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Функциональная компартментализация клеточного ядра играет важную роль в регуляции работы генома,
обеспечивая возможность концентрации ферментов в реакционных центрах, таких как транскрипционные
фабрики, тельца Кахаля, спеклы и др. Механизмы, обеспечивающие функциональную компартментализа#
цию клеточного ядра, не до конца изучены. В настоящее время есть веские основания полагать, что веду#
щую роль здесь играет физический процесс разделения жидких фаз. В этом кратком обзоре проанализиро#
ваны экспериментальные работы, демонстрирующие, что разделение жидких фаз не только обеспечивает
функциональную компартментализацию клеточного ядра, но и вносит важный вклад в формирование 3D
архитектуры генома.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: разделение жидких фаз, хроматин, клеточное ядро, транскрипция, ядерный ком#
партмент, пространственная организация генома.
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ВВЕДЕНИЕ

На роль стохастических процессов в компарт#
ментализации клеточного ядра обратили внима#
ние сравнительно недавно в связи с демонстра#
цией того, что энтропийные силы, возникаю#
щие при очень высокой концентрации макро#
молекул, имеющей место в клеточном ядре (т. н.
условия макромолекулярного краудинга), игра#
ют важную роль в формировании ядрышка, те#
лец Кахаля, PML#телец и ряда других функцио#
нальных внутриядерных компартметов [1–4]. В
данном обзоре функциональным компартмен#
том обозначен локальный участок клеточного
ядра, в котором концентрация ферментов и
вспомогательных факторов, участвующих в осу#
ществлении того или иного функционального
процесса, существенно превышает таковую в
остальных частях ядра. Функциональные ком#
партменты включают т.н. ядерные тельца (тель#

ца Кахаля, PML#тельца, спеклы и др.), но не ог#
раничиваются ими. К числу функциональных
компартментов можно отнести, например, при#
ламеллярный и околоядрышковый слои ядра,
где сосредоточена значительная часть неактив#
ного хроматина.  Было показано, что ядерные
тельца легко разбираются при снижении уровня
макромолекулярного краудинга и восстанавли#
ваются при его повышении. Силы, возникаю#
щие в условиях макромолекулярного краудинга,
способствуют агрегации любых крупных объек#
тов [3]. Например, агрегации инициированных
транскрипционных комплексов с образованием
т.н. транскрипционных фабрик [5]. Однако не#
специфическая агрегация тех или иных макро#
молекул и их комплексов не может объяснить
многих свойств ядерных телец, которые харак#
теризуются, в частности, сферической формой,
способностью объединяться и быстрым обме#
ном составляющими их компонентами с окру#
жающей средой. Все это типично для объектов,
возникших в результате разделения жидких фаз
[6, 7]. Примером таких объектов могут служить
капельки жира в водной среде. Для того, чтобы
начался процесс разделения жидких фаз, необ#

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : IDR (intrinsically disordered
regions) – неструктурированный домен; IC (interchromatin
compartment) – интерхроматиновый компартмент.
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ходимо, чтобы составляющие выделяющуюся
фазу компоненты были способны взаимодей#
ствовать друг с другом, причем взаимодействия
должны быть множественными и неспецифи#
ческими [8]. Показано, что такие взаимодей#
ствия легко возникают между неструктуриро#
ванными (дезорганизованными) доменами
(intrinsically disordered regions, IDRs), присут#
ствующими в составе многих ядерных белков, в
том числе гистонов и белков гетерохроматина
[9–16]. Будучи сконцентированными в ограни#
ченном пространстве, эти белки легко устанав#
ливают множественные взаимодействия, при#
водящие к выделению их в отдельную жидкую
фазу [8] (рис. 1). Характер взаимодействий мо#
жет быть различным, однако в биологических
системах наиболее часто разделение жидких фаз
стимулируется гидрофобными взаимодействия#
ми между IDR. Такие взаимодействия весьма
чувствительны к обработке 2,6#гександиолом
[17], в силу чего эта обработка используется для
тестирования предположения о том, что изучае#
мый объект возник в силу разделения жидких
фаз [13, 18, 19]. Типичным примером внутрия#
дерного компартмента, возникшего посред#
ством разделения жидких фаз, является ядрыш#
ко [20]. Находящиеся внутри ядрышка фибрил#
лярные центры, в составе которых присутствует
активная РНК полимераза I, выделяются из ос#
тальной части ядрышка также благодаря разде#
лению жидких фаз [21]. Таким образом, ядрыш#
ко является многкомпонентной системой,
сформированной посредством разделения жид#

ких фаз [22]. На первый взгляд, существует не#
кое противоречие между тем, что ядерные ком#
партменты являются относительно специфич#
ными (т.е. содержат определенные наборы бел#
ков), в то время как процесс выделения жидких
фаз базируется на неспецифических взаимодей#
ствиях. В действительности, никакого противо#
речия здесь нет. Для того, чтобы инициировать
процесс разделения жидких фаз, необходимо
обеспечить высокую локальную концентрацию
способных к взаимодействию белков. Это ста#
новится возможным благодаря мультимериза#
ции, либо привлечения к некой платформе бел#
ков, обладающих способностью специфически
связываться с этой платформой (рис. 1).

