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АВС-СУПЕРСЕМЕЙСТВА У ДРОЖЖЕЙ
SACCHAROMYCES CEREVISIAE
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Представлены эффекты флавоноидов (флаванона, 6-ОН-флаванона, геспе
ретина, комплекса гесперетина с медью, нарингенина, комплекса нарингенина
с медью, оснований Шиффа гесперетина и их комплексов с медью (HABH-Cu))
на активность АВС белков-транспортеров и жизнеспособность Saccharomyces
cerevisiae в процессе брожения. У исследуемых дрожжей определены потен-
циальные сайты-мишени взаимодействия флавоноидов с молекулами белков
АВС-суперсемейства. Флавоноиды оказывали как стимулирующее, так и ин-
гибирующее действие на активность белков-траспортеров АВС-суперсемейства
и на выживаемость дрожжей. Установлено, что участками взаимодействия
флавоноидов и их производных с АВС-белками являются нуклеотидсвязыва-
ющие домены. У исследуемого микроорганизма флавоноиды и их произво-
дные обладали наибольшим сродством к белкам ABCG-подсемейства. Таким
образом, флавоноиды и их производные являются регуляторами белков-
транспортеров АВС-суперсемейства, что может найти применение для моду-
ляции устойчивости дрожжей S. cerevisiae к токсичным продуктам метабо-
лизма в биотехнологических процессах, реализуемых с их использованием.

Ключевые слова: АВС-транспортеры, дрожжи Saccharomyces cerevisiae,
флавоноиды, основания Шиффа флавоноидов, молекулярный докинг, энергия
связывания, нуклеотидсвязывающие домены.
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Введение. Дрожжи Saccharomyces cerevisiae являются вос-
требованным объектом биотехнологических процессов благода-
ря ряду преимуществ, включая высокую скорость роста, устой-
чивость к повышенной кислотности среды и этанолу. В отличие 
от бактериальных культур дрожжи не подвержены заражению 
бактериофагами, обладают эффективной системой гомологичной 
рекомбинации, что упрощает стабильное геномное включение 
множественных экспрессионных кассет для решения задач ме-
таболической инженерии [1, 2].

Тем не менее у S. cerevisiae есть ограничения, среди которых 
узкий спектр используемых субстратов, что не позволяет для 
культивирования дрожжей применять возобновляемое сырье 
сложного углеводного состава [3]. В частности, исследуемые 
дрожжи в качестве субстрата могут использовать только гексо-
зы и не утилизируют другие углеводные составляющие (пенто-
зы, сахарные кислоты) биополимеров в составе сельскохозяй-
ственных культур, выращиваемых для энергетических нужд, 
или в отходах их переработки [4].

Более того, даже в аэробных условиях дрожжи S. cerevisiae 
переключаются с окислительного метаболизма на респираторно- 
бродильный при превышении концентрации глюкозы в среде 
культивирования свыше 0,5–1 г/л. Этот эффект, известный как 
эффект Крэбтри, приводит к перенаправлению углеродного по-
тока на производство этанола и уксусной кислоты, что, в свою 
очередь, снижает выход биомассы [5]. Фактически переход к спир-
товому брожению способствует потере углерода (путем образо-
вания этанола, ацетата), что, в свою очередь, приводит к суще-
ственному снижению выхода дрожжевой биомассы. Помимо  
переориентации метаболизма, брожение в аэробных условиях, 
вызванное избытком глюкозы, приводит также к этанольному 
стрессу, который подавляет рост дрожжевой культуры [6].

Этанольный стресс представляет собой ключевой фактор, огра-
ничивающий брожение, поскольку этанол может достигать ток-
сичных концентраций, ингибируя рост дрожжей и вызывая  
застойную и вялую ферментацию [7]. Высокие концентрации 
этанола нарушают организацию и проницаемость липидных мем-
бран, приводят к снижению мембранного потенциала, увеличе-
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нию текучести и потере целостности мембран, уменьшению 
биодоступности воды и денатурации клеточных белков. Кроме 
того, этанол ингибирует ключевые гликолитические ферменты 
и стимулирует образование активных форм кислорода [8]. Реак-
ция дрожжей на стресс, вызванный этанолом, представляет со-
бой временное перепрограммирование клеточной активности 
для обеспечения выживания в сложных условиях, защиты клю-
чевых клеточных компонентов и возобновления «нормальной» 
жизнедеятельности [9]. 

Одним из механизмов, отвечающих за защиту клеток дрож-
жей от воздействия этанола, являются белки-транспортеры АВС- 
суперсемейства, которые распознают широкий спектр токсич-
ных, как правило, соединений и активно удаляют их из цито-
плазмы [10]. Данные белки имеют схожую молекулярную струк-
туру и доменную организацию [11]. Типичный АВС-транспор-
тер состоит из двух трансмембранных доменов, формирующих 
структуру в виде «поры», и нуклеотидсвязывающих доменов, 
входящих в структуру активного центра белка [12]. Главной 
функцией нуклеотидсвязывающего домена, который содержит  
в себе 200 аминокислотных остатков и отвечает за связывание  
и гидролиз молекулы АТФ, является снабжение энергией транс-
портных процессов, происходящих в клетке [13]. 

