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Состояние науки на конец 1970х 

• везикулы принимают участие в транспорте веществ 
в клетке (Palade, 1975) 

• не выделены белки, необходимые для организации 
секреторных процессов 

• недостаточно отработаны генетические подходы, в 
том числе молекулярного клонирования 

• Saccharomyces cerevisiae секретирует 
гликопротеины (Van Rijn, 1972) 

• ультраструктура некоторых внутриклеточных 
органоидов секреторного цикла млекопитающих 
(Linnemans, 1974) 



Работы Ротмана и Шекмана 

• начали исследования в конце 1970х 

• изучали 

– как образуются везикулы 

– откуда везикулы знают, куда идти в клетке 

– как везикулы сливаются с другими мембранами  



Работы Ротмана 

• Биохимическая методология 

– процессы жизненного пути аппарата Гольджи in vitro  

– в бесклеточной системе выделил белки, которые 
помогали везикулам отделяться от одной мембраны 
и сливаться с другой 

– NSF* – белок, необходимый для слияния везикул с 
мембранами  

– выделяли белки из экстрактов клеток 
млекопитающих, зараженных вирусом, который 
использует систему везикулярного транспорта  

*NSF – N-ethylmaleimide sensitive fusion protein 



Работы Шекмана 

• Генетический подход  

– мутантные штаммы S. cerevisiae, в которых 
секретируемые белки не выходили из клетки 

– 23 «секреторных гена», продукты которых 
участвовали в разных стадиях трансмембранного 
транспорта (один из этих генов кодировал NSF) 

 



Работы Ротмана и Шекмана 

• начали исследования в конце 1970х 

• изучали 
– как образуются везикулы 

– откуда везикулы знают, куда идти в клетке 

– как везикулы сливаются с другими мембранами  

• системы внутриклеточного транспорта у 
дрожжей и человека устроены одинаковым 
образом 

• описали механизмы слияния везикул, в которых 
белки везикул и мембран узнают друг друга как 
«ключ и замок» 



Работы Ротмана и Зюдхофа 

• Ротман и Золлнер выделили белки SNARE*,  
в 1993 году показали, что SNARE находятся  
и на мембране везикулы, и на мембране-
мишени, что определяет судьбу везикулы 

• Зюдхоф давно работал с белками SNARE, 
выяснял их роль в высвобождении 
нейромедиаторов синпасами 

 

• Schekman «Our work surprisingly converged» 
* SNARE – Soluble NSF Attachment Protein REceptor 



Работы Зюдхофа 

• изучал холестерин в лаборатории Брауна и Гольдштейна 
(получили Нобелевскую премию в 1985 году за рецептор ЛПНП) 

• изучал высвобождение нейромедиаторов, выделил 
ключевые белки, которые  

– доставляют везикулы с нейромедиатором к внешней 
мембране нейрона 

– вызывают слияние с синаптической мембраной под 
действием ионов кальция 

• 2010 – премия Кавли в области неврологии (Зюдхов, Шеллер, 
Ротман)  

• 2014 – премия Ласкера за основополагающие исследования в 
области фундаментальных медицинских наук (Шеллер, Зюдхов) 



Джеймс Ротман 
 

228 статей 
37000+ цитирований 
 
h-index 99 
 
Most cited – 2172, 1863 

Рэнди Шекман 
 
260 статей 
24000+ цитирований 
 
h-index 90 
 
Most cited – 1220, 1156 

Кристиан Зюдхоф 
 
524 статьи 
58000+ цитирований 
 
h-index 134 
 
Most cited – 1620, 1056 



• S. cerevisiae  
– штамм A137 – экспрессирующий кислую фосфатазу  

– коллекционный штамм X2180-1A обрабатывали 3% 
этилметансульфонатом, вызывающим алкилирование гуанина 

– отбирали температуро-чувствительные клетки, секретирующие кислую 
фосфатазу (фермент, секретирующийся в плазматическую мембрану) 

