu382-Lys382 (Hiroshima-2) повышают ее по результатам молекулярного докинга 
с  соответствующими  участками  поверхности  белка. Константы  ингибирования  при  этом  значительно  выше,  чем 
с известными сайтами связывания. В целом же рассмотренные мутации, вызванные радиационным воздействием, 
не могут  влиять на наиболее  специфичные известные  сайты  связывания билирубина  сывороточным альбумином 
человека, так как аминокислотные остатки, которые подвергаются заменам, не взаимодействуют с аминокислотны-
ми остатками этих сайтов связывания (Leu115, Arg117, Phe134, Tyr138, Ile142, Phe149, Phe157, Tyr161, Arg186, Lys190, 
Lys240, Arg222). Все аминокислотные остатки известных сайтов связывания располагаются в стабильных элементах 
вторичной структуры сывороточного альбумина человека.

Полученные данные важны для понимая влияния радиационного воздействия на развитие билирубиновой энцефа-
лопатии у жителей стран, пострадавших от аварии на Чернобыльской атомной электростанции, и у жителей Японии.
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INFLUENCE OF MUTATIONS CAUSED BY RADIATION EXPOSURE 
ON THE BILIRUBIN BINDING SITES OF HUMAN SERUM ALBUMIN

Abstract. In this  article  we  analyze  the  bilirubin  binding  sites  of  human  serum  albumin  from  the  point  of  view 
of  the  secondary  structure  instability,  as  well  as  the  effect  of  amino  acid  substitutions  caused  by  radiation  exposure 
on  the  ability  of  albumin  to  bind  bilirubin-IX-alpha.  Based  on  calculations  of  binding  energy  and  inhibition  constants  
of bilirubin-albumin complexes before and after the amino acid substitutions, it was found that amino acid substitutions have 
different effects on the ability of human serum albumin to bind bilirubin. Amino acid substitutions Asp269-Gly269 (Nagasaki-1), 
Glu354-Lys354 (Hiroshima-1), Asp375-Asn375 (Nagasaki-2) reduce the binding free energy of bilirubin with human serum 
albumin,  and  the  amino  acid  substitutions  His3-Gln3  (Nagasaki-3)  and  Glu382-Lys382  (Hiroshima-2)  increase  it  during 
molecular  docking with  the  corresponding  areas  of  the  protein  surface.  The  inhibition  constants  are  significantly  higher 
than with known binding sites. In general, mutations caused by radiation exposure cannot effect on bilirubin binding sites 
of  human  serum  albumin,  since  the  amino  acid  residues  that  are  replaced  do  not  interact  with  the  amino  acid  residues 
from the binding sites (Leu115, Arg117, Phe134, Tyr138, Ile142, Phe149, Phe157, Tyr161, Arg186, Lys190, Lys240, Arg222). 
All amino acid residues from known binding sites are located in stable elements of the secondary structure of human serum albumin. 

The data  obtained  are  important  for  understanding  the  impact  of  radiation  exposure on  the development  of  bilirubin 
encephalopathy in the population of the Chernobyl region and Japan.

Keywords: human  serum albumin,  bilirubin,  radiation  exposure,  amino  acid  substitutions,  bilirubin  encephalopathy, 
binding sites
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Введение. Сывороточный  альбумин человека  (HSA)  является наиболее распространенным 
циркулирующим белком плазмы крови. Поскольку концентрация альбумина высока, а размеры 
его невелики, то этот белок на 70 % определяет коллоидно-осмотическое давление плазмы [1]. 
Общая площадь поверхности множества мелких молекул сывороточного альбумина очень вели-
ка, поэтому данный белок выполняет функции переносчика многих веществ. К веществам, свя-
зываемым сывороточным альбумином, относятся билирубин, уробилин, жирные кислоты,  ти-
роксин и другие эндогенные, а также многочисленные экзогенные вещества. Конкуренция между 
веществами за сайты связывания на молекуле альбумина может вызвать увеличение концентра-
ции в  свободном виде одного из них, что влияет на  его физиологическое/патологическое дей-
ствие. Сывороточный альбумин человека состоит из трех гомологичных доменов, каждый из ко-
торых  включает  два  субдомена  (A и B),  обладающих общими  структурными мотивами  [2,  3]. 
Каждый домен альбумина состоит из 10 альфа-спиралей, 6 из которых формируют субдомен А, 
а 4 – субдомен В [3].