В настоящее время в литературе представлены малочислен-
ные сведения о безопасных для использования в пищевой про-
мышленности модуляторах ABC-транспортеров, которые повы-
шают устойчивость дрожжей к этанолу без снижения качества 
пищевых продуктов [14]. Наиболее приемлемыми в этом контексте 
являются безопасные для человека природные соединения [15]. 
Перспективными биорегуляторами ABC-белков природного про
исхождения выступают флавоноиды из-за низкой токсичности  
и высокого содержания в различном растительном сырье, что 
делает привлекательным их использование в пищевой промыш-
ленности [16]. Способность флавоноидов взаимодействовать с кле-
точными мембранами, а также с локализованными в мембране 
ферментами и белками обусловливает их регуляторное влияние 
на активность ABC-транспортеров [17]. Направленность и эф-
фективность этого влияния в значительной степени определя-
ются химической структурой флавоноидов [18]. 
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Несмотря на многочисленные данные литературы о флаво-
ноидах как биологически активных соединениях, механизмы их 
взаимодействия с белками-транспортерами АВС-суперсемей-
ства остаются относительно малоизученными [19]. Во многом 
это обусловлено проблематичностью определения участка бел-
ковой молекулы, с которой связывается флавоноид. Для решения 
этой задачи использован современный метод молекулярного до-
кинга, который позволяет значительно сузить круг потенциаль-
ных участков взаимодействия лигандов с молекулами белков. 
Молекулярный докинг в исследованиях активности флавонои-
дов на АВС белки-транспортеры дрожжевых клеток предпола-
гает использование специальных программ и параметров, разра-
ботанных для анализа взаимодействия флавоноидов, их основа-
ний Шиффа и комплексов с металлами и белковыми мишенями 
клетки. 

Цель исследования – изучение эффектов флавоноидов и их 
производных на активность ABC-транспортеров и жизнеспо-
собность S. cerevisiae в условиях брожения. В рамках исследова-
ния предполагалось определить потенциальные сайты связыва-
ния флавоноидов, их оснований Шиффа и комплексов с метал-
лами на молекулах ABC-транспортеров дрожжей. 

Материалы и методы. В работе были использованы натив-
ные флавоноиды чистотой не менее 97 % (Sigma Aldrich, Fisher 
scientific). Синтез флавоноидов проводили в соответствии с [26, 27]. 
Для получения модификаций флавоноидов по типу основания 
Шиффа соответствующие нативные флавоноиды (10 ммоль) и бен-
зоилгидразин (HHSB) (или тиосемикарбазид (HTSC), или изо-
ниазид (HIN), или 2-аминобензоилгидразин (HABH), в зависи-
мости от типа синтезируемого основания Шиффа) в количестве 
11 ммоль растворяли в метаноле (40 мл) [20]. Полученный рас-
твор после добавления 1 мл ледяной уксусной кислоты (≈ рН 4,0) 
кипятили на масляной бане в течение 24 ч при постоянном пере-
мешивании, после чего концентрировали и охлаждали с получе-
нием осадка. Осадок фильтровали, промывали водой и перекри-
сталлизовывали в смеси N, N-диметилформамида и воды.

Структуру и физико-химические свойства синтезированных 
соединений флавоноидов определяли методами ВЭЖХ-масс- 
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спектроскопии, ядерного магнитного резонанса, инфракрасной 
спектроскопии и абсорбционной спектрофотометрии [21]. 

Дрожжи S. cerevisiae выращивали в жидкой питательной сре-
де следующего состава (в %): глицерин – 2,0; дрожжевой экс-
тракт – 1,0; пептон – 2,0. Глубинное культивирование дрожжей 
осуществляли на термостатируемой качалке при 30  °С до до- 
стижения логарифмической фазы роста (оптическая плотность 
0,5 ± 0,05, λ = 600 нм) или стационарной фазы роста (оптическая 
плотность 1,5 ± 0,05, λ = 600 нм). Затем клетки осаждали центри-
фугированием при 1300 об/мин в течение 3 мин. Надосадочную 
жидкость удаляли, клетки дважды промывали и ресуспензи- 
ровали (3 × 108 клеток/мл) в среде для инкубации, содержащей  
(в %): глутаминовая кислота – 0,1, сульфат аммония – 0,17; гли-
церин – 2,0; pH 7,0. Количество жизнеспособных клеток S. cere­
visiae в суспензии определяли на приборе LUNA-II с использо-
ванием трипанового голубого (0,4 %). 

Для определения в клетках дрожжей активности АВС-бел-
ков использовали ингибиторы ABCB, ABCC и ABCG-подсе-
мейств – верапамил (20 мкМ), МК-571 (50 мкМ) и новобиоцин 
(100 мкМ), соответственно. 

Активность АВС белков-транспортеров в клетках S. cerevi­
siae измеряли по [26]. Суспензию клеток S. cerevisiae инкубиро-
вали с флавоноидами (5 мкМ и 50 мкМ) и зондом кальцеин-AM 
(10 мкМ), который является субстратом для белков-транспорте-
ров АВС-суперсемейства. Инкубацию проводили при 30 °С в те-
чение 60 мин [22]. Жизнеспособность S.  cerevisiae оценивали 
путем инкубирования клеток с пропидий иодидом (ПИ, 30 мкМ) 
в течение 5 мин при 4 °С.

Измерение флуоресценции кальцеина и пропидий иоди- 
да осуществляли методом проточной цитофлуориметрии  
(BD FACSCanto™ II, США) с использованием лазера с длиной 
волны 488 нм. Для измерения флуоресценции кальцеина исполь-
зовали канал детекции FITC, пропидий иодида – PerCP-Cy5-5. 
Количество измеряемых событий для каждой эксперименталь- 
ной группы клеток составляло не менее 10000. Полученные фай-
лы анализировали при помощи программного обеспечения  
BD FACSDiva™. Об активности АВС-белков судили по доле 
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клеток с кальцеинзависимой флуоресценцией от общего количе-
ства жизнеспособных клеток, выраженной в процентах. Количе-
ство погибших клеток выражали в виде доли клеток с ПИ-зави-
симой флуоресценцией от общего количества клеток. 

Для статистической обработки результатов применяли t-кри
терий Стьюдента в случае нормального распределения выборки 
или непараметрический критерий Манна – Уитни. Нормаль-
ность распределения выборки определяли методом Шапиро – 
Уилка. Различия между средними арифметическими сравнивае-
мых групп принимались достоверными при уровне значимости 
p < 0,05. 