Платформой может быть белок, например,
белок PML в PML тельцах [23, 24], или некоди#
рующая РНК, например, NEAT в параспеклах
[25–27]. Индуцированная светом определенной
длины мультимеризация химерных белков ис#
пользуется в оптогенетической системе, позво#
ляющей оценить потенциал различных IDR к
образованию фазовых конденсатов [28]. В этой
системе тестируемый IDR экспрессируется в
составе химерного белка с активируемым све#
том, мультимеризующимся доменом белка Cry2
Arabidopsis thaliana. При достижении некой по#
роговой концентрации химерного белка в клет#
ках облучение их голубым светом приводит к
мультимеризации  химерного белка и последую#
щему разделению жидких фаз в том случае, ког#
да тестируемые IDR способны к неспецифичес#
кому взаимодействию.
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Рис. 1. Принцип разделения жидких фаз в клеточном ядре. Белки, несущие неструктурированные домены, взаимодей#
ствуют с общей структурной платформой, роль которой может выполнять белок или РНК. Дальнейшее взаимодействие
неструктурированных доменов между собой приводит к образованию «белковой капли». (С цветным вариантом рис. 1 и 2
можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/)



РАЗДЕЛЕНИЕ ЖИДКИХ ФАЗ И КОМПАРТМЕНТАЛИЗАЦИЯ ЯДРА

РОЛЬ РАЗДЕЛЕНИЯ
ЖИДКИХ ФАЗ В ГЛОБАЛЬНОЙ

КОМПАРТМЕНТАЛИЗАЦИИ ЯДРА

Говоря о компартментализации клеточного
ядра, стоит прежде всего упомянуть хроматино#
вый домен, состоящий из связанных друг с дру#
гом хромосомных территорий. Излишне гово#
рить о том, что в этом домене крайне высока
концентрация гистонов. Хорошо известно, что
нуклеосомы могут устанавливать контакты че#
рез посредство N#концевых доменов гистонов
[29–32]. Наиболее популярная модель объясня#
ет установление таких контактов электростати#
ческим взаимодействием N#концевого домена
гистона H4 с отрицательно заряженным доме#
ном (acidic patch) на поверхности соседней нук#
леосомной глобулы [33–36]. Однако ряд резуль#
татов позволяет полагать, что не менее важным
для опосредованной межнуклеосомными взаи#
модействиями конденсации хроматина является
процесс разделения жидких фаз [37]. Разные ти#
пы хроматина, по#видимому, обладают неоди#
наковой способностью к выделению в обособ#
ленную фазу. Так, процесс образования фазовых
конденсатов существенно стимулируется гисто#
ном H1, который в присутствии ДНК способен
образовывать фазовые конденсаты in vitro [38].
Многие белки гетерохроматина, в том числе
HP1 и белки комплексов Polycomb, также содер#
жат IDR, способные взаимодействовать с обра#
зованием фазовых конденсатов [13, 14, 39–41].
В ряде ситуаций жидкие фазовые конденсаты
могут в последующем переходить в гелеобразное
состояние [39, 42]. Этот процесс фактически
сводится к переходу от жидкого фазового кон#
денсата к полимерному фазовому конденсату,
возникновение которого обеспечивается уста#
новлением внутренних сшивок в полимере.
Среди компонентов активного хроматина также
есть белки, способные при определенных кон#
центрациях формировать фазовые конденсаты
[37]. IDR присутствуют в составе самой РНК
полимеразы II, медиатора и многих транскрип#
ционных факторов [15, 16, 43, 44].

В силу всего сказанного выше можно пола#
гать, что хроматиновый домен в целом выделя#
ется внутри ядра посредством фазового перехо#
да. Более того, сам по себе хроматиновый домен
состоит из двух раличающихся фазовых конден#
сатов, соответствующих эухроматину и гетеро#
хроматину. Анализ хромосомных территорий,
выполненный с использованием микроскопии
высокого разрешения, свидетельствует о том,
что хромосомные территории состоят из глобу#
лярных структур, содержащих ~ 1000 т.п.н.
ДНК, на поверхности которых находится актив#

ный хроматин, а внутри – неактивный [45, 46].
Хроматиновый домен пронизывают так называ#
емые интерхроматиновые каналы, совокуп#
ность которых составляет интерхроматиновый
компартмент (interchromatin compartment, IC),
который служит для транспорта различных мак#
ромолекул, в том числе, новосинтезированных
РНК, а также является местом расположения
различных ядерных структур, таких как ядрыш#
ко, спеклы, тельца Кахаля и др. [45–47]. Меха#
низмы, обеспечивающие существование IC, не
вполне понятны. Не исключено, что и здесь
важную роль играет процесс разделения жидких
фаз, потому что заполняющие IC РНК и РНК#
связывающие белки могут взаимодействовать
друг с другом, стимулируя процесс фазового
разделения [48, 49].

