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Исследованы коэволюционные отношения между доменами белков p53 и mdm2, связанными меж-
ду собой регуляторными отношениями. Найдены свидетельства коэволюции между отдельными 
участками взаимодействующих доменов белков. Также оценены скорости аминокислотных замен, 
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Введение

Белок p53 относится к супрессорам опухо-
лей. Он способен как останавливать деление 
клеток, так и вызывать их апоптоз по мито-
хондриальному пути. Белок p53 участвует в 
передаче клеточного сигнала посредством как 
активации транскрипции генов-мишеней, так и 
белок-белковых взаимодействий. Для выполне-
ния функции фактора транскрипции белку p53 
необходим трансактивационный домен (TAD), 
но связывание p53 с регуляторной областью 
гена-мишени осуществляется посредством до-
мена связывания с ДНК (DBD) (Levine, 1997).

Транскрипционная активность белка p53 в 
клетке подавляется посредством связывания 
домена MDM2 убиквитин-лигазы mdm2 с 
трансактивационным доменом p53. Также это 
приводит к уменьшению концентрации p53 в 
клетке за счет убиквитинилирования. В свою 
очередь, ген mdm2 является мишенью белка p53, 
который активирует транскрипцию собственно-
го ингибитора. Таким образом, осуществляется 
механизм обратной связи, который позволяет 
поддерживать крайне низкую концентрацию 
p53 в нормальной клетке (Prives, 1998).

Известно, что эволюционная история белка 
p53 была связана с его специализацией на функ-
ции «стража генома» (Yang et al., 2002), что 

подразумевает приобретение им новых генов ми-
шеней и соответственно адаптивные изменения 
в аминокислотной последовательности трансак-
тивационного домена (TAD). Учитывая важность 
белок-белкового взаимодействия между TAD-до-
меном белка p53 и MDM2-доменом белка mdm2, 
можно предположить, что в истории этих белков 
имела место коэволюция между трансактиваци-
онным доменом p53 и MDM2-доменом mdm2. 
Таким образом, целью настоящей работы было 
исследовать коэволюционные отношения между 
доменами белков p53 и mdm2.

Исследование коэволюции на молекулярном 
уровне интенсивно ведется в последние годы. 
Обзор данной области доступен в работе Galtier, 
Dutheil (2007).

Материалы и методы

Современные методы исследования коэво-
люции белков основаны на анализе геномных 
последовательностей и представлены двумя 
группами. Первая группа подходов основыва-
ется на методе анализа корреляции между заме-
нами. Данный метод был впервые предложен в 
работе Goh et al. (2000) и развит в работе Pazos, 
Valencia (2001). Другая группа методов осно-
вана на сходстве топологий филогенетических 
деревьев (Jothi et al., 2005).
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В настоящей работе был использован подход 
корреляции матриц аминокислотных расстоя-
ний для оценки коэволюции белков, аналогич-
ный подходу, предложенному группой Пазоса 
в их методе поиска взаимодействий между 
белками на основании их коэволюции (Pazos, 
Valencia, 2001). Однако в этом подходе не были 
учтены различия между аминокислотными сай-
тами с различными скоростями замен.

Подход, основанный на сходстве топологий 
филогенетических деревьев, представляется 
менее предпочтительным, поскольку он требует 
надежной реконструкции филогении. Надеж-
ность реконструкции зависит, в частности, 
от числа сайтов выравнивания, использован-
ного для реконструкции. В настоящей работе 
были использованы выборки из сравнительно 
небольшого числа сайтов аминокислотного 
выравнивания. При исследовании коэволюции 
между этими выборками снижение надежности 
филогении оказало бы свое влияние, и на этом 
основании был выбран подход корреляции мат-
риц аминокислотных расстояний.

Ортологичные аминокислотные последова-
тельности белков семейств p53 и mdm2 были 
взяты из базы данных Ensembl (Curwen et al., 
2004) (www.ensembl.org) для различных орга-
низмов, за исключением курицы (G. gallus), 
для которой последовательности были взяты 
из базы данных Swiss-Prot (Bairoch et al., 2005) 
(www.uniprot.org/uniprot). Последовательности 
были отобраны таким образом, чтобы набор 
представленных видов организмов был одним 
и тем же для белков p53 и mdm2 (табл. 1).