Работы Шекмана: PNAS, 1979 



Накопление секреторных белков  
при повышении температуры 

Активность ферментов в цитоплазме клетки 

● мутантные клетки   ○ штамм дикого типа 

кислая фосфатаза 
инвертаза 



Деление клеток останавливается,  
но синтез белка продолжается 

● мутантные клетки   ○ штамм дикого типа 

деление клеток биосинтез белка 



Влияние везикулярного транспорта  
на рост плазматической мембраны 

Встраивание пермеазы сульфата 

● мутантные клетки  

○ штамм дикого типа 



Накопление везикул в клетках мутантного штамма при 37° 

Дикий  
тип 37° С 

Мутантные клетки, 24° С 

Мутантные клетки, 37° С, 1 час 

Мутантные клетки, 37° С, 3 часа 



Накопление кислой фосфатазы  
в везикулах 

Нормальный ген  
кислой фосфатазы 

Дефектный ген 



Novick, Schekman – PNAS, 1979  

• разработан генетический подход к изучению 
секреторных процессов у дрожжей 

• при рестриктивной температуре у секреторных 
мутантов  

– прекращается деление 

– накапливаются секреторные везикулы 

• везикулы являются интермедиатами 
секреторных процессов, прекурсорами 
плазматической мембраны, их содержимое – 
прекурсором секретируемых белков 

 



Работы Шекмана: 23 гена  
секреторного пути (Cell, 1980) 



23 Genes, 23 Years Later (Cell, 2004) 



Работы Шекмана: Cell, 1990 



Накопление предшественников везикул 
sec17, sec18, sec 22  



Количественный анализ малых везикул  

sec20, sec21 – промежуточная группа  

sec17, sec18, sec22 – II группа 
слияние везикул 

sec12, sec13, sec16, sec23 – I группа 
образование везикул 



Влияние ингибитора синтеза белка  
на накопление везикул  

циклогексимид  



 
Взаимодействие между  

мутациями секреторных генов 
 

sec12, sec13, sec16, sec23 – I группа (образование везикул) 
 
sec17, sec18 – II группа (слияние везикул) 



Комбинации летальных генов 
блокируют транспорт белков  



• 12 генов, продукты которых влияют на транспорт 
между ЭР и АГ 

• классифицированы 9 генов по роли в образовании и 
слиянии прекурсоров везикул  

• гены sec12, sec13, sec16, sec23  требуются для 
образования везикул, накапливающихся в мутантах 
sec17, sec18, sec22  

• при непермиссивной температуре в клетках 
мутантов sec17, sec18, sec22 накапливаются 50-нм 
везикулы, происходящие из ЭР 

• гомолог sec18 млекопитающих принимает участие в 
транспорте между цистернами АГ, эндоцитозе, а 
также в транспорте от ЭР (Ротман) 

 Kaiser, Schekman – Cell, 1990:  
посредники между ЭР и АГ 



 Kaiser, Schekman – Cell, 1990:  
взаимодействия между генами 



• в транспорте белков между цистернами АГ 
млекопитающих принимают участие везикулы сходного 
размера – 50 нм 

• слияние везикул АГ с плазматической мембраной 
происходит in vitro в две стадии 

– ингибирование первой стадии приводит к накоплению 
везикул, не покрытых клатрином 

– непокрытые везикулы образуются и на более поздней стадии, 
если инактивирован NSF 

• sec18 является гомологом NSF 

– NSF взаимодействует с белком SNAP 

– sec17 является гомологом SNAP и взаимодействует с sec18 

 

 Kaiser, Schekman – Cell, 1990:  
функции продуктов генов sec – данные Ротмана  



Публикации Ротмана: Cell, 1984 



Rothman (Cell, 1984): Введение 

• В бесклеточных системах могут быть изучены 
процессы 

– отпочковывания везикул от мембран 

– транспорта определенных белков (проблема 
сортировки белков) 

– слияния везикул с определенными мембранами 
(проблема сортировки везикул) 



Использование мутантов по гену  
N-ацетилглюкозамин трансферазы I  



Встраивание [3H]-GlcNAc в белок 

○ анти-сыворотка против гликопротеина 

● сыворотка до иммунизации 



Донорная активность мембран АГ  

○ донорная активность 

● содержание белка 

○ маннозидаза I (АГ) 

● галактозилтрансфераза (АГ) 

 глюкозидаза I (ЭПС) 



Акцепторная активность мембран АГ 

○ акцепторная активность 

● содержание белка 

○ GlcNAc-трансферазы I (АГ) 

● галактозилтрансфераза (АГ) 

□ глюкозидаза I (ЭПС) 



Условия GlcNAc-гликозилирования 



Гликопротеид имеет  
трансмембранную природу 

Для эффективного 
гликозилирования,  
и фермент, и субстрат 
должны находиться внутри 
одной герметичной 
везикулы.  