Важную роль в глобальной организации кле#
точного ядра играют расположенные в IC функ#
циональные компартменты, многие из которых
являются фазовыми конденсатами [40]. Если го#
ворить о глобальной организации ядра, то преж#
де всего следует обратить внимание на компарт#
менты, играющие важную роль в простран#
ственной организации хроматинового домена
посредством привлечения к ним определенных
типов хроматина. Давно известно, что значи#
тельная часть неактивного хроматина располо#
жена рядом с ядрышком [50, 51]. Результаты
полногеномных исследований, выполненных с
использованием новых экспериментальных
подходов, позволяющих картировать гены, рас#
положенные рядом с различными ядерными
компартментами, показывают, что ядрышко
составляет своего рода инактивирующий хаб,
рядом с которым сосредоточены неактивные ге#
ны [52, 53]. Другим таким хабом является ядер#
ная ламина [52]. Активные гены предпочтитель#
но сосредоточены рядом со спеклами [52, 53],
которые также являются ядерными компарт#
ментами, возникающими вследствие разделе#
ния жидких фаз. В спеклах сосредоточены фак#
торы сплайсинга. Предполагается, что привле#
чение к этим компартментам активных генов
обеспечивает возможность быстрого процес#
синга новосинтезированных транскриптов. Су#
ществуют и другие объяснения повышения
уровня транскрипции генов, расположенных
рядом со спеклами [54]. Хорошо изученными
ядерными компартментами, возникающими
посредством разделения жидких фаз, являются
тельца Кахаля. В этих тельцах сосредоточены
ферменты, участвующие в модификации малых
ядерных РНК, процессинге концов не подверга#
ющейся полиаденилированию РНК и ряде дру#
гих процессов [55]. Подобно спеклам, тельца
Кахаля также являются некими хабами, к кото#
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рым могут привлекаться различные гены вне за#
висимости от близости их расположения на
ДНК [56, 57].

Еще одним типом внутриядерных компарт#
ментов, который стоит упомянуть в нашей дис#
куссии, являются транскрипционные фабрики.
Достаточно давно было показано, что иници#
ированные и элонгирующие молекулы РНК по#
лимеразы II собраны в кластеры, которые и по#
лучили название «транскрипционные фабрики»
[58–61]. Механизмы формирования транскрип#
ционных фабрик и возможная роль этих струк#
тур обсуждается в литературе в течение 25 лет [5,
58, 62, 63]. В последние годы появились убеди#
тельные свидетельства того, что кластеризация
транскрипционных комплексов обеспечивается
процессом разделения жидких фаз, регулируе#
мого фосфорилированием С#концевого домена
РНК полимеразы II [15]. Важно, что к тран#
скрипционным фабрикам могут привлекаться
гены, расположенные на значительных геном#
ных расстояниях, а иногда и на разных хромосо#
мах [64, 65]. То же справедливо и для привлече#
ния генов к ядрышку или спеклам. В результате
отдельные хромосомные территории оказыва#
ются объединенными в единый хроматиновый
домен. Этот домен является достаточно элас#
тичным в силу того, что уровень компактизации
хроматина может изменяться в широких преде#
лах в ответ на различные воздействия, напри#
мер, в ответ на гипотонический шок. Было по#
казано, что, будучи прикрепленным одновре#
менно к ядрышку и ядерной ламине, хроматин
механически растянут. Утрата заякориваний на
ядерной ламине приводит к сокращению объе#
ма хроматинового домена [66].

РОЛЬ РАЗДЕЛЕНИЯ ЖИДКИХ ФАЗ
В РЕГУЛЯЦИИ ТРАНСКРИПЦИИ

Отличительной особенностью систем конт#
роля транскрипции в эукариотической клетке
является наличие удаленных энхансеров. По
современным представлениям, количество эн#
хансеров в геноме человека, по меньшей мере, в
10 раз превосходит количество промоторов [67,
68]. Механизм действия энхансеров остается
предметом дискуссий [69]. В последние годы
опубликовано несколько работ, указывающих
на то, что на энхансере формируется активатор#
ный комплекс, обогащенный различными
транскрипционными факторами и компонен#
тами транскрипционного аппарата [70]. В фор#
мировании данного комплекса ключевую роль
играет процесс разделения жидких фаз, направ#
ляемый взаимодействием неструктурирован#