Около 75–85 % билирубина у новорожденных образуется при распаде гемоглобина эритроци-
тов, остальные 15–25 % поступают из неэритроцитарного гема. Разрушение эритроцитов происхо-
дит в ретикуло-эндотелиальной системе. Образующийся при этом гемоглобин связывается с плаз-
менными белками,  образуя  комплексы,  которые вновь  захватываются клетками моноцитарно-
макрофагальной системы. Далее под влиянием гемоксигеназы из гема образуется вердогемоглобин. 
Затем от него отщепляется железо и образуется биливердин, а из биливердина, под влиянием 
биливердинредуктаз,  –  свободный  билирубин  (в  виде  нескольких  изомеров  –  IX-α,  -β,  -γ,  -δ). 
Клиническое  значение  имеет  билирубин  IX-α.  Билирубин  IX-α  существует  в  свободном  виде 
очень короткое время, так как связывается с белками плазмы (чаще с альбумином) в сосудистом 
русле. Это соединение билирубина и альбумина представляет собой крупное образование, кото-
рому трудно покинуть сосудистое русло. Поэтому он значительно менее токсичен, не проникает 
в мозг и не вызывает билирубиновую энцефалопатию. Одна молекула альбумина связывает две мо-
лекулы  билирубина,  а  1  г  альбумина  прочно  связывает  14,4 мкмоль  билирубина  [4].  В  норме 
в крови новорожденного 99 % билирубина связано с альбумином и только 1 % находится в сво-
бодном виде [4]. При некоторых патологических состояниях (недоношенность, незрелость, гипо-
протеинемия, асфиксия) уровень не связанного с альбумином билирубина может повышаться [4]. 
Свободный билирубин может пересекать гематоэнцефалический барьер и вызывать ядерную жел-
туху (билирубиновую энцефалопатию). У недоношенных детей ядерная желтуха может не иметь 
выраженных  клинических  симптомов или признаков.  Ранними  симптомами  ядерной желтухи 
у доношенных новорожденных являются вялость, плохой аппетит и рвота. Могут развиться опи-
стотонус, парез взора, судороги и даже возможен летальный исход. Ядерная желтуха может при-
вести к умственной отсталости, хореоатетоидному ДЦП, нейросенсорной тугоухости, а позднее ‒ 
к параличу взгляда вверх.

Кроме конкуренции между разными веществами за сайты связывания концентрация билиру-
бина может повышаться и из-за изменения структуры самих сайтов связывания, причиной чего 
могут быть аминокислотные замены, возникающие по целому ряду причин. В Республике Бе- 
ларусь и других странах, пострадавших от аварии на Чернобыльской атомной электростанции, 
и в Японии, пострадавшей от взрывов атомных бомб в Нагасаки и Хиросиме и от аварии на АЭС 
«Фукусима-1», актуальными остаются вопросы влияния радиации на здоровье человека, поэтому 
нами уделено особое внимание нескольким известным аминокислотным заменам, произошедшим 
в  сывороточном альбумине человека  (по данным  [5], именно при радиационном воздействии), 
и их возможным последствиям.

Материалы и методы исследования. Материалом для исследования послужили 104 рентгено-
логические структуры, содержащие информацию о сывороточном альбумине человека как в чистом 
виде, так и в комбинации с различными лигандами (табл. 1) из Protein Data Bank (www.pdb.org).
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Т а б л и ц а  1.  3D структуры сывороточного альбумина человека с различными лигандами

T a b l e  1.  3D structures of human serum albumin with different ligands

PDB-
идентификатор

Разрешение, 
Å Лиганд PDB-

идентификатор
Разрешение, 

Å Лиганд

1AO6 2,5  ‒ 2XW0 2,4  Дансил-L-фенилаланин
1BJ5 2,5  Миристиновая кислота 2XW1 2,5  Дансил-L-норвалин

1BKE 3,15  Миристиновая кислота 
и 3-йодобензойная кислота 2YDF 2,75  Ионофеноксиновая кислота

1BM0 2,5  ‒ 3A73 2,19  Дельта 12 простагландин J2
1E7A 2,2  Пропофол 3B9L 2,6  Миристат и зидовудин

1E7B 2,38  Галотан 3B9M 2,7  Зидовудин 
и салициловая кислота

1E7C 2,4  Миристиновая кислота и галотан 3CX9 2,8  Миристиновая кислота 
и лизофосфатидилэтаноламин

1E7E 2,5  Декановая кислота 3JQZ 3,3  Лидокаин
1E7F 2,43  Додекановая кислота 3JRY 2,3  Сульфат ионы
1E7G 2,5  Миристиновая кислота 3LU6 2,7  IMX
1E7H 2,43  Пальмитиновая кислота 3LU7 2,8  IPX и фосфат ионы
1E7I 2,7  Стеариновая кислота 3LU8 2,6  IQX
1E78 2,6  ‒ 3SQJ 2,05  Миристиновая кислота
1GNI 2,4  Олеиновая кислота 3TDL 2,6  Миристиновая кислота и DAUDA

1GNJ 2,6  Арахидоновая кислота 3UIV 2,2  Миристат-амантадин 
гидрохлорид

1H9Z 2,5  Миристиновая кислота 
и R энантиомер варфарина 4BKE 2,35  Пальмитиновая кислота