Для проведения молекулярного докинга структуры ABC бел
ков-транспортеров (STE6, YCF1, YOR1, PDR5, PDR15, PDR18, 
SNQ2) были проанализированы с использованием UniProt (http://
www.uniprot.org). Структуры флаванона, 2ˊ-гидроксифлаванона, 
6-гидроксифлаванона, гесперетина, нарингенина, кверцетина, фи
сетина, морина были загружены из базы данных Pubchem (https:// 
pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) и сохранены в формате mol. Различ-
ные лиганды и другие гетероатомы, такие как вода, ионы и т. д., 
были удалены из молекулярных моделей белков для предсказа-
ния активных участков.

Минимизацию потенциальной энергии исследуемых моле-
кул флавоноидов и их производных осуществляли с использова-
нием программы SYBYL-X 2.0. Для проведения молекулярного 
докинга белковых молекул-мишеней с лигандами, исследуемы-
ми флавоноидами и их производными, применяли расширение 
AutoDock Vina, в программе UCSF Chimera 1.11. В процессе мо-
лекулярного докинга было сгенерировано 20 различных положе-
ний лиганда в активном центре соответствующего белка-мише-
ни. Для каждого белка-мишени АВС-суперсемейства подбирали 
свой размер области докинга, основанный на положении актив-
ного центра связывания, рассчитанном программным обеспече-
нием AutoDockTools-1.5.7 (табл. 1). Параметры разницы в величи-
не энергии связывания устанавливали на уровне –5 ккал/моль. 
Остальные параметры молекулярного докинга использовали по 
умолчанию. 
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Таблица 1. Размеры области поиска связывания лиганда  
с молекулами белков АВС-суперсемейства у S. cerevisiae 

Белок-мишень Центр связывания, (x; y; z), Å

STE6 –5,212; –0,602; –0,574
YOR1 5,62; 1,494; –0,943
YCF1 132,926; 151,568; 134,695
PDR5 –8,285; 2,802; –2,095
PDR15 –7,801; 8,948; –1,722
PDR18 0,657; –1,402; 0,366
SNQ2 –0,793; –1,628; 0,673

По результатам молекулярного докинга выбирали положение 
лиганда с наименьшей энергией связывания, который использо-
вали для дальнейшего анализа. Визуализацию результатов до-
кинга проводили с использованием программного обеспечения 
UCSF Chimera 1.11. 

Результаты и обсуждение. Активность АВС белков-транспор
теров изучали в клетках S.  cerevisiae, находящихся в логариф-
мической и стационарной фазах роста в процессе брожения  
в средах, содержащих глюкозу в качестве субстрата. Ранее было 
установлено, что у дрожжей глюкоза стимулирует брожение [23]. 
Для исследований был использован дикий штамм дрожжей S. ce­
revisiae, который поддерживается в Полесском государственном 
университете.

Для выявления особенностей проявления активности АВС 
белков-транспортеров различных подсемейств в клетках S. сere­
visiae при осуществлении процесса брожения на разных стадиях 
роста был применен ингибиторный анализ. В качестве ингиби-
торов активности АВС-транспортеров использовали верапамил 
(ингибитор P-gp, АВСВ-подсемейство), новобиоцин (ингибитор 
MRP1, АВСС-подсемейство) и MK-571 (ингибитор BCRP, ABCG- 
подсемейство). Использование ингибиторов к данным МЛУ-бел-
кам человека обусловлено высокой степенью структурной гомо-
логии ряда АВС-белков дрожжей и АВС белков-транспортеров 
человека [24]. Применение определенного ингибитора приводи-
ло к возрастанию доли клеток дрожжей, содержащих кальцеин, 
в результате подавления активности в присутствии в клетках 
чувствительного к нему АВС белка-транспортера. 
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Установлено, что при брожении в контрольной группе дрож-
жей S. cerevisiae процент клеток, удерживающих кальцеин, от-
носительно низок (около 34,7 %). Это говорит о том, что в нор-
мальных условиях (без добавления ингибиторов) АВС-транс-
портеры активно выкачивают Calcein AM из клеток дрожжей 
стационарной фазы роста при добавлении в качестве субстрата 
глюкозы (рисунок, б).

В результате ингибиторного анализа установлено, что при 
брожении в логарифмической фазе роста у дрожжей наблюдает-
ся слабая экспрессия АВС-транспортеров клеток, относящихся 
к ABCB, ABCC и ABCG-подсемействам (рисунок, а). В стацио-
нарной фазе роста дрожжей максимальная активность АВС-
транспортеров наблюдалась для АВСВ-подсемейства, что про-
являлось резким возрастанием доли клеток с кальцеин-зависимой 
флуоресценцией в присутствии ингибитора верапамила (рису-
нок, б). При этом активность АВС-транспортеров, относящихся 
к другим подсемействам, также статистически достоверно про-
являлась, но была выражена в меньшей степени (рисунок, б). 

В логарифмической фазе роста клеток S. cerevisiae флаванон 
в концентрации 50 мкмоль значительно стимулировал актив
ность АВС белков-транспортеров, что проявлялось двукратным 

	 	 а		                                     б
*р < 0,05, **p < 0,01 – статистически достоверно по отношению к контролю 

Результаты ингибиторного анализа активности АВС белков-транспортеров 
S. cerevisiae в процессе брожения: а – логарифмическая фаза роста дрожжей; 

б – стационарная фаза роста дрожжей
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снижением доли клеток с кальцеин-зависимой флуоресценцией 
по сравнению с контролем (табл. 2). Однако в стационарной фазе 
роста дрожжей гесперетин и нарингенин (5 и 50 мкМ) ока
зывали противоположный эффект, ингибируя АВС-транспорт  
и увеличивая долю флуоресцирующих клеток. В то же время 
флаванон в стационарной фазе не демонстрировал статистически 
значимого влияния на активность транспортеров.