ных доменов, присутствующих в составе РНК
полимеразы, медиатора и многих транскрипци#
онных факторов [18, 70, 71]. Необходимая для
инициации процесса разделения жидких фаз
концентрация взаимодействующих компонен#
тов обеспечивается наличием множественных
сайтов их связывания в границах энхансера.
Роль платформы, привлекающей дополнитель#
ные белки, может играть энхансерная РНК [72,
73]. Суперэнхансеры, как правило, состоят из
нескольких энхансерных модулей, разделенных
спейсерами различной длины. Выпетливание
разделяющих энхансерные модули сегментов
хроматиновой фибриллы позволяет объеди#
ниться собранным на этих доменах активатор#
ным комплексам в единый комплекс [70]. Про#
цесс этот может происходить без каких#либо
затрат энергии, так как способность к слиянию
является внутренним свойством жидких фазо#
вых конденсатов [74]. Для того, чтобы быть ак#
тивированным тем или иным энхансером, про#
мотор должен оказаться внутри активаторного
комплекса, собранного на этом энхансере. По#
видимому, это происходит аналогично процессу
объединения доменов суперэнхансера. На про#
моторе собирается свой жидкий конденсат,
компоненты которого (транскрипционные
факторы, РНК полимераза и т.д.) в значитель#
ной мере перекрываются компонентами соб#
ранного на энхансере активаторного комплекса
[15, 75]. Такие комплексы могут легко слиться,
в результате чего промотор будет удерживаться
в среде, обеспечивающей благоприятные усло#
вия для его работы [71] (рис. 2). Детали всех
этих процессов еще предстоит выяснить. В нас#
тоящее время продемонстрировано, что на су#
перэнхансерах формируются фазовые конден#
саты, содержащие различные факторы тран#
скрипции, РНК полимеразу II и медиатор, и
что к этим конденсатам привлекаются актив#
ные гены, работа которых направляется данны#
ми суперэнхансерами [18, 19]. Открытыми ос#
таются вопросы о том, как определяется специ#
фика активации суперэнхансером определен#
ных промоторов, как происходит освобождение
элонгирующей РНК полимеразы из энхансер#
промоторного комплекса, влияет ли энхансер
на процесс элонгации и т.д. Недавно было про#
демонстрировано, что фосфорилирование С#
концевого домена РНК полимеразы II регули#
рует ее сродство к конденсатам, содержащим
медиатор, и конденсатам, содержащим факто#
ры сплайсинга [76]. Можно ожидать, что в бли#
жайшее время число примеров регулируемого
перемещения макромолекул между различны#
ми фазовыми компартментами существенно
возрастет.
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Изучение роли разделения жидких фаз в
клеточном ядре стало одним из наиболее дина#
мично развивающихся направлений в молеку#
лярной биологии. Иногда складывается впечат#
ление, что разделением жидких фаз пытаются
объяснить все, что происходит в клеточном яд#
ре. При этом нередко игнорируются те факты,
которые не укладываются в развиваемую мо#
дель. В этой связи хотелось бы обратить внима#
ние на необходимость более взвешенного ана#
лиза результатов. Если говорить о роли разделе#
ния жидких фаз в формировании хроматиновых
доменов, то стоит указать на то, что многие ре#
зультаты, указывающие на способность гисто#
нов и белков гетерохроматина образовывать фа#
зовые конденсаты, получены в экспериментах in
vitro [37]. Результаты экспериментов, предпри#
нятых для того, чтобы продемонстрировать роль
разделения жидких фаз в формировании гете#
рохроматина в живых клетках, остаются доволь#
но противоречивыми [13, 77]. Критерии фазо#
вых конденсатов остаются размытыми, и далеко
не все объекты, которые принято считать фазо#

выми конденсатами, удовлетворяют всем этим
критериям [42, 78]. Не отрицая важную роль
процесса разделения жидких фаз в формирова#
нии внутриядерной архитектуры, включая и 3D
организацию генома, мы полагаем, что вся эта
организация складывается в результате коопера#
ции комплекса различных механизмов, вклад
каждого из которых будет различен в конкрет#
ных случаях. Так, формирование гетерохрома#
тиновых доменов может начинаться с разделе#
ния жидких фаз и заканчиваться образованием
гелей, которые по ряду параметров существенно
отличаются от жидких конденсатов [39, 42].

Финансирование. Работа выполнена при фи#
нансовой поддержке Российского научного
фонда (грант 18#14#00011).

Конфликт интересов. Авторы заявляют, что у
них нет конфликта интересов.