1HA2 2,5  Миристиновая кислота 
и S энантиомер варфарина 4E99 2,3  Перфтороктансульфоновая 

кислота
1HK1 2,65  Тироксин 4EMX 2,3  Хлорид ионы
1HK2 2,8  Тироксин 4G03 2,22  ‒
1HK3 2,8  Тироксин 4G04 2,3  ‒

1HK4 2,4  Тироксин 
и миристиновая кислота 4HGK 3,04  Антитело

1HK5 2,7  Тироксин 
и миристиновая кислота 4HGM 2,34  Антитело

1N5U 1,9  Гем 4IW1 2,56  Фруктоза и фосфат ионы

1O9X 3,2  Миристиновая кислота и гемин 4IW2 2,41  Глюкоза, декстроза 
и фосфат ионы

1TF0 2,7  Декановая кислота 
и лимонная кислота 4K2C 3,23  ‒

2BX8 2,7  Азапрапазон 4K71 2,4  Сульфат-ионы

2BXA 2,35  3-карбокси-4-метил-5-пропил-2-
фурапропионовая кислота 4L8U 2,01  9-амино камптотецин 

и миристиновая кислота
2BXB 3,2  Оксифенбутазон 4L9K 2,4  Камптотецин
2BXC 3,1  Фенилбутазон 4L9Q 2,7  Тенипозид
2BXD 3,05  Варфарин 4LA0 2,4  Бикалутамид
2BXE 2,95  Дифлунизал 4LB2 2,8  Идарубицин
2BXF 2,95  Диазепам 4LB9 2,7  Этопозид
2BXG 2,7  Ибупрофен 4N0F 3,02  Человеческие FcRn
2BXH 2,25  Индоксил сульфат 4N0U 3,8  Неонатальный Fc-рецептор и Fc
2BXI 2,5  Миристат, азапропазон 4S1Y 3,16  Цисплатин

2BXK 2,4  Миристат, азапропазон 
и индометацин 4Z69 2,19  Пальмитиновая кислота 

и диклофенак
2BXL 2,6  Миристат и салициловая кислота 5FUO 3,6  Fab-фрагмент

2BXM 2,5  Миристат и индометацин 5GIX 2,8  Пальмитиновая кислота ‒
Fe(Hn3piT)Cl2

2BXN 2,65  Миристат и йодипамид 5GIY 2,54  Пальмитиновая кислота ‒ 
[RuCl5(ind)]

2-
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PDB-
идентификатор

Разрешение, 
Å Лиганд PDB-

идентификатор
Разрешение, 

Å Лиганд

2BXO 2,6  Миристат и оксифенбутазон 5ID7 2,26 
Фосфородитиоат 

миристоилциклической 
фосфатидной кислоты

2BXP 2,3  Миристат и фенилбутазон 5IFO 3,2  KP1019

2BXQ 2,6  Миристат, фенилбутазон 
и индометацин 5IJF 2,65  Катионы цинка

2I2Z 2,7  Миристат и аспирин 5UJB 2,7  Mcl-1 ингибитор
2I30 2,9  Миристат и салициловая кислота 5VNW 2,6  Nb.b201

2VDB 2,52  S-напроксен и декановая кислота 5X52 3,0  Октаноат 
и N-атецил-L-метионин

2VUE 2,42  Билирубин 5YB1 2,62  Пальмитиновая кислота 
и Cu(II)-препарат

2VUF 3,05  Фузидовая кислота 5YOQ 2,65 4-фенилбутират натрия

2XSI 2,7  Дансил-L-глутамат 
и миристиновая кислота 5Z0B 2,17 

Линолевая кислота, 
октановая кислота, триптофан, 

сульфат ионы
2XVQ 2,9  Дансил-L-саркозин 6A7P 2,28  Арипипразол
2XVU 2,6  Дансил-L-аспарагин 6EZQ 2,39  NBD-аминододекановая кислота

2XVV 2,4  Дансил-L-аспарагин 
и миристиновая кислота 6JE7 3,9  ‒

2XVW 2,65  Дансил-L-аргинин 
и миристиновая кислота 1UOR 2,8  ‒

Элементы вторичной структуры сывороточного альбумина человека определяли с помощью 
алгоритма DSSP  (Dictionary  of  Secondary Structure  of  Proteins  –  словарь  вторичной  структуры 
белка), т. е. данный алгоритм не предсказывает, а именно устанавливает конкретные элементы 
вторичной  структуры,  основываясь  на  возможности формирования  водородных  связей между 
атомами аминокислотных остатков главных цепей (www.swift.cmbi.umcn.nl/gv/dssp). Если амино-
кислота во всех структурах входила в состав альфа-спирали, мы считали ее альфа-спиральной, 
если в состав бета-тяжа – бета-структурной. Все фрагменты полипептидной цепи, не образующие 
альфа-спирали и  бета-тяжи,  классифицировались  как  «петля»  (C  –  random  coil).  Если  данные 
о вторичной структуре для аминокислоты отсутствовали, аминокислоту обозначали «0» и счи-
тали ее структурно неустойчивой. С помощью алгоритма DSSP определяли и доступность соль-
венту каждой аминокислоты сывороточного альбумина человека.

