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Протеїнкінази є одними з найважливіших 

елементів сигнальних, регуляторних та інших 

складних механізмів у живих клітинах. Їх роль 

широко відома у формуванні та регуляції мета-

болічних шляхів, клітинного циклу, запрогра-

мованої клітинної загибелі та багатьох інших 

клітинних процесів. Деякі з цих ферментів ви-

конують специфічні функції, інші можуть впли-

вати на ряд функцій у живій клітині, включаючи 

регуляцію цитоскелету і поділ клітин [1–3]. 

Протягом останнього періоду значна 

увага приділяється з’ясуванню функціональ-

них особливостей родини протеїнкіназ SnRK 

(SNF1-related protein kinase), які добре охарак-

теризовані для Аrabidopsis thaliana. З філоге-

нетичної точки зору, протеїнкінази SnRK є 

найближчими гомологами протеїнкіназ, які 

активуються AMФ, (AMP activated protein 

kinase) тварин і протеїнкіназ SNF1 (Sucrose 

non-fermenting 1) дріжджів [4, 5]. Для SnRK 

протеїнкіназ характерні багатофункціональ-

ність і складність механізмів дії [6, 7]. Функці-

ональні комплекси цих протеїнкіназ є склад-

ними гетеромерами, до складу яких входять 

обов’язкові каталітичні субодиниці SnRK1α 

(SnRKα-1/KIN10/At3g01090; SnRKα-2/KIN11/ 

At3g29160), а також асоційовані з ними регу-

ляторні SnRK1β (SnRKβ-1/At5g21170; SnRKβ-

2/At4g16360; SnRKβ-3/At2g28060) та актива-

ційні SnRK1γ (SnRKγ-1/At3g48530; SnRKγ-

2/At1g69800) субодиниці і, ймовірно, субоди-

ниця SnRK1βγ (SnRKβγ/At1g09020) [8, 9]. Фу-

нкції цих комплексів SnRK1 у рослин різно-

манітні [10]. Серед основних можна відзначи-

ти підтримку внутрішньоклітинного гомеоста-

зу та формування відповіді на різноманітні 

стреси [9, 11]. Також протеїнкінази SnRK1 

пригнічують анаболічні і активують катаболі-

чні шляхи енергетичного обміну [9], регулю-

ють циркадні ритми, проростання та дозріван-

ня насіння, беруть участь у процесах аутофагії, 

метаболізмі крохмалю і т. д. Слід зазначити, 

що SnRK1 протеїнкінази також є важливими 

транскрипційними факторами і регулюють 

роботу більше 1000 генів [7]. Однак багато 

функцій комплексів SnRK1 та їх компонентів 

досі залишаються не вивченими, що і зумов-

лює постійний інтерес до дослідження пред-

ставників цієї родини [10, 12–15].  

Цікавим фактом є те, що протеїнкінази 

SnRK1α (SnRKα-1/KIN10/At3g01090 та 

SnRKα-2/ KIN11/At3g29160) є найближчими 

гомологами тварин протеїнкіназ BRSK (Brain-

specific kinases 1/2) [16]. Відомо, що представ-

ники родини BRSK відіграють важливу роль у 

встановленні полярності нейронів та дупліка-

ції центросом [17]. Враховуючи схожість ката-

літичних доменів протеїнкіназ SnRK1α і BRSK 

1/2, а також міжвидову консервативність голо-

вних цитоскелетних білків тварин і рослин, ми 

припускаємо відповідну схожість сайтів фос-

форилювання та можливу участь протеїнкіназ 

KIN10 (At3g01090, AK21, SKIN10, SNR2, 

SNRK1.1) і KIN11 (AT3G29160, SNF1, 

SNRK1.2) у регуляції цитоскелету вищих рос-

лин. Із метою пошуку нових субстратів і ви-

вчення їх можливої взаємодії з білками цитос-

келету нами були створені генетичні констру-

кції pGWB8-KIN10:His і pGWB8-KIN11:His, а 

також, підтверджена структурна гомологія 

каталітичних субодиниць рослинної SnRK1 і 

тваринної протеїнкінази BRSK1. 

 

Матеріали і методи 

Виділення тотальної РНК з рослин 

A. thaliana проводили за допомогою TRIsol-

реагенту (Thermo Fisher Scientific, США – 

www.thermofisher.com) відповідно до протоко-

лу, рекомендованого компанією-виробником. 