Соблюдение этических норм. Настоящая
статья не содержит описания исследований с
участием людей или использованием животных
в качестве объектов.
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Рис. 2. Роль жидкостного разделения фаз в коммуникации энхансеров и промоторов. Транскрипционные факторы связы#
ваются с энхансером и промотором с образованием жидкостных конденсатов. Дальнейшее слияние конденсатов обеспе#
чивает сближение промотора и энхансера и активацию транскрипции
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Functional compartmentalization of the cell nucleus plays an important role in the regulation of genome activity by
providing accumulation of enzymes and auxiliary factors in the reaction centers, such as transcription factories,
Cajal bodies, speckles, etc. The mechanisms behind the nucleus functional compartmentalization are still poorly
understood. There are reasons to believe that the key role in the nucleus compartmentalization belongs to the process
of liquid–liquid phase separation. In this brief review, we analyze results of experimental studies demonstrating that
liquid–liquid phase separation not only governs functional compartmentalization of the cell nucleus but also con#
tributes to the formation of the 3D genomic architecture.
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К настоящему времени опубликовано огромное количество геронтологических исследований. Тем не менее
на сегодняшний день наиболее эффективными и достоверными способами продления здорового периода
жизни является известное с древних времен ограничение по питанию. Физические нагрузки также являют&
ся хорошо известным геропротектором, особенно эффективно действующие на замедление старения ске&
летных мышц. В данном обзоре мы рассматриваем молекулярные механизмы действия физических нагру&
зок на мышечную ткань, а также обсуждаем возможность распространения этих способов для замедления
старения всего организма. Непосредственно во время упражнения падает уровень ATP и, как и при голода&
нии, активируется AMP&зависимая протеинкиназа, АМРК. Эта киназа стимулирует антиоксидантный по&
тенциал клетки и дыхательную емкость митохондрий. Этому же способствует гормезисный ответ на окис&
лительный стресс, возникающий во время нагрузок. Кроме того, во время упражнения происходит генера&
ция активаторов mTOR. По окончании нагрузки уровень ATP повышается, что позволяет активацию
mTOR. Таким образом, хронические упражнения попеременно усиливают как антиоксидантную защиту и
биогенез митохондрий мышечной ткани (через АМРК и гормезисный ответ), так и стимулируют ее проли&
ферацию (через mTOR), что, в свою очередь, препятствует старческой атрофии мышц. Следуя нашей логике,
попеременный прием фармакологических стимуляторов (i) АМРК в комбинации с индукторами небольшо&
го окислительного стресса и (ii) mTOR мог бы частично заменить упражнения. В отличие от упражнений,
искусственная активация AMPK происходит без падения уровня АТР. Возможно, применение разобщите&
лей дыхания и окислительного фосфорилирования в фазе стимуляции АМРК может предотвратить нега&
тивные последствия, связанные с гипер&энергизацией клеток. Считается, что снижение как антиоксидант&
ного, так и пролиферативного потенциала клеток является причинами старения многих тканей, не только
мышечной. С нашей точки зрения, приведенная выше логика может быть применима к большинству тка&
ней человеческого организма.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: старение, ограничение питания, разобщители, геропротекторы, физическая нагруз&
ка, mTOR, AMPK.
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ВВЕДЕНИЕ

За последние десятилетия произошел суще&
ственный интеллектуальный прорыв в области

клеточной биологии. Сейчас, вероятно, основ&
ные молекулярные механизмы деления, диффе&
ренцировки, защиты от стресса, старения и зап&
рограммированной смерти клетки уже извест&
ны. В то же время прогресс в понимании биоло&
гии клетки не привел к существенному прогрес&
су в области геронтологии. Следовательно, мож&
но ожидать, что очередной прорыв в понимании
механизмов старения произойдет на следующем
за клеточным уровнем сложности, на уровне ор&
ганов и тканей.

Для экспериментальных позвоночных жи&
вотных, крыс и мышей, популярные в плане уве&
личения продолжительности жизни фармаколо&
гические препараты, как правило, увеличивают
продолжительности жизни лишь на 10–30%. К
таким препаратам относятся рапамицин, сали&

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : АФК – активные формы
кислорода; AMPK – AMP&зависимая протеинкиназа;
AICAR – 5&аминоимидазол&4&карбоксамид рибофура&
нозид (5&aminoimidazole&4&carboxamide ribonucleotide);
IGF1 – инсулиноподобный фактор роста 1 (insulinlike
growth factor 1); GH – гормон роста, соматотропин (growth
hormone); MGF – фактор роста мышц (Muscle Growth
Factor); mTOR – мишень рапамицина у млекопитающих
(mammalian target of rapamycin).

* Первоначально английский вариант рукописи опубли&
кован на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.bio.
msu.ru/biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM20&093,
22.05.2020.

** Адресат для корреспонденции.
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цилат, ресвератрол, метформин, спермидин,
2&дезоксиглюкоза, сенолитики и некоторые дру&
гие [1]. Примерно такой же эффект дает давно
известное ограничение по питанию [2–6].