При рассмотрении структурной неустойчивости было выделено несколько вариантов струк-
турного состояния для конкретной аминокислоты: альфа-спираль/петля (HC), петля/неструкту-
рированная  область  (C0),  альфа-спираль/неструктурированная  область  (H0)  и  альфа-спираль/
петля/неструктурированная область (HC0). HC – вариант структурной нестабильности, при ко-
тором  аминокислота  находится  в  составе  альфа-спирали  на  одной  структуре  белка  и  в  петле 
на другой структуре белка; H0 – вариант структурной нестабильности, при котором аминокис-
лота находится или в альфа-спирали, или и в неструктурированной области белка; C0 – вариант 
структурной нестабильности, при котором аминокислота находится в петле или в неструктури-
рованной области белка; HC0 – вариант структурной нестабильности, при котором аминокисло-
та находится или в альфа-спирали, или в петле, или в неструктурированном участке белка. Ми-
нимальный процент сходства между структурами полноразмерного сывороточного альбумина 
составил 95,07 %. Неструктурированная область белка – участок белка c отсутствующей элек-
тронной плотностью на 3D модели белка.

Стабильность  вторичной  структуры  сывороточного  альбумина  человека  определяли  с  по- 
мощью оригинального алгоритма PentaFold 2.0 [6].

На  основании  аминокислотной  последовательности  структуры  сывороточного  альбумина 
человека, не содержащей никаких лигандов (4K2C), были получены модели трехмерного строе-
ния белков, содержащих одну из пяти мутаций, вызванных радиационным воздействием, с по-

Окончание табл. 1
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мощью сервера SWISS MODEL (https://swissmodel.expasy.org/). В качестве шаблона для построе-
ния  модели  модифицированных  белков  была  выбрана  структура  4BKE,  третичная  структура 
которой на  99 % идентична исследуемой. Таким образом,  получили пять модифицированных 
3D структур с одной из пяти известных на сегодняшний день аминокислотных замен, обнаружен-
ных при исследовании детского населения городов Хиросима и Нагасаки: His3-Gln3 (Nagasaki-3), 
Asp269-Gly269  (Nagasaki-1),  Glu354-Lys354  (Hiroshima-1),  Asp375-Asn375  (Nagasaki-2),  Glu382-
Lys382 (Hiroshima-2) [5].

Информация о структуре билирубина (bilirubin-IX alpha) была взята из базы данных PubChem [7]. 
Для проведения докинга билирубина со структурой как нативного, так и модифицированного 
сывороточного альбумина человека использовали Molecular Docking server [8]. Для определения 
свободной энергии связывания билирубина с альбумином в качестве связывателей использовали 
те  аминокислотные остатки,  которые взаимодействуют  с билирубином на  единственной  трех-
мерной структуре, представляющей собой комплекс данных веществ ‒ 2VUE [9]. Для определе-
ния влияния аминокислотной замены на способность связывать билирубин в качестве основного 
связывателя выбирали только ту аминокислоту, которая подвергается замене. В результате были 
получены значения энергии связывания как до, так и после аминокислотной замены.

Для определения характера взаимодействия между молекулами билирубина и сывороточно-
го альбумина использовали алгоритм PLIP [10].

Результаты исследования. Сывороточный альбумин состоит из единственной полипептид-
ной цепи из 585 аминокислот. Это высокозаряженный белок без гликозилированных остатков, 
но с 17 дисульфидными мостиками и одним свободным цистеином. Изоэлектрическая точка альбуми-
на равна 5,47. Сывороточный альбумин человека относится к белкам альфа-спирального класса [11], 
так как его вторичная структура представлена исключительно альфа-спиралями и койлом.

С точки зрения стабильности вторичной структуры данный белок является структурно не- 
устойчивым, так как в нестабильных элементах вторичной структуры находится 60,417 % ами-
нокислотных  остатков,  а  в  стабильных  альфа-спиралях  и  стабильном  койле  ‒  лишь  26,415 
и 13,368 % соответственно. В сывороточном альбумине человека преобладает структурная не- 

устойчивость типа HC (41,319 %). Структурная 
неустойчивость типа HC0 составляет 11,632 %, 
C0  –  5,035,  H0  –  2,431  %.  Данные  получены 
в результате анализа всех 3D структур, содер-
жащих информацию о вторичной структуре сы-
вороточного альбумина человека. Анализ струк-
туры 4K2C с помощью алгоритма PentaFold 2.0 
показал нестабильность вторичной структуры 
альбумина (рис. 1). Большинство альфа-спира-
лей являются метастабильными или нестабиль-
ными, и лишь несколько содержат стабильное 
ядро.  То  есть  большое  влияние  на  стабиль-
ность  альфа-спиралей  оказывает  не  столько 
аминокислотный состав той или иной альфа-
спирали, сколько формирование блоков взаимо-
действующих альфа-спиралей [11]. Структур-
ную неустойчивость же сывороточного альбу-
мина  можно  объяснить  с  точки  зрения  его 
транспортной функции для многих эндо- и экзо-
генных веществ.