Активность 6-OH-флаванона (модифицированного флавано
на с гидроксильной группой в 6-м положении) зависела от фазы 
роста S. cerevisiae. В логарифмической фазе существенного влия
ния не наблюдалось (табл. 2), в то время как в стационарной фазе 
6-OH-флаванон вызывал значительное (до 2,9 раз по сравнению 
с контролем) увеличение доли клеток с кальцеин-зависимой флуо
ресценцией, особенно в концентрации 50 мкМ.

Модификация гесперетина в основания Шиффа (HTSC, HIN) 
не влияла на активность АВС-транспортеров в логарифмической 
фазе роста дрожжей. Однако основание Шиффа гесперетина HABH 
значительно (в 2 раза по сравнению с контролем) усиливало актив
ность АВС-транспортеров как в логарифмической, так и в стацио
нарной фазах (табл. 2).

Эффект исследуемых флавоноидов (5 и 50 мкМ) наблюдали 
в стационарной фазе роста S. cerevisiae. При концентрации осно
ваний Шиффа гесперетина, составляющей 50 мкМ, значительное 
увеличение доли клеток с кальцеин-зависимой флуоресценцией 
наблюдали в ряду HABH → HHSB →Hesp → HTSC → HIN 
(табл. 2).

С одной стороны, флавоноид HHSB в данной концентрации 
слабо влиял на долю флуоресцирующих клеток, а с другой сто
роны, он в концентрации 5 мкмоль значительно повышал интен
сивность флуоресценции кальцеина. В последнем случае доля 
клеток с кальцеинзависимой флуоресценцией повышалась в ряду 
HABH →HTSC → Hesp → HIN → HHSB (табл. 2). 

При исследовании эффектов гесперетина и нарингенина и их 
комплексов с медью было установлено, что стимулирующим 
эффектом на активность АВС-белков в процессе брожения в ло-
гарифмической фазе роста дрожжей обладал лишь комплекс гес
перетина с медью при неэффективности остальных флавоноидов. 
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Таблица 2. Доля живых клеток S. cerevisiae с кальцеинзависимой  
флуоресценцией при действии флавоноидов и их производных

Флавоноиды Концентрация  
флавоноидов, мкмоль

Доля живых клеток S. cerevisiae, %

логарифмическая фаза стационарная фаза 

Группа контроля 60,1 ± 2,7 34,75 ± 2,9
Верапамил 73,8 ± 6,8 60,4 ± 9,4*
Новобиоцин 69,3 ± 6,8 54,1 ± 6,0*
MK-571 78,4 ± 6,6 55,4 ± 7,4*

Флаванон и его гидроксипроизводные

Флаванон 5 84 ± 5,1 22,2 ± 2,7
50 33,1 ± 1,7* 30,1 ± 6,6

6-OH- Флаванон 5 87,8 ± 2,1 40,8 ± 10,1
50 88,9 ± 6,3 58,5 ± 3*

Комплексы с металлами нарингенина и гесперетина

Нарингенин 5 71 ± 6,8 48,6 ± 10,3
50 60,5 ± 3,4 53,4 ± 3,5*

Нарингенин-Cu 5 78,7 ± 7,2 68 ± 5,5*#
50 65,1 ± 3,4 47,7 ± 2,1*

Гесперетин 5 68,6 ± 14,3 44,1 ± 14,3
50 70,1 ± 10,4 58,7 ± 8,2*

Гесперетин-Cu 5 68,1 ± 7,2 40,5 ± 3,4
50 26,8 ± 3,7** 42,6 ± 3,7*

Основания Шиффа гесперетина

HABH 5 72,5 ± 2,7 22,8 ± 6,5
50 29,7 ± 1,0** 13,0 ± 0,4*

HHSB 5 73,5 ± 5,7 55,7 ± 1,4*
50 79,45 ± 7,1 30,25 ± 2,1

HIN 5 48,1 ± 4,3 47,4 ± 5,8*
50 84,1 ± 7,7 70,6 ± 6,2*#

HTSC 5 85,6 ± 4,2 41,7 ± 2,3
50 87 ± 3,5 59,3 ± 3,1*

Комплексы с металлами основания Шиффа гесперетина

HABH-Cu 5 69,8 ± 5,4 47,0 ± 5,1*#
50 68,8 ± 0,2 43,1 ± 1,5*#

* Р < 0,05 по отношению к контрольной группе. 
# Р < 0,05 по отношению к группе нативных флавоноидов.
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Комплекс гесперетина с медью в концентрации 50  мкМ повы-
шал активность АВС-транспортеров по сравнению с его натив-
ным флавоноидом гесперетином в 2,6  раза (табл.  2). При этом  
в стационарной фазе гесперетин, нарингенин и их комплексы  
с медью приводили к ингибированию активности АВС белков- 
транспортеров (табл. 2). Образование комплексов оснований Шиф-
фа гесперетина с ионами меди (5 и 50 мкМ) приводило к увели-
чению доли дрожжевых клеток с кальцеин-зависимой флуорес-
ценцией только в случае Cu-HABH. Данный эффект наблюдался 
только в стационарной фазе роста S. cerevisiae (табл. 2). 

В процессе ферментации дрожжами глюкозы доля погибших 
клеток в контрольных группах составила 20 и 37,7 % соответ-
ственно в логарифмической и стационарной фазах роста (табл. 3). 
Полученные результаты обусловлены развитием стресса в про-
цессе брожения вследствие накопления этанола в культураль-
ной среде [25]. Предполагается, что этанольный стресс является 
одним из факторов, ограничивающих жизнеспособность клеток 
дрожжей при ферментации.