Физические нагрузки также являются хоро&
шо известным геропротектором. Так, возмож&
ность бега в колесе удлиняет жизнь эксперимен&
тальных крыс примерно на 10% [7]. В отличие от
ограничения по питанию, в большинстве экспе&
риментальных систем физические упражнения
увеличивают не столько продолжительность
жизни, сколько ее здоровую часть (healthspan)
[2]. Этот эффект во многом обусловлен влияни&
ем физических нагрузок на сохранность мышеч&
ной массы у пожилых людей [8]. Действительно,
во многих работах было показано, что физичес&
кие нагрузки практически предотвращают воз&
раст&зависимую дегенерацию скелетных мышц
[9]. В частности, в работе Hernández�Álvarez et
al. [10] было показано, что к 20&ти месяцам сила
хватки у контрольных крыс снижалась ~2×. Од&
нако, как следует из рис. 3 этой статьи, у 20&ти
месячных крыс, подвергавшихся физическим
нагрузкам, сила хватки снижалась всего лишь на
10%. Аналогичные данные были получены на
крысах в возрасте 26 мес. [11]. Авторы этой ра&
боты также обнаружили, что максимальная ско&
рость бега и время бега до изнеможения у 26&ме&
сячных контрольных крыс примерно вдвое ни&
же, чем у 8&месячных. Как оказалось, физичес&
кие нагрузки полностью отменяли это сниже&
ние [11].

Таким образом, можно утверждать, что эф&
фект ограничения питания влияет на продолжи&
тельность жизни (~30%) значительно ниже, чем
эффект физических нагрузок на возраст&зави&
симую дегенерацию скелетных мышц (в нес&
колько раз). Важно отметить, что молекулярные
механизмы положительного воздействия физи&
ческих нагрузок на скелетные мышцы хорошо
изучены. Это базовые механизмы активации ан&
тиоксидантных систем, улучшения общей фи&
зиологии и защиты ткани от атрофии (рассмот&
рены в следующем разделе). Фармакологичес&
кая активация этих механизмов, очевидно, мо&
жет быть полезна для замедления старения
большинства других тканей. Действительно,
было показано, что некоторые так называемые
вещества&миметики физических нагрузок (exer&
cise mimetics, например, ресвератрол, метфор&
мин) продлевали жизнь ряду модельных орга&
низмов [12, 13]. Поскольку физические нагруз&
ки активируют не один, а несколько внутрикле&
точных сигнальных каскадов, ни одно из извест&
ных на сегодняшний день веществ&миметиков,
использованное индивидуально, не способно
полностью воспроизвести эффект физических

нагрузок на скелетную мышцу. Более того, ос&
новные активируемые физическими нагрузками
сигнальные каскады, AMPK&зависимый и
mTOR&зависимый (mTOR, мишень рапамицина
у млекопитающих, mammalian target of rape&
mycin), взаимно ингибируют друг друга. Поэто&
му необходима попеременная стимуляция. Ин&
тересно, что с точки зрения снижения уровня
глюкозы и холестерина в крови перемежающе&
еся голодание является не менее эффективным,
чем обычное ограничение по калориям [14, 15].

Вещества&активаторы АМРК и mTOR суще&
ствуют, некоторые из них признаны спортивны&
ми допингами. Причина отрицательных послед&
ствий применения стимуляторов mTOR очевид&
на. Являясь антагонистом АМРК, гипер&активи&
рованный mTOR переключает метаболизм кле&
ток с дыхания на гликолиз, провоцирует воспа&
лительные процессы. Стимуляторы АМРК, по&
видимому, менее опасны. Большинство из них
являются антидиабетическими препаратами.
Несмотря на позитивный эффект на мышечную
ткань, при продолжительном применении наи&
более популярного из таких препаратов,
5&аминоимидазол&4&карбоксамид рибофурано&
зида (AICAR), наблюдалась атрофия мышц [16].
Одна из причин побочных эффектов, вероятно,
в том, что активация АМРК в условиях высокого
уровня питательных веществ приводит к ано&
мальному повышению уровня ATP в клетке. Это
может вызвать гиперполяризацию митохондрий,
что является причиной генерации активных
форм кислорода (АФК) в дыхательной цепи.
Аномальное повышение уровня ATP и, как след&
ствие, истощение ADP может иметь и другие не&
гативные последствия. Ранее мы предположили,
что дозированное снижение уровня ATP и мем&
бранного потенциала митохондрий можно до&
стичь с помощью веществ – разобщителей мито&
хондриального дыхания и синтеза ATP [17].

В данном обзоре мы попытались предложить
комбинации фармакологических препаратов и
биодобавок, способные в максимальной степе&
ни имитировать эффект физических нагрузок на
скелетную мышцу, и таким образом распростра&
нить его на большинство тканей организма.
Рассмотрим молекулярные механизмы воздей&
ствия физических нагрузок на мышечную ткань.