Из базы данных PFAM (pfam.sanger.ac.uk) 
были взяты границы доменов TAD, DBD и 
MDM2 для видов, у которых последователь-
ности белков p53 и mdm2 представлены в базе 
данных Swiss-Prot. С помощью программы 
ClustalW 2 были получены выравнивания ами-
нокислотных последовательностей белков p53 
и mdm2. При выравнивании были использованы 
параметры по умолчанию: весовая матрица 
Gonnet (Gonnet, 2000), штраф на открытие раз-
рыва – 10, штраф на продолжение разрыва – 0,20. 
Для mdm2 показатель идентичности последо-

Таблица 1 
Список видов организмов и идентификаторы 

белковых последовательностей белков p53 и mdm2 в базе данных Ensembl 

Вид организма Идентификатор аминокислотной 
последовательности p53

Идентификатор аминокислотной 
последовательности mdm2

Canis familiaris ENSCAFP00000024579 ENSCAFP00000000608
Danio rerio ENSDARP00000051548 ENSDARP00000091133
Equus caballus ENSECAP00000006210 ENSECAP00000011666
Gallus gallus P53_CHICK MDM2_CHICK
Gasterosteus aculeatus ENSGACP00000025614 ENSGACP00000001415
Homo sapiens ENSP00000269305 ENSP00000258148
Macaca mulatta ENSMMUP00000011334 ENSMMUP00000018642
Mus musculus ENSMUSP00000005371 ENSMUSP00000020408
Ochotona princeps ENSOPRP00000005906 ENSOPRP00000008864
Oryzias latipes ENSORLP00000008029 ENSORLP00000021473
Pan troglodytes ENSPTRP00000014836 ENSPTRP00000050082
Pongo pygmaeus ENSPPYP00000008923 ENSPPYP00000005415
Rattus norvegicus ENSRNOP00000047840 ENSRNOP00000008388
Takifugu rubripes ENSTRUP00000030646 ENSTRUP00000020873
Xenopus tropicalis ENSXETP00000053759 ENSXETP00000003026

Примечание. Для курицы (G. gallus) приведены идентификаторы из базы Swiss-Prot.
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вательностей (identity) оказался равным 69/558 
(12 %), показатель сходства (similarity) – 100/558 
(18 %). Для p53 показатели идентичности и 
сходства составили 81/424 (19 %) и 116/424 
(27 %) (согласно ClustalW 2).

Из полученных выравниваний с учетом из-
вестных границ доменов были извлечены столб-
цы, соответствующие доменам TAD и DBD для 
p53 и домену MDM2 для mdm2. В случае домена 
MDM2 области выравниваний границ доме-
нов были отредактированы вручную с учетом 
аминокислотных последовательностей границ 
доменов, аннотированных в базах Swiss-Prot и 
Pfam. В частности, известно, что домен MDM2 
довольно консервативен (Bennett-Lovsey et al., 
2002), тогда как выравнивание, полученное 
с помощью ClustalW 2, содержало длинную 