Среди всех изученных 104 структур альбу-
мина лишь одна представляет собой комплекс 
альбумина с билирубином (2VUE). Это 3D мо-
дель, в которой показан так называемый гидро-
фобный  карман,  являющийся  единственным 

Рис. 1. Нестабильность вторичной структуры сывороточ-
ного альбумина человека (3D структура 4K2C). Зеленым 
обозначены стабильные элементы вторичной структуры, 
красным – нестабильные, желтым – метастабильные

Fig. 1. Secondary structure instability of human serum al-
bumin (3D model – 4K2C). Green color indicates stable ele-
ments of the secondary structure, red color indicates unstable 

elements, yellow color indicates metastable elements
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хорошо описанным сайтом связывания билирубина [9]. С помощью алгоритма PLIP было уста-
новлено,  что  аминокислотные  остатки  альбумина  с  билирубином  образуют  следующие  типы 
взаимодействий:  гидрофобные  взаимодействия  с Leu115,  Phe134, Tyr138,  Ile142,  Phe149,  Phe157, 
Tyr161, Arg186; водородные связи с Tyr138, Tyr161; катион-пи взаимодействие с Arg186 и солевые 
мостики с Arg117, Arg186, Lys190. То есть билирубин связывается исключительно с аминокис-
лотными  остатками  из  первого  домена  [3].  Данный  сайт  связывания  билирубина  находится 
в стабильной области белка: Leu115, Arg117, Phe149 ‒ в стабильном койле; Phe134, Tyr138, Ile142, 
Phe157, Tyr161, Arg186 и Lys190 ‒ в стабильных альфа-спиралях.

Из  литературных  данных  известно,  что  билирубин  может  связываться  и  с  Lys240  [12], 
и с Arg222 [13]. Lys240 и Arg222 также находятся в стабильных альфа-спиралях. Уровень доступ-
ности сольвенту данных аминокислот составляет 98 и 26 соответственно, при этом для двух ами-
нокислот характерен длинный радикал. С помощью докинга молекулы билирубина с аминокис-
лотами из первого сайта связывания (рис. 2, а) и с лизином 240 (рис. 2, с) нами были получены 
следующие  значения  свободной  энергии  связывания:  ‒4,61  и  ‒2,44  ккал/моль  соответственно. 
То есть первый сайт связывания, который описан по результатам рентгеноструктурного анализа, 
является более предпочтительным, чем второй. В пользу специфичности первого сайта по сравне-
нию со вторым свидетельствует тот факт, что константа ингибирования (Ki) составляет для него 
417,38 мкмоль/л, а для второго сайта связывания – 16,31 ммоль/л.

Неожиданные результаты были получены нами после докинга билирубина с третьим сайтом 
связывания. Неожиданность заключалась в том, что 3D модели в PDB альбумина с билирубином 
в данном сайте связывания на сегодняшний день нет, а область, в которой расположен Arg222 
(рис. 2, b), является еще более специфичной для билирубина: свободная энергия связывания равна 
‒5,39 ккал/моль, а константа ингибирования (Ki) составляет 112,33 мкмоль/л. Кроме Arg222 би-
лирубин  связывается  также  с  Lys444,  Ala291,  Val293  (гидрофобные  взаимодействия),  Asn295, 
Arg218, Asp451, Lys199 (полярные взаимодействия), а с Glu294, Lys195, Glu292 он образует дру-
гие типы взаимодействий.

Сайт связывания билирубина с Arg222 интересен еще и тем, что Arg222 расположен неда- 
леко (на расстоянии 8,44 Å) от единственного остатка триптофана в сывороточном альбумине 
человека (рис. 3, а). Рядом с Arg222 находится и Arg218, который также может участвовать в свя-
зывании билирубина. При этом Arg218 расположен еще ближе к  триптофану – на расстоянии 
7,77  Å  (рис.  3,  b).  Такая  близость  двух  положительно  заряженных  аминокислотных  остатков 
к единственному флуорофору заставляет предположить, что у комплекса билирубина с альбу-
мином максимумы на спектре флуоресценции триптофана будут смещены, а также изменится 
квантовый выход флуоресценции как в обычных условиях, так и при изменении температуры.

