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Аннотация. Тирозиновая	киназа	ZAP-70	(Zeta-chain-Associated Protein kinase	70)	является	ключевым	ферментом	 
в	 регуляции	 адаптивного	 иммунного	 ответа.	Cвязываясь	 своими	 SH2-доменами	 с	 цитоплазматическим	 доменом	
белка	CD3ζ,	ассоциированного	с	T-клеточным	рецептором,	Zap-70	осуществляет	передачу	активационного	сигнала	 
к	T-лимфоцитам,	индуцированного	взаимодействием	главного	комплекса	гистосовместимости	с	T-клеточным	рецеп-
тором.	Известно,	что	для	киназной	активации	ZAP-70	также	необходимым	является	фосфорилирование	тирозинов	
315,	319	и	493,	однако	механизмы	активации	неясны.	В	настоящем	исследовании	использованы	средства	молекуляр-
ной	структурной	биологии	для	установления	этих	механизмов.	
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STRUCTURAL BASIS OF ZAP-70 ACTIVATION UPON PHOSPHORYLATION  
OF TYROSINES 315, 319 AND 493

Abstract. ZAP-70	(Zeta-chain-Associated Protein	kinase	70)	is	a	key	kinase	in	the	regulation	of	the	adaptive	immune	
response.	Zap-70	acts	by	binding	its	SH2-domains	to	the	T-cell-associated	CD3ζ	protein,	thus	transmitting	a	T-cell	activation	
signal	induced	by	the	interaction	of	Major	Histocompatibility	Complex	with	T-cell	Receptor.	It	has	been	established	that	for	
ZAP-70	 kinase	 activation,	 the	 phosphorylation	 of	 Tyr315,	 Tyr319,	 and	 Tyr493	 is	 required,	 however	 the	 mechanisms	 are	
unclear.	In	the	present	study,	we	use	the	tools	of	structural	modeling	to	elucidate	the	ZAP-70	activation	mechanisms.

Keywords: T-cell receptor, CD3ζ,	ITAM,	ZAP-70	
For citation. Urban	V.	A.,	Veresov	V.	G.	Structural	basis	of	ZAP-70	activation	upon	phosphorylation	of	tyrosines	315,	

319	and	493.	Doklady Natsional’noi akademii nauk Belarusi = Doklady of the National Academy of Sciences of Belarus, 
2023,	vol.	67,	no.	1,	pp.	38–40	(in	Russian).	https://doi.org/10.29235/1561-8323-2023-67-1-38-40

Введение. После	связывания	главного	комплекса	гистосовместимости	(ГКГ;	Major Hysto	com-
patibility Complex;	MHC),	экспрессированного	на	антиген-презентирующих	клетках,	с	T-кле	точ-
ным	рецептором	(ТКР)	на	T-лимфоцитах	происходит	фосфорилирование	киназой	Lck	тирозинов	
ITAM-мотивов	во	внутриклеточных	участках	димера	белка	CD3ζ,	ассоциированного	с	ТКР,	что	
приводит	 к	 связыванию	 с	 ITAM-мотивами	 тирозиновой	 киназы	 ZAP-70	 и	 рекрутированию	
последней	к	плазматической	мембране,	где	осуществляется	фосфорилирование	тирозинов	Tyr315	
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и Tyr319 линкера между SH2-доменом и киназным доменом киназы ZAP-70, а также фосфорили-
рование Tyr493 между двумя N- и С-долями киназного домена, что приводит к дальнейшему 
распространению сигнала и в конечном итоге к активации T-клетки [1]. До последнего времени 
не существовало понимания на молекулярном уровне, каким образом активируется киназный 
домен ZAP-70 после фосфорилирования Tyr315, Tyr319 и Tyr493. К настоящему времени установ-
лены атомистические структуры инактивированного ZAP-70, где Tyr315 и Tyr319 заменены на 
фенилаланины (ZAP-70_FF) [2] (PDBID: 2OZO), а также структура ZAP-70 c нефосфорили рован-
ными Tyr315 и Tyr319 (ZAP70_YY) [3]; (PDBID: 4K2R). Однако в обеих структурах отсутствуют 
остатки в активационной петле киназного домена, а также Tyr315 и Tyr319 присутствовали в не-
фосфорилированном состоянии, что не позволяет дать структурное обоснование изменений в ки-
назной активности при фосфорилировании остатков 315, 319 и 493 [3]. В настоящем исследовании 
были получены полные структуры ZAP-70 с нефосфорилированными и фосфорилированными 
остатками Tyr315 и Tyr319, а также промоделирована активационная петля киназного домена. 