Внесение в культуральную среду гидроксипроизводных фла
ванона (6-гидроксифлаванона) в концентрации 50 мкМ значи-
тельно по сравнению с контролем повышало долю погибших 
клеток в обеих фазах роста культуры, что свидетельствует о ци-
тотоксическом действии данных производных на дрожжевые 
клетки (табл. 3).

Таблица 3. Доля мертвых клеток S. cerevisiae 
 при воздействии флавоноидов и их производных

Флавоноиды Концентрация  
флавоноидов, мкмоль

Доля мертвых клеток S. cerevisiae, %

логарифмическая фаза стационарная фаза

Группа контроля 20,2 ± 1,10 39,7 ± 2,99
Верапамил 13,51 ± 0,64 37,83 ± 5,35
Новобиоцин 24,10 ± 8,80 37,53 ± 3,26
MK-571 23,2 ± 0,6 35,43 ± 7,01

Флаванон и его гидроксипроизводные

Флаванон 5 22,87 ± 3,20 29,50 ± 3,29
50 19,80 ± 2,10 37,57 ± 2,20

6-OH- Флаванон 5 27,67 ± 5,72 28,30 ± 2,5
50 48,73 ± 2,88* 66,10 ± 1,20**
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Флавоноиды Концентрация  
флавоноидов, мкмоль

Доля мертвых клеток S. cerevisiae, %

логарифмическая фаза стационарная фаза

Нарингенин 5 18,47 ± 3,80 32,05 ± 2,15
50 19,90 ± 4,16 31,25 ± 1,44

Нарингенин-Cu 5 18,70 ± 0,72 29,10 ± 2,67
50 18,37 ± 3,14 31,50 ± 4,97

Гесперетин 5 18,73 ± 2,50 29,70 ± 2,90
50 17,90 ± 0,20 31,83 ± 1,11

Гесперетин-Cu 5 22,03 ± 2,40 36,93 ± 3,79
50 44,25 ± 7,00*# 48,55 ± 3,00*#

Основания Шиффа гесперетина

HABH 5 33,00 ± 1,40*# 34,20 ± 3,60
50 32,35 ± 0,25*# 36,03 ± 2,92

HIN 5 34,35 ± 1,55*# 36,67 ± 3,70
50 41,75 ± 2,55*# 51,35 ± 4,76*#

Комплексы с металлами основания Шиффа гесперетина

HIN-Cu 5 25,5 ± 1,32 38,4 ± 1,80
50 37,9 ±  2,50* 33,5 ±  3,16

*Р < 0,05 по отношению к контрольной группе. 
#Р < 0,05 по отношению к группе нативных флавоноидов.

Модификация гесперетина по типу оснований Шиффа (HIN, 
HABH) увеличивала, независимо от используемой концентра
ции, долю погибших клеток, находящихся в логарифмической 
фазе роста. Модификация гесперетина с изониазидом (HIN)  
в концентрации 50 мкмоль вызывала значительное увеличение 
гибели клеток лишь в стационарной фазе роста дрожжевой куль
туры (табл. 3).

Введение ионов меди (II) в структуру нативных молекул гес
перетина и нарингенина, а также их модификаций по типу осно- 
ваний Шиффа (HABH-Cu) в целом существенно не влияло на 
жизнеспособность клеток S. cerevisiae. Исключение составил комп- 
лекс меди (II) с гесперетином (50 мкМ), который увеличивал 
долю погибших дрожжевых клеток в обеих фазах роста в 2 раза 
по сравнению с нативным гесперетином (табл. 3). Незначитель
ное увеличение погибших дрожжевых клеток в логарифмической 
фазе роста вызывало также основание Шиффа гесперетина в комп
лексе с медью (HIN-Cu) в концентрации 50 мкМ. 

Окончание табл. 3
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Для определения потенциальных молекулярных мишеней  
в белках АВС (STE6, YCF1, YOR1, PDR5, PDR15, PDR18, SNQ2) 
были отобраны флавоноиды и их производные, продемонстри
ровавшие значимый эффект при краткосрочном воздействии на 
АВС белки-транспортеры в клетках дрожжей S. cerevisiae. В иссле
дование было включено также основание Шиффа 6-гидрокси
флаванона (6-ОН-FTCH, 2 : 1), которое показало эффект при крат
косрочном воздействии на АВС белки-транспортеры в клетках 
S. cerevisiae в процессе дыхания. Молекулярный докинг, прове
денный с использованием Autodock Vina, показал, что энергии 
связывания для всех исследованных соединений с АВС-белками 
дрожжей имеют отрицательные значения, что свидетельствует  
о возможности образования стабильных комплексов. Для срав
нения полученных результатов была также определена энергия 
связывания доксорубицина – известного субстрата для белков 
P-gp, MRP1 и BCRP АВС-суперсемейства, которые, как отме
чалось ранее, имеют высокую гомологию с исследуемыми АВС 
белками-транспортерами дрожжей S. cerevisiae (табл. 4). 

При проведении молекулярного докинга было выявлено, что 
все испытанные АВС белки-транспортеры обладают достаточной 
энергией связывания (> –6,5 ккал/моль) со всеми изученными 
флавоноидами.