а

Chicken      VKEHRRIYSMISRNLIAINQQDSTLAVPPEDDAKFRLEKENVLKESMQELEEKQTSSN--ATSQPTTSRR
Chimpanzee   -----KIYTMIYRNLVVVNQQESSDSGTSVSENRCHLEGGSDQKDLVQELQEEKPSSSHLVSRPSTSSRR
Dog          VKEHRKIYTMIYRNLVVVNQHEPSDSGTSVSENSCHREGGSDQKDPVQELQEEKPSSSDLISRPSTSSRR
Fugu         VKEPRVLFAMIMKNLVAVKNPESSSQSDSNTDDQR--EKQEEPATPEEEELQEQRSS----LSPTHWRSS
Horse        VKEHRKIYTMIYRNLVVVNQPEPSDSGTSVSENSCPLEGGSDQKAAVQELQEEKPSSSALVSRPPTSSRR
Human        --------VLFYLGQYIMTKRLYDEKQQHIVYCSNDLLG--DLFGVPSFSVKEHRKIYTMIYR-----NL
Macaque      --------VLFYLGQYIMTKRLYDEKQQHIVYCSNDLLG--DLFGVPSFSVKEHRKIYTMIYR-----NL
Medaka       VKEPRVLFAMITKNLVAVNNKAAVNSNKEVKKNKYELEEMLKTLS-----LIKKKSS--VKLQMEHQLVA
Mouse        VKEHRKIYAMIYRNLVAVSQQ---DSGTSLSESRRQPEGGSDLKDPLQAPPEEKPSSSDLISRLSTSSRR
Orangutan    VKEHRKIYTMIYRNLVVVNQQESSDSGTSVSENRCHLEGGRDQKDLVQELQEEKPSSSHLVSRPSTSSRR
Pika         VKEHRKIYTMIYRNLVVVNQQEPSDSGMSISEDRYHPEGGNDEKEPGQELQEEKPSSSSLVSRPSTSSRR
Rat          VKEHRKIYAMIYRNLVVVSQQ---DSGTSPSESRCQPEGGSDLKDPVQASQEEKPSSSDVVSRPSTSSRR
Stickleback  VKEPRVLFAMITKNLVAVKSQESPASSSEAAGASRTEEAESESHSPERRGRRKRRRRRSFRSSSEPSGSS
X.tropicalis VKEPRRLYAMISRNLVSAAVKESSEDVYG-NHVCSFPDKQKSQKELLQELP-EKVIAPAYDSKPCNSSQR
Zebrafi sh     VKEPRALFALINRNLVTVKNPESQSTFSEPRSQSEPDRGPGDTDS-------DSRSS-----TSQQQRRR

б

Chicken      MKEVIFYLGQYIMSKQLYDEKEQHIVHCANDLLGDLFGVTSFSVKEHRRIYSMISRNL
Chimpanzee   MKE---------------------------------------------KIYTMIYRNL
Dog          MKEVIFYLGQYIMTKRLYDEKQQHIVYCSNDLLGDLFGVPSFSVKEHRKIYTMIYRNL
Fugu         MKEVMFYLGQYIIQKQLYDQKQQHIVHCSHDELGRVLGVDSFSVKEPRVLFAMIMKNL
Horse        MKEVIFYLGQYIMTKRLYDERQQHMVYCSNDLLGDLFGVPSFSVKEHRKIYTMIYRNL
Human        MKEVLFYLGQYIMTKRLYDEKQQHIVYCSNDLLGDLFGVPSFSVKEHRKIYTMIYRNL
Macaque      MKEVLFYLGQYIMTKRLYDEKQQHIVYCSNDLLGDLFGVPSFSVKEHRKIYTMIYRNL
Medaka       MKEVMFYLGRYIMQKQLYDQKQQHMVHCAQDALGRVLGVDSFSVKEPRVLFAMITKNL
Mouse        MKEIIFYIGQYIMTKRLYDEKQQHIVYCSNDLLGDVFGVPSFSVKEHRKIYAMIYRNL
Orangutan    MKEVLFYLGQYIMTKRLYDEKQQHIVYCSNDLLGDLFGVPSFSVKEHRKIYTMIYRNL
Pika         MKEVIFYLGQYIMTKRLYDEK--HIVYCSND-LGDLFGVPSFSVKEHRKIYTMIYRNL
Rat          MKEIIFYIGQYIMTKRLYDEKQQHIVYCSNDLLGDVFGVPSFSVKEHRKIYAMIYRNL
Stickleback  MKEVMFYLGQYIILKQLYDQKQQHIVHCSQDALGRVLGVDSFSVKEPRVLFAMITKNL
X.tropicalis MKEVIYHLGQYIMAKQLYDEKQQHIVHCSNDPLGELFGVQEFSVKEPRRLYAMISRNL
Zebrafi sh     MKEVMFYLGKYIMSKELYDKQQQHIVHCGEDPLGAVLGVKSFSVKEPRALFALINRNL

Рис. 1. Фрагмент выравнивания последовательностей белка mdm2 до и после ручной правки. 