Все аминокислотные замены, вызванные радиационным воздействием, находятся в нестабиль-
ной области  белка. Чтобы определить  влияние  данных  аминокислотных  замен на  связывание 

Рис. 2. Сайты связывания билирубина IX-α на сывороточном альбумине человека (4K2C): а ‒ первый сайт 
связывания, b ‒ сайт связывания с Arg222, c ‒ сайт связывания с Lys240

Fig. 2. Bilirubin IX-α binding sites on human serum albumin (4K2C): a ‒ the first binding site, b ‒ the binding site 
with Arg222, c ‒ the binding site with Lys240
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билирубина были изучены все возможные взаимодействия данных аминокислот как в мономере 
белка, так и в его тримере (структура 5Z0B). В тримере между цепями образуются следующие 
виды  водородных  связей  между  главной  и  боковой  цепями:  Gln170  цепи  A  с  Lys439  цепи  C; 
Glu280 цепи A с Pro299 и Ala300 цепи C; Glu442 цепи A с Glu266 цепи B; Asp301, Leu302 цепи C 
с Glu280 цепи A; Glu396 цепи C с His128 цепи A; Lys439 цепи C с Cys169 цепи A; His440 цепи C 
с Gln170 цепи A; между радикалами аминокислот: Lys162 цепи A с Glu442 цепи C; Gln170 цепи A 
с His440 цепи C; Glu442 цепи B с Glu266 цепи C; Arg445 цепи C с Glu131 цепи A; ионные взаимо-
действия: Arg445 цепи C с Glu131 цепи A; Glu132 цепи A с Lys389 цепи C; Lys162 цепи A с Glu442 
цепи C; Lys389 цепи B с Glu266 цепи C; Lys439 цепей A и B с Glu280 цепей B и C; His440 цепей A 
и B с Glu280 цепей B и C; Glu442 цепей A и B с Lys262 цепей B и C; Lys444 и Lys560 цепи B 
с Glu280 и Asp129 цепи C.

Аминокислотная замена Asp269-Gly269 приводит к снижению отрицательного заряда, так как 
аспарагиновая кислота меняется на нейтральный глицин. В результате модифицированный альбу-
мин приобретает большую способность к связыванию билирубина в данном районе белка. Если 
с областью нативного альбумина, в которой расположена Asp269, свободная энергия связывания 
составляет ‒0,76 ккал/моль, то со структурой, содержащей мутацию Asp269-Gly269, она равняется 
‒1,52 ккал/моль. Константа ингибирования при этом уменьшается более чем в 3 раза (табл. 2).

Ни Asp269, ни Gly269 взаимодействий с аминокислотами из известных ранее сайтов связыва-
ния билирубина не образуют (табл. 3), поэтому замена данной аминокислоты не может влиять 
на структуру известных сайтов связывания.

Рис. 3. Третичная структура фрагмента сывороточного альбумина человека 212‒224: а ‒ взаимное расположение 
Arg222 и Trp214; b ‒ взаимное расположение Arg218 и Trp214

Fig. 3. Tertiary structure of the human serum albumin fragment 212‒224: a ‒ the mutual location of Arg222 and Trp214; 
b ‒ the mutual location of Arg218 and Trp214

Т а б л и ц а  2.  Свободная энергия связывания и константа ингибирования комплексов альбумина 
с билирубином до и после аминокислотной замены, вызванной радиационным воздействием

T a b l e  2.  Binding free energy and inhibition constant of the complexes of albumin with bilirubin 
before and after amino acid replacement caused by radiation exposure

Мутация
Свободная энергия связывания, ккал/моль Константа ингибирования, ммоль/л

до мутации после мутации до мутации после мутации

His3‒Gln3 (Nagasaki-3) ‒2,76 ‒2,56 9,51  13,40 
Asp269‒Gly269 (Nagasaki-1) ‒0,76 ‒1,52 279,54  77,23 
Glu354‒Lys354 (Hiroshima-1) ‒1,89 ‒3,17 41,12  4,73 
Asp375‒Asn375 (Nagasaki-2) ‒1,37 ‒1,97 99,85  36,09 
Glu382‒Lys382 (Hiroshima-2) ‒2,44 ‒1,95 16,16  37,15 
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Следует  отметить,  что  после  возникновения  аминокислотной  замены билирубин начинает 
взаимодействовать с аминокислотными остатками, с которыми ранее связи не формировал, что 
может быть вызвано локальными изменениями пространственного расположения атомов сбли-
женных аминокислот. Этот факт можно объяснить как локальным изменением заряда, так и ме-
ханически – аспарагиновая кислота имеет более длинный радикал.

Аминокислотная замена Glu354-Lys354 также приводит к снижению отрицательного заряда 
области белка, в которой она располагается. Как и в предыдущем случае, в результате данной амино-
кислотной замены происходит снижение свободной энергии связывания и уменьшения константы 
ингибирования.  По  сравнению  с  предыдущей  заменой  константа  ингибирования  уменьшается 
в 8,69 раза. Ни Glu354, ни Lys354 не формируют никаких взаимодействий с аминокислотами из извест-
ных сайтов связывания билирубина, поэтому никак не могут влиять на его связывание (табл. 4).