Результаты молекулярного докинга показали, что доксору
бицин лучше всего связывается с белками подсемейства ABCG 
(PDR5, PDR15, PDR18, SNQ2). Энергия связывания доксоруби
цина составила –9,1 ккал/моль для PDR5, –8,9 ккал/моль для 
PDR15, –9,2 ккал/моль для PDR18 и SNQ2 (табл. 4) 

Кроме того, установлено, что самой высокой энергией связы
вания с АВС белками-транспортерами дрожжей S. cerevisiae обла
дали основания Шиффа флавоноидов, а также их комплексы  
с металлами: 6-ОН-FTCH (2 : 1), HIN, гесперетин-Cu, нарингенин-
Cu (–11,9 ккал/моль; –10,4 ккал/моль; –10,3 ккал/моль; –10,5 ккал/моль, 
соответственно) с PDR5; 6HFTCH (2  :  1), Hesperetin-Cu, Narin
genin-Cu (–11,5 ккал/моль; –10,6 ккал/моль; –11,4  ккал/моль, 
соответственно) с PDR15; 6-ОН-FTCH (2  :  1), Hesperetin-Cu, 
Naringenin-Cu (–11,3 ккал/моль; –10,6 ккал/моль; –11,0 ккал/моль, 
соответственно) с PDR18; 6-ОН-FTCH (2  :  1), Naringenin-Cu 
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Таблица 4. Результаты молекулярного докинга флавоноидов   
и АВС-транспортеров дрожжей S. cerevisiae

Флавоноиды
ABC-

транспор- 
теры

Энергия  
связывания 
(ккал/моль)

Ключевые  
амино- 

кислоты
Места связывания

Флаванон

STE6 –6,6 LEU1139 Нуклеотидсвязывающий  
домен 2

YCF1 –8,0 TYR939 –

YOR1 –8,0
PHE363, 
PHE482, 
MET481

Трансмембранный  
домен 1

PDR5 –7,6
ALA243, 
LYS587, 
ALA245

Нуклеотидсвязывающий  
домен 1

PDR15 –8,1
ALA253,
SER255,
ASN219

Нуклеотидсвязывающий  
домен 1

PDR18 –7,8
THR660, 
SER524,
PRO665

Трансмембранный  
домен 2

SNQ2 –7,8
ALA595, 
PRO794,
SER653

–

6-ОН-флаванон

STE6 –6,5 LEU1139 Нуклеотидсвязывающий  
домен 2

YCF1 –8,7 TYR939 –

YOR1 –8,0
PHE363, 
PHE482, 
MET481

Трансмембранный  
домен 1

PDR5 –7,9
ALA243, 
LYS587, 
ALA245

Нуклеотидсвязывающий  
домен 1

PDR15 –8,5
ALA253,
SER255,
ASN219

Нуклеотидсвязывающий  
домен 1

PDR18 –8,1
THR660, 
SER524, 
PRO665

Трансмембранный  
домен 2

SNQ2 –8,0
ALA595, 
PRO794, 
SER653

–
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Флавоноиды
ABC-

транспор- 
теры

Энергия  
связывания 
(ккал/моль)

Ключевые  
амино- 

кислоты
Места связывания

6-ОН-FTCH (2 : 1)

STE6 –9,5 LEU1190 Нуклеотидсвязывающий  
домен 2

YCF1 –11,4 ASN1173 Трансмембранный  
домен 2

YOR1 –11,6

PHE482, 
MET481, 
ASP511, 
GLU509

Трансмембранный  
домен 1

PDR5 –11,9 ALA243, 
ALA245

Нуклеотидсвязывающий  
домен 1

PDR15 –11,5

VAL1027, 
GLY206,
GLY208, 
GLU1019,
SER273

Нуклеотидсвязывающий  
домен 2

PDR18 –11,3 GLY114, 
TYR112

Нуклеотидсвязывающий  
домен 1

SNQ2 –13,5
ARG514, 
SER573, 
SER653

–

Гесперетин

STE6 –7,1 LEU1139 Нуклеотидсвязывающий  
домен 2

YCF1 –7,8 TYR939 Трансмембранный домен 1

YOR1 –7,8
PHE363, 
PHE482, 
MET481

–

PDR5 –8,0
ALA243, 
LYS587, 
ALA245

Нуклеотидсвязывающий  
домен 1

PDR15 –8,7
ALA253, 
SER255, 
ASN219

Нуклеотидсвязывающий  
домен 1

PDR18 –8,6
THR660, 
SER524, 
PRO665

Трансмембранный  
домен 2

SNQ2 –8,7
ALA595, 
PRO794, 
SER653

–

Продолжение табл. 4
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Флавоноиды
ABC-

транспор- 
теры

Энергия  
связывания 
(ккал/моль)

Ключевые  
амино- 

кислоты
Места связывания

Гесперетин-Cu

STE6 –9,4 GLN214, 
THR135 Трансмембранный домен 1

YCF1 –10,4 SER533 Трансмембранный домен 1

YOR1 –9,7 SER637 Нуклеотидсвязывающий 
домен 1

PDR5 –10,3 LEU663 Трансмембранный домен 2

PDR15 –10,6 GLY813, 
LYS972

Нуклеотидсвязывающий 
домен 2

PDR18 –10,6

LYS667, 
PRO665, 
ASP527, 
PHE445, 
GLY669, 
SER668

Трансмембранный домен 2

SNQ2 –8,7 ASP246, 
ASP936

Нуклеотидсвязывающий 
домен 1,2

Нарингенин

STE6 –6,7 LEU1139 Нуклеотидсвязывающий 
домен 2

YCF1 –7,5 TYR939 –

YOR1 –8,0
PHE363, 
PHE482, 
MET481

Трансмембранный домен 1

PDR5 –8,1
ALA243, 
LYS587, 
ALA245

Нуклеотидсвязывающий 
домен 1

PDR15 –8,6
ALA253, 
SER255, 
ASN219

Нуклеотидсвязывающий 
домен 2

PDR18 –8,6
THR660, 
SER524, 
PRO665

Трансмембранный домен 2

SNQ2 –8,5
ALA595, 
PRO794, 
SER653

–

Нарингенин-Cu

STE6 –8,7 GLN214, 
THR135 Трансмембранный домен 1

YCF1 –9,8 SER533 Трансмембранный домен 1

YOR1 –10,4 SER637 Нуклеотидсвязывающий 
домен 1

Продолжение табл. 4
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Флавоноиды
ABC-