а – выравнивание до ручной правки. Остатки C-концевой последовательности домена MDM2 выделены. Видно смеще-
ние положения C-концевой последовательности у человека (Human) и макаки (Macaque). б – фрагмент выравнивания 
последовательностей mdm2 после ручной правки.

последовательность разрывов, соответствую-
щую обширной делеции у человека и макаки, 
в результате чего консервативная C-концевая 
последовательность домена у этих организмов 
смещается (рис. 1, а). Разрывы были удалены 
вручную таким образом, чтобы C-концевые 
последовательности совпадали (рис. 1, б).

Из полученных выравниваний были из-
влечены и выравнены заново фрагменты, со-
ответствующие доменам TAD, DBD и MDM2 
(ClustalW 2, параметры по умолчанию). Число 
сайтов в каждом из выравниваний составило 
53, 193, и 81 соответственно (рис. 2).

Три полученных выравнивания были поданы 
на вход программы PhyML, использовалась 
дискретная модель гамма-распределения замен, 
число категорий – 4 (согласно рекомендации ав-
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TAD
    14     53
Chicken    -----MAEEMEP-LLEP---TEVFMDLWSMLP-----------
Chimpanzee -----MEEPQSDPSVEPPLSQETFSDLWKLLPENNVLSPL---
Dog        -----MQEPQSELNIDPPLSQETFSELWNLLPENNVLSSE---
Fugu       MED---EGFS------LPLSQDTFQDLWENVML----------
Human      -----MEEPQSDPSVEPPLSQETFSDLWKLLPENNVLSPL---
Macaque    -----MEEPQSDPSIEPPLSQETFSDLWKLLPENNVLSPL---
Medaka     -----WESMDPVP--DLPESQGSFQELWETVY-----------
Mouse      -----MEESQSDISLELPLSQETFSGLWKLLPPEDILP-----
Orangutan  -----MEEPQSDPSVEPPLSQETFSDLWKLLPENNVLSPL---
Pika       -----MEEQPSELSIEPPLSQETFPELWNLLP---LLSTN---
Rat        -----MEDSQSDMSIELPLSQETFSCLWKLLPPDDILPTTATG
Sticklebac MEGTGFEGLALGQ--DLPDSQDSFAELWGNVVS----------
X.tropical -----ME-PSSETGMEPPLSQETFEDLWSLLP-----------
Zebrafi sh  --------MAQ------NDSQE-FAELWEKNLI----------

DBD
    15    193
Chicken    DYGGDFDFRV GFVEAGTAKS VTCTYSPVLN KVYCRLAKPC PVQVRVGVAP
Chimpanzee TYQGSYGFRL GFLHSGTAKS VTCTYSPALN KMFCQLAKTC PVQLWVDSTP
Dog        TYPGTYGFRL GFLHSGTAKS VTWTYSPLLN KLFCQLAKTC PVQLWVSSPP
Fugu       DYPGEYGFEL RFQKSGTAKS VTSTYSEILN KLYCQLAKTS LVEVLLIKKP
Horse      ---------- ---------- ----YSPTLN KLFCQLAKTC PVQLLVSSPP
Human      TYQGSYGFRL GFLHSGTAKS VTCTYSPALN KMFCQLAKTC PVQLWVDSTP
Macaque    TYHGSYGFRL GFLHSGTAKS VTCTYSPDLN KMFCQLAKTC PVQLWVDSTP
Medaka     DYPGSYELEL RFQKSGTAKS VTSTYSETLN KLYCQLAKTS PIEVRVSKEP
Mouse      TYQGNYGFHL GFLQSGTAKS VMCTYSPPLN KLFCQLAKTC PVQLWVSATP
Orangutan  TYQGSYGFRL GFLHSGTAKS VTCTYSPALN KMFCQLAKTC PVQLWVDSTP
Pika       TYPGTYGFRL GFLQSGTAKS VTCTYSPSLN KLFCQLAKTC PVQLKVDSTP
Rat        TYQGNYGFHL GFLQSGTAKS VMCTYSISLN KLFCQLAKTC PVQLWVTSTP
Sticklebac DHPGEFGFQL RFQKSGTAKS VTSTYSEILN KLYCQLAKTS LIEVLVTKEL
X.tropical DYAGSYGLKL EFQQNGTAKS VTCTYSTDLN KLFCQLAKTC PLLVRVERPP
Zebrafi sh  DYPGDHGFRL RFPQSGTAKS VTCTYSPDLN KLFCQLAKTC PVQMVVDVAP