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ
ГЕРОПРОТЕКТОРНОГО ВЛИЯНИЯ

ФИЗИЧЕСКИХ НАГРУЗОК
НА СКЕЛЕТНЫЕ МЫШЦЫ

Один из основных путей возраст&зависимой
дегенерации скелетных мышц – это саркопе&
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ния, процесс, инициируемый разрушением ней&
ромышечных контактов (NMJ, neuro&muscular
junctions). Считается, что такая денервация мы&
шечных волокон происходит из&за проблем с го&
меостазом Ca2+, основного молекулы&сигнала
на сокращение миофибриллы. По&видимому,
основная причина нарушения круговорота Ca2+

в мышечной клетке – вызванная окислитель&
ным стрессом утечка из саркоплазматического
ретикулума [18]. Кроме того, с возрастом сни&
жается пролиферация скелетных мышц (см. вы&
ше). В этом разделе мы аргументируем, что хро&
нические физические нагрузки повышают как
антиоксидантный, так и пролиферативный по&
тенциал скелетной мышцы.

Гормезис вследствие небольшого окислитель5
ного стресса. Физические нагрузки вызывают в
скелетных мышцах небольшой окислительный
стресс. Основные источники этого стресса –
продукция перекиси водорода NADPH оксида&
зой Nox2 [19], а также генерация митохондри&
альных АФК [20]. Известно, что этот окисли&
тельный стресс индуцирует компенсаторный,
гормезисный эффект путем активации редокс&
регулируемых факторов транскрипции, таких
как PPARγ, Nrf2, HIF&1, NF&kB [21–23]. Акти&
вация факторов транскрипции приводит к не&
посредственному увеличению сопротивляемос&
ти клетки окислительному стрессу путем стиму&
ляции экспрессии антиоксидантных ферментов.
Кроме того, есть и косвенные антиоксидантные
эффекты от такой активации транскрипции, та&
кие как ускорение биогенеза митохондрий и из&
менение кальциевого гомеостаза в мышечной
клетке [23].

Активация AMPK. Непосредственно во вре&
мя физических нагрузок в мышечных клетках
активируется гидролиз ATP, возрастает концен&
трация ADP, в результате реакции 2ADP ATP +
AMP, активируется AMP&зависимая протеинки&
наза, АМРК [24–27]. Кроме того, увеличивается
соотношение NAD+/NADH, что приводит к ак&
тивации деацетилазы Sirt1. Этот фермент допол&
нительно активирует АМРК, а также повышает
устойчивость клеток к окислительному стрессу
[17, 28]. Как следствие, повышаются антиокси&
дантный потенциал клетки и активируется био&
генез митохондрий.

Интересно, что AMPK также активируется
при дегенерации скелетной мышцы при дли&
тельном отсутствии физической нагрузки. В
нескольких работах было показано, что отсут&
ствие мышечных сокращений приводит к атро&
фии мышцы. Эта атрофия, по&видимому, проис&
ходит из&за дисфункции митохондрий, которая
приводит к активации АМРК [29]. Этот факт
вполне согласуется с наблюдениями о том, что

активация АМРК может привести к клеточной
смерти [30–32]. В частности, недавно было по&
казано взаимное ингибирование AMPK и HSF1,
ключевого фактора транскрипции, стимулиру&
ющего выживание и пролиферацию клеток в
стрессовых условиях [33]. Можно предполо&
жить, что физиологическая роль опосредован&
ной АМРК атрофии неиспользуемых мышц зак&
лючается в том, чтобы в условиях дефицита
энергии избавиться от «лишних» клеток.

Активация mTOR. Хорошо известно, что во
время физической нагрузки происходит генера&
ция активаторов mTOR, сигнального комплек&
са – антагониста АМРК. Физическая нагрузка
стимулирует mTOR работающей мышцы как
минимум тремя способами. Во&первых, растя&
жение Z&диска запускает внутриклеточный кас&
кад активации. Во&вторых, активно работающая
мышца секретирует MGF (фактор роста мышц,
Muscle Growth Factor), эндокринный активатор
mTOR. MGF – это сплайс&вариант хорошо из&
вестного инсулин&подобного фактора роста
IGF1. Подобно соматотропину (гормон роста,
GH), IGF1 – один из ключевых анаболических
гормонов, стимулирующих пролиферацию.
В&третьих, в ответ на интенсивную работу мышц
гипоталамус секретирует GH, также являющий&
ся центральным эндокринным активатором
mTOR, в том числе и в мышечной ткани [34].

Важно отметить, что физическая нагрузка
одновременно является и активатором, и инги&
битором роста скелетной мышцы. Как сказано
выше, нагрузка приводит к увеличению соотно&
шения ADP/АТP и, как следствие, активации
AMPK. Будучи антагонистом mTOR, во время
физической нагрузки AMPK ингибирует mTOR,
и этот ингибирующий эффект перевешивает ак&
тивирующее действие. Когда мышца переходит
в состояние покоя, уровень ATP повышается,
что делает возможным активацию mTOR [35].