транспор- 
теры

Энергия  
связывания 
(ккал/моль)

Ключевые  
амино- 

кислоты
Места связывания

PDR5 –10,5 LEU663 Трасмембранный домен 2

PDR15 –11,4 GLY813,
LYS972 –

PDR18 –11,0

LYS667, 
PRO665, 
ASP527,
PHE445, 
GLY669, 
SER668

Трансмембранный домен 2

SNQ2 –10,3 ASP246, 
ASP936

Нуклеотидсвязывающий 
домен 1,2

HABH

STE6 –8,1 LEU1190 Нуклеотидсвязывающий 
домен 2

YCF1 –8,1 ASN1173 Трансмембранный домен 2

YOR1 –8,8

PHE482, 
MET481, 
ASP511, 
GLU509

Трансмембранный домен 1

PDR5 –9,6 ALA243, 
ALA245

Нуклеотидсвязывающий 
домен 1

PDR15 –9,1

VAL1027, 
GLY206,
GLY208, 
GLU1019,
SER273

Нуклеотидсвязывающий 
домен 1,2

PDR18 –9,7 GLY114, 
TYR112

Нуклеотидсвязывающий 
домен 1

SNQ2 –9,7
ARG514, 
SER573, 
SER653

–

HIN

STE6 –7,6 LEU1190 Нуклеотидсвязывающий 
домен 2

YCF1 –8,8 ASN1173 Трансмембранный домен 2

YOR1 –9,1

PHE482, 
MET481, 
ASP511, 
GLU509

Трансмембранный домен 1

PDR5 –10,4 ALA243, 
ALA245

Нуклеотидсвязывающий 
домен 1

Продолжение табл. 4
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Флавоноиды
ABC-

транспор- 
теры

Энергия  
связывания 
(ккал/моль)

Ключевые  
амино- 

кислоты
Места связывания

PDR15 –9,3

VAL1027, 
GLY206,
GLY208, 
GLU1019,
SER273

Нуклеотидсвязывающий 
домен 1,2

PDR18 –9,0 GLY114, 
TYR112

Нуклеотидсвязывающий 
домен 1

SNQ2 –9,6
ARG514, 
SER573, 
SER653

–

HABH-Cu

STE6 –7,8 GLN214, 
THR135 Трансмембранный домен 1

YCF1 –9,0 SER533 Трансмембранный домен 1

YOR1 –7,8 SER637 Нуклеотидсвязывающий 
домен 1

PDR5 –9,0 LEU663 Трансмембранный домен 2

PDR15 –9,5 GLY813, 
LYS972

Нуклеотидсвязывающий 
домен 2

PDR18 –9,5

LYS667, 
PRO665, 
ASP527, 
PHE445, 
GLY669, 
SER668

Трансмембранный домен 2

SNQ2 –8,8 ASP246,
ASP936

Нуклеотидсвязывающий 
домен 1,2

Доксорубицин

STE6 –7,6
GLU820
GLU814
GLU694

Трансмембранный домен 2

YCF1 –7,6 ASN1173 Трансмембранный домен 2

YOR1 –8,3

ALA872
GLU870
ASN1178
SER1179

–

PDR5 –9,1

HIS211
ASN209
TYR241
ASN242
ALA243

Нуклеотидсвязывающий 
домен 1

Продолжение табл. 4
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Флавоноиды
ABC-

транспор- 
теры

Энергия  
связывания 
(ккал/моль)

Ключевые  
амино- 

кислоты
Места связывания

PDR15 –8,9

PHE586
AKA1367
VAL1366
GLU1365

–

PDR18 –9,2 GLY886 Нуклеотидсвязывающий 
домен 2

SNQ2 –9,2

ASP936
GLN935
HIS248
ASP246
VAL247

Нуклеотидсвязывающий 
домен 1,2

Окончание табл. 4

(–13,5 ккал/моль; –10,3 ккал/моль соответственно) с SNQ2 (табл. 4). 
Различия энергии связывания флавоноидов и доксорубицина  
с АВС белками-транспортерами оказались незначительными – 
менее 2,75 ккал/моль, что соответствует погрешности скоринговой 
функции Autodock Vina. 

Из изученных флавоноидов максимальной энергией связывания 
обладали основание Шиффа 6-гидроксифлаванона (–9,5 ккал/моль)  
и комплекс гесперетина с Cu(II) (–9,4 ккал/моль) с АВС-транс- 
портером STE6. Аминокислотные остатки LEU1138, LEU1139  
и LEU1190 были наиболее распространенными аминокислотами, 
взаимодействующими с флавоноидами, что указывает на пред
почтительное связывание данных аминокислот со вторым нукле
отидсвязывающим доменом (табл. 4).

Самой высокой энергией связывания с АВС белками-транс
портерами АВСС-подсемейства (YOR1 и YCF1) обладали осно
вания Шиффа 6-гидроксифлаванона, а также комплексы с метал
лами нарингенина и гесперетина (Сu (II)). Стоит отметить, что  
в случае YOR1 ключевыми аминокислотами в активном центре 
для связывания данных соединений водородными связями явля
лись MET481, PHE482, GLU509, ASP511, SER637, в случае YCF1 – 
SER533 и ASN1173. Среди аминокислот только SER637 входит  
в первый нуклеотидсвязывающий домен АВС-транспортера YOR1, 
что указывает на возможное связывание комплекса гесперетина 
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с металлом, а также комплекса с металлом основания Шиффа 
гесперетина (HABH-Cu) в NBD1 (табл. 4). 