MDM2
 15 81
Chimpanzee   LVRPKPLLLK LLKSVGAQKD TYTMKE---- ---------- ----------
Horse        LVRPKPLLLK LLKSVGAQKD TYTMKEVIFY LGQYIMTKRL YDERQQHMVY
Human        LVRPKPLLLK LLKSVGAQKD TYTMKEVLFY LGQYIMTKRL YDEKQQHIVY
Macaque      LVRPKPLLLK LLKSVGAQKD TYTMKEVLFY LGQYIMTKRL YDEKQQHIVY
Orangutan    LVRPKPLLLK LLKSVGAQKD TYTMKEVLFY LGQYIMTKRL YDEKQQHIVY
Dog          LVRPKPLLLK LLKSVGAQKD TYTMKEVIFY LGQYIMTKRL YDEKQQHIVY
Pika         LVRPKPLLLK LLKSVGAQKD TYTMKEVIFY LGQYIMTKRL YDEK--HIVY
Mouse        LVRPKPLLLK LLKSVGAQND TYTMKEIIFY IGQYIMTKRL YDEKQQHIVY
Rat          LVRPKPLLLK LLKSVGAQKD IYTMKEIIFY IGQYIMTKRL YDEKQQHIVY
Chicken      LVKPKPLLLK LLKLAGAEKD TFTMKEVIFY LGQYIMSKQL YDEKEQHIVH
X_tropical   LVKPTPLLLS LLKSAGAQKE TFTMKEVIYH LGQYIMAKQL YDEKQQHIVH
Medaka       LVRPKVEFCS LLQHAGATKD VFTMKEVMFY LGRYIMQKQL YDQKQQHMVH
Sticklebac   LVQPKLEFRT LLHQAGATKE VFTMKEVMFY LGQYIILKQL YDQKQQHIVH
Fugu         QVRPNVEFHR LLQDAGAIKD VFTMKEVMFY LGQYIIQKQL YDQKQQHIVH
Zebrafi sh    -VRPKVQLKS LLEDAGADKD VFTMKEVMFY LGKYIMSKEL YDKQQQHIVH

Рис. 2. Фрагменты выравниваний доменов TAD, DBD и MDM2.

торов метода), параметр гамма-распределения 
(α) и число инвариантных сайтов подбирались 
программой автоматически, использовалась 
матрица аминокислотных замен WAG (Whelan, 
Goldman, 2001), значение бутстреп – 500. В ре-
зультате были получены три филогенетических 
дерева (рис. 3).

Построенные деревья, а также полученные 
выравнивания доменов были использованы для 
измерения скоростей замен в аминокислотных 
сайтах выравниваний с помощью программы 
CODEML пакета PAML 3.14. Аминокислотные 
сайты каждого домена были разбиты програм-
мой на 5 категорий в зависимости от скорости 
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Рис. 3. Филогенетические деревья доменов TAD, DBD и MDM2, построенные программой PhyML. 

Числа обозначают значения бутстрепа.
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замен. Средние скорости замен в категориях 
составили 0,02, 0,16, 0,47, 1,11 и 3,25 млн лет –1. 
При этом использовалась матрица аминокис-
лотных замен WAG (Whelan, Goldman, 2001), 
параметр гамма-распределения (α) определялся 
программой, итерации подбора параметра на-
чинались с 0,5.

Выбор количества категорий определялся 
представленностью различных значений ско-
ростей замен, с одной стороны, и количеством 
сайтов в категории, достаточным для стати-
стического исследования (построения матрицы 
корреляции), с другой стороны. Так, при выбо-
ре 4 категорий разбиение сайтов программой 
CODEML таково, что не представлена отдельная 
группа сайтов со средней скоростью от 1–2 млн 
лет –1, имеющая довольно большое значение для 
интерпретации результатов настоящей работы, 
как поясняется ниже. Однако при выборе 6 ка-
тегорий в категориях со средними скоростями 
0,10 и 0,31 млн лет –1не представлено ни одного 
аминокислотного сайта домена MDM2.