Аминокислотная замена Asp375-Asn375 также приводит к снижению свободной энергии свя-
зывания альбумина с билирубином и к снижению константы ингибирования более чем в 2 раза. 
Как и две предыдущие аминокислотные замены, на структуру известного сайта связывания би-
лирубина она повлиять не может (табл. 5).

Две другие аминокислотные замены иначе влияют на способность альбумина к связыванию би-
лирубина. В результате аминокислотной замены His3-Gln3 константа ингибирования увеличивается 
в 1,41 раза (см. табл. 2), а в результате аминокислотной замены Glu382-Lys382 – в 2,30 раза (табл. 2). 
При этом ни His3, ни Gln3, ни Glu382, ни Lys382 (табл. 6, 7) взаимодействий с аминокислотами 
из известных сайтов связывания билирубина также не формируют.

Т а б л и ц а  3.  Аминокислотные остатки, с которыми формирует связи билирубин 
до и после мутации Asp269-Gly269

T a b l e  3.  Amino acid residues, with which bilirubin binds 
before and after the Asp269-Gly269 mutation

Показатель
Энергия взаимодействия, ккал/моль

до мутации после мутации

Водородные связи ASP269 (‒1,4522)  LYS225 (‒0,6501)
SER270 (‒1,1318)

Полярные взаимодействия GLN268 (‒1,3528) 
LYS276 (‒0,9818)

Другие типы взаимодействий LYS225 (‒1,0146)  SER273 (‒1,2087)
GLU227 (‒0,6558)

Т а б л и ц а  4.  Аминокислотные остатки, с которыми формирует связи билирубин 
до и после мутации Glu354-Lys354

T a b l e  4.  Amino acid residues, with which bilirubin binds 
before and after the Glu354-Lys354 mutation

Показатель
Энергия взаимодействия, ккал/моль

до мутации после мутации

Водородные связи  GLU354 (‒0,4744) ‒
Полярные взаимодействия ARG209 (‒2,3875) ARG209 (‒2,2961) 

LYS351  (‒2,0627) LYS354 (‒1,5491)
LYS351 (‒1,3719)

Гидрофобные взаимодействия LEU327 (‒1,1239) LEU327 (‒0,5686)
ALA210 (‒0,6004) ALA210 (‒0,5026)
ALA213 (‒0,331) ALA213 (‒0,261)

Другие типы взаимодействий  ASP324 (‒0,5652) THR355 (‒0,7654)
LEU331 (‒0,5535) GLU358 (‒0,63)
GLU358 (‒0,5169)
LYS323 (‒0,4548)
ALA350 (‒0,2893)
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Таким образом, аминокислотные остатки, которые подвергаются заменам, не образуют взаимо-
действий с известными сайтами связывания билирубина как в его мономере, так и в его тримере, т. е. 
мутация в одной из цепей альбумина не может влиять на сайты связывания билирубина другой цепи.

Обсуждение. Известно пять аминокислотных замен в сывороточном альбумине, произошедших 
в японской популяции именно в результате радиационного воздействия. При этом ничего не извест-
но о влиянии данных аминокислотных замен на вторичную структуру белка. Сывороточный альбу-
мин человека является альфа-спиральным белком, поэтому приводим данные об аминокислот-
ном (рис. 4) и пентапептидном составе (рис. 5) 100 негомологичных альфа-спиральных белков [11].

Т а б л и ц а  5.  Аминокислотные остатки, с которыми формирует связи билирубин 
до и после мутации Asp375-Asn375

T a b l e  5.  Amino acid residues, with which bilirubin binds 
before and after the Asp375-Asn375 mutation

Показатель
Энергия взаимодействия, ккал/моль

до мутации после мутации

Водородные связи ALA371 (‒0,4783) PHE374 (‒1,6853)
TYR334 (‒0,1313) ASN375 (4,677)

Полярные взаимодействия ASP375 (‒2,121) LYS372 (‒1,2841)
LYS378 (‒1,0397) ‒

Катион ‒ π PHE374 (‒1,3573) ‒
Гидрофобные взаимодействия ALA306 (‒0,208) PHE377 (‒0,916)

VAL310 (‒0,1848) VAL381 (‒0,4773)
Другие типы взаимодействий LYS372 (‒0,9853) LYS378 (‒5,4871)

PHE377 (‒0,5236) PRO379 (‒0,5251)
TYR341 (‒0,2967)

Т а б л и ц а  6.  Аминокислотные остатки, с которыми формирует связи билирубин 
до и после мутации His3-Gln3

T a b l e  6.  Amino acid residues, with which bilirubin binds 
before and after the His3-Gln3 mutation