Якість і цілісність виділеної РНК визначали 

спектрофотометрично та за допомогою елект-

рофорезу у агарозному гелі. Ампліфікацію 

кодуючих послідовностей для протеїнкіназ 

KIN10 та KIN11 повної довжини проводили за 

допомогою ПЛР з синтезованої кДНК, отри-

маної за допомогою набору RevertAid RT 
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cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, 

Литва) відповідно до протоколу компанії-

виробника. 

ПЛР ампліфікація повних кодуючих по-

слідовностей генів протеїнкіназ (рис. 1) була 

виконана з використанням Gateawаy-

специфічних праймерів, які містять у собі сай-

ти розпізнавання для ВР-клонази [18]. Дизайн 

праймерів здійснювали за допомогою програ-

ми Primer3 [19], що є у вільному доступі 

(http://simgene.com/Primer3): 

KIN10Gate_for 5’GGGGAGAAGTTTGTACAAA

AAAGCAGGCTTCATGGAT-3’, 

KIN10Gate_rev 5’GGGGAGCACTTTGTACAAG

AAAGCTGGGTCGAGGACT-3’ 

KIN11Gate_for 5’GGGGACAAGTTTGTACAAA

AAAGAAGGCTTCATGGATCATTCATCAAAT

AGATTTGGC-3’ 

KIN11Gate_rev 5’GGGGACCACTTTGTACAAG

AAAGCTGGGTCGATCACACGATCACGAAGC

TC-3’ 

Для клонування фрагментів кДНК у век-

тор призначення (Destination vector) була про-

ведена Gateawаy-реакція [20], в результаті 

чого були отримані генетичні конструкції 

pGWB8-KIN10:His та pGWB8-KIN11:His. Тра-

нсформацію компетентних клітин E. coli 

(штам DH5a) отриманими конструкціями 

pGWB8-KIN10:His та pGWB8-KIN11:His ви-

конували згідно зі стандартною методикою 

[21] з відповідною адаптацією стосовно за-

вдань дослідження. Трансформацію компетен-

тних клітин A. tumefaciens (штам GV3100) 

конструкціями pGWB8-KIN10:His та pGWB8-

KIN11:His також виконували згідно зі стандар-

тною методикою [22], адаптованою до конкре-

тних експериментальних умов. 

Амінокислотні послідовності протеїн-

кіназ KIN10 (Q38997), KIN11 (P92958) і 

BRSK1 (Q8TDC3) були отримані з бази даних 

UniProtKB [23]. Ступінь гомології дослідже-

них білків оцінювали на підставі результатів 

пошуку із застосуванням SIB BLAST [24], 

вирівнювання амінокислотних послідовностей 

– за допомогою програми ClustalX v.2.0 [25] і 

даних філогенетичного аналізу в програмі 

MEGA7 [26]. 

Моделі просторової структури каталіти-

чних доменів досліджуваних протеїнкіназ бу-

ли побудовані за допомогою сервера I-

TASSER v.5 [27]. Візуалізацію, аналіз і струк-

турне порівняння 3D-моделей здійснювали за 

допомогою програми PyMOL v.1.5.0.5 

(http://pymol.org). 

 

 
Рис. 1. Електрофоретичне розділення проду-

ктів ПЛР ампліфікації повних послідовностей про-

теїнкіназ KIN10 та KIN11 в агарозному гелі. 

 

Результати та обговорення 

У результаті проведеної роботи були 

створені генетичні конструкції pGWB8-

KIN10:His та pGWB8-KIN11:His на основі від-

повідних бінарних векторів, що містять у своїй 

послідовності полігістидиновий тег (His-tag) – 

амінокислотний мотив у білках, що складаєть-

ся з шести розташованих поруч залишків гіс-

тидину (рис. 2). Оскільки створені генетичні 

конструкції планується використовувати для 

трансформації рослин або їх клітинних куль-

тур, His-тег генетичні конструкції для KIN10 і 

KIN11 були трансформовані в агробактеріаль-

ні клітини штаму GV3101. Таким чином, у 

подальшому трансформовані агробактерії бу-

дуть використані для перенесення ДНК послі-

довностей генів KIN10 і KIN11, зв’язаних з 

His-тегом, у геном рослин. Такий підхід дасть 

можливість визначити субстратну специфіч-

ність цих ферментів і підтвердити або спрос-

тувати їх безпосередню взаємодію з елемента-

ми цитоскелету на підставі результатів гібри-

дизації з His-специфічними антитілами. 