Аминокислотные сайты выравнивания каж-
дого из трех доменов были разбиты на 5 групп 
в зависимости от категории средней скорости 
замен, к которой они были отнесены програм-
мой CODEML. Каждая такая группа составила 
отдельную выборку (всего 15 выборок). Для 
каждой выборки была построена матрица эво-
люционных расстояний с помощью программы 
LAPD, разработанной Л. Арвестадом (Arvestad, 
2006). Между матрицами расстояний, соот-
ветствующими одинаковым группам скоростей 
замен, вычислялся коэффициент попарной 
корреляции Пирсона, который использовался 
в качестве меры коэволюции соответствующих 
участков белков.

Результаты

Частоты встречаемости сайтов (в процентах), 
относящихся к различным категориям скорости 
замен, приведены в табл. 2. Можно видеть, что 
трансактивационный домен p53 отличался от 
двух других исследованных доменов большей 
вариабельностью, а также тем, что лишь у него 
встречались слабовариабельные аминокислот-
ные сайты (0,16 млн лет –1). Интересно, что доля 
наиболее вариабельных сайтов была примерно 
одинакова у всех трех доменов, тогда как доли 

полностью консервативных сайтов (0,02 млн 
лет –1) существенно различались. Также стоит 
отметить, что распределения сайтов по скоро-
стям замен схожи у доменов mdm2 MDM2 и p53 
DBD, тогда как распределение для домена p53 
TAD существенно отличается от первых двух 
большей равномерностью (рис. 4).

Таблица 2
Частоты встречаемости 

аминокислотных сайтов (в процентах 
от общего числа сайтов домена), относящихся 

к различным категориям скорости замен 

Категория 
сайтов

Скорость 
замен, 

млн лет –1

mdm2 
MDM2

p53 
DBD

p53 
TAD

1 0,02 0,43 0,47 0,23
2 0,16 0,00 0,00 0,15
3 0,47 0,09 0,11 0,25
4 1,11 0,27 0,22 0,17
5 3,25 0,21 0,20 0,21

Рис. 4. Распределение частот встречаемости ами-
нокислотных сайтов (в процентах от общего числа 
сайтов домена), относящихся к различным катего-
риям скорости замен. 

По оси абсцисс отложены средние скорости аминокис-
лотных замен для каждой категории (млн лет –1), по оси 
ординат – частота встречаемости аминокислотных сайтов 
данной категории.
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Значения коэффициента корреляции Пирсона 
между матрицами эволюционных расстояний в 
парах доменов белков представлены в табл. 3.

Данные для категории 1 отсутствуют, так 
как в нее попадали полностью консервативные 
сайты, и все три матрицы эволюционных рас-
стояний для этой категории состояли из нулей. 
Ввиду отсутствия сайтов, относящихся к кате-
гории 2 у доменов mdm2 MDM2 и p53 DBD, 
не было возможности оценить коэффициент 
корреляции и для них.

Как видно из табл. 3, распределение ко-
эффициентов корреляции между матрицами 
эволюционных расстояний для пары невзаимо-
действующих доменов mdm2 MDM2 – p53 DBD 
существенно отличается от таковых для пар 
взаимодействующих доменов mdm2 MDM2 – 
p53 TAD и p53 DBD – p53 TAD. Корреляция 
между высоковариабельными сайтами из ка-
тегории 5 довольно высока для пары mdm2 
MDM2 – p53 DBD и низка для остальных двух 
пар. Корреляция же между относительно кон-
сервативными сайтами из категории 3 наоборот 
особенно низка для пары mdm2 MDM2 – p53 
DBD. Следует также отметить, что для всех трех 
пар доменов высока корреляция между сайтами 
из категории 4.