Материалы и методы исследования. Ато-
мистическую структурную модель полноце по чеч-
ного нефосфорилированного белка ZAP-70_YY 
получали с использованием комбинации про грам-
мы I-TASSER [4] и GalaxyRefine2 [5]. Начальную 
модель фосфорилированного белка ZAP-70_
pY315pY319pY493 получали с использованием сер-
вера Vienna-PTM [5] с опцией активи ро ванной 
минимизации. Уточнение модели фосфорили ро-
ванного белка ZAP-70 осуществляли с использо-
ванием метода молекулярной динамики в рамках 
программного пакета GROMACS [6] и силового 
поля GROMOS 54a7 [7], позволяющего рассмат-
ривать фосфорилированные Tyr. Рас сматривали 
поведение фосфорилированного ZAP-70 в NPT 
ансамбле на интервале 100 нс реаль ного времени. 
Финальный снапшот рассматривали в качестве 
репрезентативной структуры. 

Результаты и их обсуждение. Атомисти че-
ская структурная модель белка ZAP-70, фосфо-
ри  ли рованного по тирозинам 315, 319, 493, полу-
ченная с использованием сервера Vienna-PTM  
с последующим уточнением методом молеку-
лярной динамики, и ее структурное наложение  
на атомистическую структурную модель нефос-
форилированного белка ZAP-70 (ZAP-70_YY), 
полученную с использованием программ I-Tasser 
[4] и GalaxyRefine2 [5], приведены на рисунке  
(b и c). Увеличенное изображение активацион но-
го участка киназного домена приведено на ри-
сунке d. Расчет показывает, что фосфорили ро-
ванный по остаткам Tyr315, Tyr319, Tyr493 ZAP-70 
стабилизирует активационную петлю киназного 
домена через образование водородных связей 
pTyr493 с Asp489 и Asp490, а также через образо-
вание солевых мостиков между pTyr493 и Arg460. 
Мы предполагаем, что такая стабилизация акти-
вационной петли киназного домена делает воз мож-
ным последующее фосфорилирование белков LAT 

Структурная модель активации ZAP-70: a – доменная 
организация ZAP-70; b – структурное наложение фос-
форилированного и нефосфорилированного ZAP-70;  
c – увеличенное изображение структурного наложе-
ния фосфорилированного и нефосфорилированного 
ZAP-70; d – увеличенное изображение киназного до-
мена фосфорилированного ZAP-70. Показаны pTyr493, 
а также Asp489, Asp490 и Arg460, образующие поляр-
ные контакты с pTyr493. Полярные контакты (водород-
ные связи и солевые мостики), образуемые Tyr493 по-

казаны черным пунктиром

Structural model of the ZAP-70 activation: a – domain or-
ganization of ZAP-70; b – structural superposition of phos-
phorylated and unphosphorylated ZAP-70; c – closer view 
of structural superposition of phosphorylated and unphos-
phorylated ZAP-70; d – closer view of the phosphorylated 
ZAP-70 kinase domain. Shown are: pTyr493, and Asp489, 
Asp490, Arg460, forming polar contacts with pTyr493. 
The polar contacts (H-bonds and salt bridges) that are 

formed by pTyr493 are shown by black dashed lines
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и SLP-76 активированным киназным доменом киназы ZAP-70. В соответствии с этой моделью 
можно предположить, что роль фосфорилирования Tyr315 и Tyr319 заключается в разведении 
N-SH2 и C-SH2 доменов на расстояние, создающее топологическую комплементарность по отно-
шению к ITAM-мотивам ди мера CD3ζ, необходимое для связывания, которое приводит к рекрути-
рованию ZAP-70 к плаз матической мембране T-клетки, где осуществляется фосфорилирование 
Tyr493 киназой Lck. 

Заключение. Проведенные расчеты позволяют заключить, что фосфорилирование Tyr493 
приводит к стабилизации активационной петли киназного домена киназы ZAP-70, создавая кон-
формацию ZAP-70, необходимую для фосфорилирования LAT и SLP-76 киназой ZAP-70 
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