Показатель
Энергия взаимодействия, ккал/моль

до мутации после мутации

Водородные связи ASP63 (‒1,561) GLN3 (‒1,438)
GLU6 (‒1,0787)

Полярные взаимодействия ‒ LYS4 (‒1,4879)
‒ HIS9 (‒0,4338)

Другие типы взаимодействий LYS4 (‒1,2474) SER65 (‒0,304)
GLU6 (‒0,4469)
SER65 (‒0,2783)

Т а б л и ц а  7.  Аминокислотные остатки, с которыми формирует связи билирубин 
до и после мутации Glu382‒Lys382

T a b l e  7.  Amino acid residues, with which bilirubin binds 
before and after the Glu382‒Lys382 mutation

Показатель
Энергия взаимодействия, ккал/моль

до мутации после мутации

Водородные связи GLU382 (‒0,1526) LYS382 (‒2,3816)
ASN386 (‒1,2787)
GLN385 (‒1,0549)

Полярные взаимодействия LYS378 (‒2,7341) ‒
TYR334 (‒0,1507) ‒

Гидрофобные взаимодействия VAL381 (‒1,0535) ‒
Другие типы взаимодействий GLN385 (‒0,4929) LYS389 (‒0,9332)

TYR341 (‒0,456) GLU442 (‒0,4624)
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Так, в результате замены Asp269-Gly269 (Nagasaki-1), исходя из данных по 100 альфа-спираль-
ным белкам, увеличивается вероятность перехода койла в полностью неструктурированное со-
стояние (см. рис. 4).

Однако в результате данной замены пентапептид WWWWO переходит в WWOWO. На рис. 5 
видно, что пентапептид WWWWO характерен для полностью неструктурированного состояния, 
а пентапептид WWOWO встречается во всех элементах вторичной структуры примерно с одина-
ковой частотой.

Рис. 4. Частота встречаемости аминокислотных остатков в элементах вторичной структуры альфа-спиральных белков

Fig. 4. Frequency of occurrence of amino acid residues in elements of the secondary structure of alpha-helical proteins

Рис. 5. Частота встречаемости пентапептидов в элементах вторичной структуры альфа-спиральных белков

Fig. 5. Frequency of occurrence of pentapeptides in elements of the secondary structure of alpha-helical proteins
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При других аминокислотных заменах (His3-Gln3 (Nagasaki-3), Glu354-Lys354 (Hiroshima-1), 
Asp375-Asn375 (Nagasaki-2), Glu382-Lys382 (Hiroshima-2)) изменений в пентапептидном составе 
белка не происходит, так как гистидин, глутамин, глутаминовая кислота, лизин, аспарагиновая 
кислота и аспарагин являются гидрофильными аминокислотами.

При аминокислотных заменах Glu354-Lys354 и Glu382-Lys382 глутаминовая кислота переходит 
в лизин. Данные замены могут привести к стабилизации вторичной структуры, так как частота 
встречаемости глутаминовой кислоты достоверно выше в структурно изменчивом элементе вторич-
ной структуры, чем в бета-тяжах и койле, а частота встречаемости лизина в различных элемен-
тах вторичной структуры альфа-спиральных белков не имеет достоверных различий (см. рис. 4). 
При аминокислотной замене Asp375-Asn375 (Nagasaki-2) существенных различий во вторичной 
структуре произойти не должно, так как и аспарагиновая кислота, и аспарагин достоверно чаще 
встречаются в койле.

Выводы

1. Сывороточный альбумин человека имеет несколько сайтов связывания билирубина, наи-
более  специфичными из  которых  являются  область  с Arg222, Lys444, Ala291, Val293, Asn295, 
Arg218, Asp451, Lys199, Glu294, Lys195, Glu292 и гидрофобный карман с аминокислотами Leu115, 
Arg117, Phe134, Tyr138, Ile142, Phe149, Phe157, Tyr161, Arg186, Lys190.

2. Все аминокислотные остатки из сайтов связывания располагаются в стабильных элемен-
тах вторичной структуры сывороточного альбумина человека.

3. Аминокислотные замены Asp269-Gly269 (Nagasaki-1), Glu354-Lys354 (Hiroshima-1), Asp375-
Asn375 (Nagasaki-2) уменьшают свободную энергию связывания билирубина сывороточным альбу-
мином человека, а аминокислотные замены His3-Gln3 (Nagasaki-3) и Glu382-Lys382 (Hiroshima-2) – 
повышают.

4. Обнаруженные ранее у детей Хиросимы и Нагасаки мутации не могут влиять на вторич-
ную структуру и на известные сайты связывания билирубина сывороточным альбумином чело-
века. То есть серьезные структурные перестройки, способные влиять на связывание билирубина 
отдаленными сайтами, не могут вызывать эти мутации. В результате данных мутаций не возни-
кают и новые сайты связывания, обладающие бόльшим сродством с билирубином, чем наиболее 
специфичные известные.
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