Обсуждение

Отличие распределения сайтов по категори-
ям скоростей замен для трансактивационного 
домена p53 от распределения для двух других 
исследованных доменов может отражать собы-
тия движущего отбора в ходе эволюционной 
истории белка p53, связанные с приобретением 
новых генов-мишеней в процессе специализа-
ции p53 на функции «стража генома». 

Ранее было неоднократно показано, что 
уровень филогенетического сигнала тем ниже, 

Таблица 3 
Значения коэффициента корреляции Пирсона между матрицами эволюционных расстояний 

в парах доменов белков mdm2 и p53 

Категория сайтов Скорость замен, млн лет –1 MDM2 – TAD DBD – TAD MDM2 – DBD
3 0,47 0,390 ± 0,004 0,719 ± 0,002 0,207 ± 0,004
4 1,11 0,526 ± 0,004 0,710 ± 0,002 0,730 ± 0,002
5 3,25 0,187 ± 0,005 0,220 ± 0,005 0,825 ± 0,001

чем больше сила естественного отбора (Hansen, 
Martins, 1996; Diniz-Filho, 2001; Martins et al., 
2002; Jose et al., 2008). Для сайтов, несущих 
самый низкий уровень филогенетического сиг-
нала, можно предположить самые низкие значе-
ния корреляции между невзаимодействующими 
доменами MDM2 и DBD, самые высокие – меж-
ду постоянно взаимодействующими доменами 
одного белка p53 и помежуточные – для эпизо-
дически взаимодействующих доменов MDM2 и 
TAD. Такое распределение значений корреляции 
наблюдается только для сайтов из категории 3 
(0,47 млн лет –1, табл. 3). Отсюда можно сделать 
вывод, что сайты со скоростью замен порядка 
0,47 млн лет –1 несут наименьший уровень фи-
логенетического сигнала в белках p53 и mdm2. 
Можно предположить, что фиксация замен 
именно в этих сайтах регулировалась отбором, 
связанным с коэволюцией этих белков.

В пространственной структуре домена DBD 
человека сайтам категории 3 соответствуют 20 
остатков, преимущественно расположенных 
на  границах между неструктурным и струк-
турированным элементами (8 на границах с 
β-листами, 3 – на границе с петлями и еще 1 на 
границе с α-спиралью). Внутри β-листов распо-
лагаются 3 наиболее консервативных остатка 
из 3-й категории. Еще 2 остатка располагаются 
внутри α-спиралей. Они менее консервативны. 
Остальные остатки, относящиеся к категории 3, 
располагаются в неструктурных элементах.

Преобладание в 3-й категории остатков, рас-
полагающихся на границах структурных элемен-
тов, а значит, важных для пространственной струк-
туры домена, дает дополнительный аргумент 
в пользу отбора по остаткам из категории 3.

В пространственной структуре α-спирали 
домена TAD, взаимодействующей с MDM2 
(Kussie et al., 1996), остатки категории 3 (S20, 
D21, K24, L25, L26) прилегают к консерватив-
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ным остаткам F19, T23, P27, взаимодействую-
щим с MDM2. Остаток P27 также взаимодей-
ствует с MDM2, но относится к 3-й категории.

В пространственной структуре домена 
MDM2 остатки, соответствующие сайтам кате-
гории 3 (V52, Q71, I74, S90, M102), располага-
ются вблизи остатков L54, Q72, H73, V75, F91, 
T100, взаимодействующих с TAD. Более того, 
остатки I74, S90, а также K31 располагаются на 
границах β-листов аналогично домену DBD.

Такое распределение сайтов категории 3 на 
пространственной структуре взаимодействую-
щих доменов TAD и MDM2 позволяет сделать 
вывод, что остатки, непосредственно участвую-
щие во взаимодействии белков p53 и mdm2, 
консервативны, тогда как по аминокислотным 
сайтам белков, оказывающим непосредственное 
влияние на положение взаимодействующих 
остатков и относящимся к 3-й категории по 
значению скорости замен, возможен заметный 
естественный отбор.