Как отмечено выше, доксорубицин хорошо связывается с бел
ками ABCG-подсемейства. Энергия его связывания составила 
–9,1 ккал/моль для PDR5, –8,9 ккал/моль для PDR15, –9,2 ккал/моль 
для PDR18 и SNQ2. Среди исследуемых флавоноидов были опре-
делены и соединения, обладающие высокой энергией связывания 
с этими белками. Белок SNQ2 продемонстрировал наилучшую 
энергию связывания с основанием Шиффа 6-гидроксифлавано-
на (–13,5 ккал/моль), а также с HABH и HIN гесперетина (–9,7  
и –9,6 ккал/моль соответственно). Комплекс нарингенина с Cu(II) 
также характеризовался хорошим показателем связывания  
(–10,3 ккал/моль). Связывание SNQ2 с Cu-нарингенином опре- 
делено в первом нуклеотидсвязывающем домене, где ключевой 
аминокислотой является ASP246 (табл. 4). 

Анализ других АВС-белков подсемейства ABCG (PDR5, 
PDR15 и PDR18) выявил высокие значения энергии связывания 
(> –9,0 ккал/моль) для большинства исследуемых флавоноидов, 
за исключением флаванона. В случае PDR5 ключевыми амино
кислотами, участвующими в образовании водородных связей  
с основанием Шиффа 6-гидроксифлаванона и гесперетином HABH 
и HIN, оказались ALA243 и ALA245, которые входят в нуклео
тидсвязывающий домен  1. Взаимодействие оснований Шиффа 
гидроксифлаванона и гесперетина HABH и HIN с PDR15 опре
делялось аминокислотами GLY206, GLY208, GLU1019 и VAL1027, 
а для комплексов нарингенина, гесперетина и его основания 
Шиффа (Cu-HABH) – GLY206 и LYS972. Причем эти флаваноиды 
взаимодействуют как с первым, так и со вторым нуклеотидсвя
зывающим доменами PDR15. Для АВС-белка PDR18, хотя и наблю
далась хорошая энергия связывания со всеми исследуемыми 
молекулами, только основания Шиффа флаванона и гесперетина 
(6-ОН-FTCH (2  : 1), HABH, HIN) взаимодействовали с TYR112  
и GLY114, находящимися в первом нуклеотидсвязывающем до
мене (табл. 4). 

Сравнительный анализ выявил, что доксорубицин и иссле-
дуемые флавоноиды образуют водородные связи с одинаковыми 
аминокислотами в сайтах связывания АВС-белков PDR5, PDR18, 
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SNQ2, но в разных положениях. Стоит отметить, что все ключе-
вые аминокислоты входят в состав первого нуклеотидсвязываю-
щего домена.

Заключение. Краткосрочные эффекты флавоноидов и их 
производных на активность АВС белков-транспортеров зависят 
от фазы роста дрожжевых клеток, а также структурных особен-
ностей молекул флавоноидов. Влияние фазы роста дрожжевой 
культуры на кальцеин-зависимую флуоресценцию клеток, веро-
ятно, обусловлена различным профилем и интенсивностью экс-
прессии АВС белков-транспортеров. Среди изученных флавоно-
идов (флаванон, 2ʹ-ОН-флаванон, гесперетин, нарингенин, HTSC, 
HHSB, HIN, HABH, HABH-Cu, гесперетин-Cu, нарингенин-Cu) 
были обнаружены как стимуляторы, так и ингибиторы активно-
сти АВС белков-транспортеров. 

В результате молекулярного докинга выявлено непосредствен
ное связывание флавоноидов и их производных с нуклеотидсвя-
зывающими доменами АВС белков-транспортеров. Особенно вы
сокой энергией связывания с флавоноидами и их производными 
обладали белки ABCG-подсемейства. 

Применение метода молекулярного докинга позволило иден-
тифицировать флавоноиды и их производные, образующие во-
дородные связи со специфическими аминокислотами в центрах 
связывания АВС-белков, что позволяют более точно предска-
зать их взаимодействие с целевыми белками и оптимизировать 
выбор соединений для дальнейших исследований. Производные 
флавоноидов являются перспективными биостимуляторами АВС 
белков-транспортеров у S. cerevisiae, применение которых в био
технологических процессах может обеспечить увеличение вы-
хода биомассы вследствие повышения устойчивости клеток дрож
жей к токсическим продуктам метаболизма.
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INTERACTION OF FLAVONOIDS AND THEIR DERIVATIVES  
WITH ABC-SUPERFAMILY TRANSPORTER PROTEINS  

IN SACCHAROMYCES CEREVISIAE YEAST

V. M. GRECHKO, I. S. CHERNEI, V. T. CHESHCHEVIK

Polessky State University, Pinsk, Belarus, 
Violetta.korolevich@mail.ru

This work presents the effects of flavonoids (flavanone, 6-OH-flavanone, hes-
peretin, hesperetin-copper complex, naringenin, naringenin-copper complex, hesp
eretin Schiff bases and their copper complexes (HABH-Cu)) on the activity of ABC 
transporter proteins and the viability of S. cerevisiae during fermentation. Potential 
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target sites for the interaction of flavonoids with molecules of ABC-superfamily
proteins were identified in the studied yeast. Flavonoids exerted both stimulating
and inhibiting effects on the activity of ABC-superfamily transporter proteins and
on yeast survival. It was established that the nucleotide-binding domains are the in-
teraction sites of flavonoids and their derivatives with ABC proteins. In the studied
microorganism, flavonoids and their derivatives had the greatest affinity for
ABCG-subfamily proteins. Thus, flavonoids and their derivatives are regulators of
ABC-superfamily transporter proteins, which can be used to modulate the resis-
tance of S.  cerevisiae yeast to toxic metabolites in biotechnological processes
implemented with their use.

Keywords: ABC transporters, S. cerevisiae yeast, flavonoids, flavonoid Schiff
bases, molecular docking, binding energy, nucleotide-binding domains.
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