Як згадувалося вище, багато функцій 

і механізмів дії SnRK1 протеїнкіназ ще не 

http://simgene.com/Primer3
http://pymol.org/
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вивчені. В кіномі арабідопсису каталітичні 

субодиниці (SnRK1α) KIN10 та KIN11 є 

найближчими гомологами. Крім того, ці 

протеїнкінази є обов’язковими елементами 

всіх без винятку комплексів SnRK1. До 

того ж результати біоінформаційного по-

рівняння послідовностей і просторових 

структур цих протеїнкіназ з арабідопсису і 

протеїнкінази BRSK людини свідчать на 

користь того, що протеїнкіназа людини є 

найближчим гомологом рослинних 

SnRK1α (рис. 3). 

 

 
 

Рис. 2. Схеми створених генетичних конструкцій pGWB8-KIN10:His та pGWB8-KIN11:His. 

 

 

 
 

Рис. 3. Результати структурного вирівнювання 3D-моделей каталітичних доменів протеїнкіназ KIN10 і 

KIN11 (А) із A. thaliana та структурне порівняння KIN10 (Б) і KIN11 (B) з каталітичним доменом протеїнкінази 

BRSK1 людини. 

 

 
Таким чином, можна зробити припу-

щення, що рослинні SnRK1 як і протеїнкінази 

BRSK ссавців [27] можуть брати участь у ре-

гуляції структури і функцій рослинного цито-

скелету. Такі функції не характерні для інших 

SnRK протеїнкіназ, що підкреслює унікаль-

ність родини SnRK1. Відповідно, створені 

нами генетичні конструкції відкривають мож-

ливість подальшого експериментального дос-

лідження функцій протеїнкіназ KIN10 та 
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KIN11. Очікується, що експерименти із засто-

суванням трансформованих створеними гене-

тичними конструкціями цілих рослин чи рос-

линних клітин допоможуть прояснити суб-

стратну специфічність таких протеїнкіназ. 

Таким чином, ми сподіваємося що це дозво-

лить підтвердити або спростувати можливий 

зв’язок KIN10 та KIN11 з регуляцією рослин-

ного цитоскелету. 

 

Висновки 

Створено генетичні конструкції pGWB8-

KIN10:His та pGWB8-KIN11:His на основі біна-

рних векторів, що містять полігістидиновий тег. 

Структурне вирівнювання 3D-моделей каталі-

тичних доменів протеїнкіназ KIN10 і KIN11 з A. 

thaliana, та порівняння їх з каталітичним доме-

ном протеїнкінази BRSK1 людини підтверджує 

їх значну структурну гомологію, що дозволяє 

зробити припущення щодо часткової подібності 

їх функції. Враховуючи останнє, сподіваємося, 

що створені конструкції дозволяють нам отри-

мати експериментальні докази субстратної спе-

цифічності протеїнкіназ KIN10 і KIN11, а також 

прояснити роль комплексів SnRK1 у регуляції 

структури і функцій рослинного цитоскелету. 
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NEW GENETIC CONSTRUCTIONS KIN10-His / KIN11-His AS A TOOL FOR THE IDENTIFICATION OF 

FUNCTIONAL HOMOLOGY OF PROTEIN KINASES SnRK1 AND BSRK 

Aim. The protein kinases SnRK1 from Arabidopsis thaliana are one of the key regulators of plant responses to differ-

ent types of abiotic stresses. Many functions of these enzymes have not been studied yet. The possible functions of 

these protein kinases are regulation of cytoskeletal elements. To gain insight into molecular mechanisms of interaction 

of these enzymes with the cytoskeleton elements and discovery of potential substrates, the genetic constructs pGWB8-

KIN10:His and pGWB8-KIN11:His for plant transformation were created. Methods. The coding sequences of KIN10 

and KIN11 were cloned using gateway cloning system and other molecular-biological methods including PCR, RT-

PCR. Results. The KIN10 and KIN11 His-tag fusions in genetic constructs pGWB8-KIN10:His and pGWB8-

KIN11:His were created. Conclusions. We have created plasmid constructs pGWB8-KIN10:His аnd pGWB8-

KIN11:His. According to bioinformatical analysis the KIN10 and KIN11 shared high level of homology with human 

BRSK1. Thus the KIN10 and KIN11might play important role in regulation of cytoskeleton. Created His-tag con-

structs can be used for identification of new substrates among cytoskeletal and other proteins.  

Keywords: SnRK1, protein kinases, plasmid construct, сytoskeletal elements, polyhistidine-tag. 