Одинаково высокие значения корреляции 
между сайтами из категории 4 свидетельствуют 
о том, что сайты из данной категории несут наи-
больший уровень филогенетического сигнала. 
Это позволяет предположить, что в данную 
категорию попали сайты, эволюционирующие 
нейтрально. Это подтверждается довольно вы-
сокой средней скоростью замен в сайтах данной 
категории – 1,11 млн лет –1. С другой стороны, 
для сайтов из категории 4 значение корреляции 
между доменами MDM2 и TAD не так высоко, 
как в парах доменов MDM2-DBD и DBD-TAD.

Это можно объяснить относительно невы-
соким уровнем филогенетического сигнала, 
который несут аминокислотные сайты домена 
TAD. В пользу этого предположения говорит то, 
что именно в домене TAD категория 3 наиболее 
представлена (рис. 4, табл. 2). Другим аргумен-
том является разброс длин ветвей филогенети-
ческого древа домена TAD, гораздо больший, 
чем для доменов MDM2 и DBD. Разброс длин 
ветвей свидетельствует о том, что различия ско-
ростей эволюции в разных таксонах у домена 
TAD были наибольшими из всех трех доменов. 
Следовательно, для домена TAD характерен 
наименьший филогенетический сигнал.

Особый интерес представляют низкие зна-
чения корреляции сайтов категории 5 для пар 
взаимодействующих доменов mdm2 MDM2 – 

p53 TAD и p53 DBD – p53 TAD и высокое значе-
ние для невзаимодействующих доменов MDM2. 
Из 39 аминокислотных сайтов DBD человека, 
относящихся к 5-й категории, 35 располагают-
ся в неструктурных элементах, соединяющих 
структурные элементы. Два других – L206 
и V217 – располагаются в центре β-листов 
«бочонка», являющегося структурным ядром 
домена. Если сайт V217 инвариантен у всех 
таксонов, за исключением трех видов рыб, у 
которых в этом сайте наблюдаются остатки тре-
онина, цистеина и фенилаланина, то сайт L206 
весьма вариабелен. Учитывая важность струк-
туры «бочонка», образованного β-листами, для 
функции всего домена, можно предположить, 
что наблюдаемые высокие скорости замен в 
некоторых сайтах 5-й категории связаны не с 
нейтральной эволюцией, а с отбором. Скорость 
замен в части сайтов данной категории, следо-
вательно, можно считать переоцененной, что 
может быть связано с недостатком последова-
тельностей p53 промежуточных таксонов и вы-
текающей из этого переоценкой вариабельности 
остатков в сайтах этой категории. Этот вывод 
подтверждается тем, что  15 из 17 сайтов 5-й 
категории на структуре домена MDM2 человека 
располагаются в структурных элементах, одна-
ко преимущественно удалены от интерфейса 
взаимодействия доменов.

Из распределения сайтов 5-й категории на 
пространственной структуре доменов MDM2 и 
P53 можно предположить, что высокое значение 
корреляции для пары невзаимодействующих 
доменов MDM2 и DBD обусловлено большой 
долей нейтрально эволюционирующих сайтов 
в белке p53, попавших в 5-ю категорию, но 
несущих филогенетический сигнал. Благодаря 
невысокой доле неструктурных элементов в 
доменах MDM2 и TAD, сайты 5-й категории 
из этих доменов оказались свободны от фи-
логенетического сигнала, благодаря чему не 
наблюдается высокой корреляции для этой пары 
доменов. Низкие значения корреляции для этих 
сайтов в парах доменов MDM2-TAD и DBD-
TAD можно объяснить отбором, связанным не 
с взаимодействием доменов, а с поддержанием 
структурной целостности каждого домена. 
Это косвенно подтверждается удаленностью 
сайтов 5-й категории в MDM2 от интерфейса 
взаимодействия.
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COEVOLUTION OF PROTEIN DOMAINS OF P53 AND MDM2 
KEY PROTEINS OF APOPTOSIS
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Summary

Coevolution of domains of p53 and mdm2 proteins, that are involved in mutual regulation, is studied. Evidences 
for coevolution of particular regions of interacting domains of these two proteins are found. Amino acid substitution 
rates are estimated for regions of the proteins that are supposed to undergo coevolution as well as for  regions of 
the proteins that are supposed to undergo neutral selection.