Ингибирование биосинтеза белка 

○ акцепторная активность 

● донорная активность 



Влияние компонентов цитозоля 



• методика позволяет установить источник 
гликопротеида в АГ, измерить эффективность 
транспорта между цистернами  

• анализ in vitro специфичен именно для АГ 
– гликопротеиды плазматической мембраны, эндосом,  

ЭР – не гликозилируются в этой системе 

– донорная активность располагается только в мембранах 
АГ 

– субстратом является свежесинтезированный полипептид 

– перенос в следующую мембрану клеток мутантного 
штамма in vivo делает невозможным гликозилирование  
в клетках дикого типа in vitro  

 

Rothman (Cell, 1984): Обсуждение 



• гликопротеид, гликозилируемый in vitro, содержится 
в цистернах или в везикулах, которые уже 
отпочковались от цистерн в ходе гомогенизации? 

– если гликопротеид содержится в везикулах, значит 
выявлен процесс слияния везикулы и мембраны АГ 

– если гликопротеид содержится в цистернах, то выявлен 
процесс отпочковывания и последующего слияния  

• имеет ли место прямое селективное слияние между 
определенными цистернами АГ мутантного штамма 
и дикого типа?  

Rothman (Cell, 1984): Возможные 
механизмы  



N-этилмалеид 

• NSF – белок слияния, чувствительный к N-этилмалеиду, 
тетрамер (мономеры 76 кДа) 

• NSF восстанавливает транспорт между цистернами АГ  
в бесклеточной системе 

• в отсутствие NSF везикулы накапливаются на поверхности 
акцепторной мембраны 

• гомолог NSF дрожжей закодирован геном SEC18 (Шекман), 
продукт которого может замещать NSF in vitro  

• NSF требуются дополнительные цитоплазматические факторы – 
α, β, и γSNAP. SEC17 является гомологом α-SNAP 



Выделение рецепторов SNAP (SNARE) 



Препараты SNAP и SNAPE из мозга быка 



Включение α-SNARE в частицы 20S 

в отсутствие NSF – 5S  

в присутствие NSF – осаждение в 20S  
(совместно с NSF, α-SNAP и γ-SNAP ) 



Результаты – выделены SNARE 

– SNARE принимают участие в 
образовании 20S частицы 

– SNAP-25 обнаружен в 
пресинаптических мембранах 

– VAMP/синаптобревин 
закреплен в мембранах 
синаптических везикул и 
необходим для слияния 
синаптических везикул 

– синтаксин сосредоточен в зоне 
везикул и кальциевых каналов 

 

 

синтаксины 
синаптобревины 



Griff, Schekman, Rothman, Kaiser – 
Journal of Biological Chemistry, 1992  

• Продукт гена SEC17 S. cerevisiae имеет  
такие же биохимические свойства,  
как белок α-SNAP млекопитающих  

• В экстрактах дрожжей белок Sec17 связывает белок 
Sec18 (гомолог NSF) в соотношении 1 к 1. 



Работы Зюдхофа – Nature, 1990 



Клонирование белка р65  



Гомология р65 и  
регуляторного домена РКС 

р65  р65  р65  



Анализ сродства р65 



Sudhof – Nature, 1993 



Выделение и описание белка  

специф. 
элюат 

связывает 
синтаксин 



Гомологи Munc-18 



Эффекты лигандов 

обработка N-этилмалеидом 



Sudhof – Nature, 1993: заключение 





Это фантастическая история, за относительно 
короткое время, 25-30 лет, мы прошли путь от 
полного незнания того, как происходит 
транспорт при помощи мембранных везикул 
до понимания того, какие белки в этом 
участвуют и как именно это происходит.  
Эти трое сделали самые-самые важные 
открытия.  

Вильям Викнер, биохимик из Нью Гемпшира  

 We have three scientists who were marching to 
their own drummer, scientifically 

Science, 2013 

 