Секреция миокинов. Кроме упомянутого вы&
ше MGF, под действием физической нагрузки
мышцы секретируют еще ряд сигнальных моле&
кул, называемых миокинами. К ним относится
ряд интерлейкинов, ирисин, метеорин, FGF&21
(Fibroblast Growth Factor) и GDF&15 (Growth and
Differentiation Factor). Считается, что миокины
способствуют мобилизации энергетических ре&
сурсов организма и подавляют воспалительные
процессы в условиях повышенных энергозатрат
вследствие интенсивной работы мышц. Рецеп&
торы миокинов есть во многих тканях, миокины
позитивно влияют на физиологию организма, их
эффект похож на таковой от ограничения по ка&
лориям [36–38]. В рамках данного раздела важно
упомянуть, что как минимум один из миокинов,
GDF&15, непосредственно воздействует и на са&
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му мышечную ткань. Как и в случае активации
AMPK, эффект GDF&15 на мышцы является
двойственным: этот миокин улучшает стресс&ус&
тойчивость мышечной ткани [39, 40], но может
также вызывать ее атрофию [38, 41, 42].

ИМИТАЦИЯ ФИЗИЧЕСКИХ НАГРУЗОК:
РЕЖИМ ПИТАНИЯ И ФАРМПРЕПАРАТЫ

Можно ли имитировать эффект физических
упражнений путем фармакологической актива&
ции упомянутых выше сигнальных путей? Этот
вопрос особенно важен потому, что стимуляция
физической нагрузкой невозможна для большин&
ства не мышечных тканей. Действительно, сле&
дуя нашей логике, попеременный прием стиму&
ляторов АМРК и mTOR теоретически может по&
действовать на большинство тканей так же, как
физические нагрузки действуют на скелетные
мышцы. Здесь интересно отметить, что в пос&
леднее время выходит все больше работ по пере&
межающемуся голоданию. В частности было по&
казано, что мыши, в течение года получавшие
свободный доступ к корму только дважды в сут&
ки (1 час утром и 1 час вечером), существенно
улучшали свои физиологические показатели, в
частности снижались уровни глюкозы и тригли&
церидов в плазме крови, увеличивалась чувстви&
тельность к инсулину. Важно отметить, что, в
отличие от обычного ограничения по калориям,
при перемежающемся голодании не уменьша&
лась мышечная масса [14]. Аналогичные резуль&
таты были получены и на человеке. В течение
4&х дней опытная группа людей, имеющих лиш&
ний вес, принимала пищу только с 8&ми ч утра
до 2&х ч дня. Даже за такой короткий период бы&
ло достигнуто существенное улучшение метабо&
лизма глюкозы и жиров [15].

В то же время кажется маловероятным, что
такое прерывистое голодание является сущест&
венно более эффективным способом замедле&
ния старения, чем обычное ограничение по ка&
лориям. Иначе на протяжении многих тысяч лет
истории человечества такой режим голодания
был бы, скорее всего, обнаружен эмпирически и
многократно использован. Рассмотрим возмож&
ности более эффективной стимуляции как
mTOR, так и AMPK.

Стимуляция mTOR. К настоящему времени
известно большое количество веществ&актива&
торов mTOR, из&за побочных последствий их
применения многие из них признаны спортив&
ными допингами. Одна из причин отрицатель&
ных последствий применения стимуляторов
mTOR (анаболики: гормон роста, тестостерон,
оксиметалон) очевидна. Являясь антагонистом

Sirt1/АМРК, гипер&активированный mTOR пе&
реключает метаболизм клеток с дыхания на гли&
колиз, провоцирует воспалительные процессы.
Фармакологический ингибитор mTOR, рапами&
цин, продлевает жизнь экспериментальных жи&
вотных, его эффект сравним с таковым от огра&
ничения по питанию [2–4]. По этой причине в
качестве геропротекторных в основном рас&
сматриваются воздействия не повышающие, но
снижающие уровень GH [43]. Тем не менее пе&
риодически возникают попытки использовать
GH и его агонисты в качестве геропротекторных
средств. Действительно, в старческом возрасте
сильно снижается концентрация GH в крови. В
литературе описано несколько попыток лечения
пожилых людей с помощью IGF1 или GH. В
частности, отмечалось положительное влияние
на мышечную массу и общее самочувствие па&
циентов [43–45].

Все эти факты вполне согласуются с основ&
ной гипотезой данного обзора о пользе попере&
менной стимуляции mTOR и AMPK. Каков оп&
тимальный способ стимуляции mTOR? С одной
стороны, неограниченное обильное питание не
является максимально эффективным способом
активации mTOR. Очевидно, что комбинация
соответствующей диеты с физическими нагруз&
ками и/или веществами&анаболиками является
значительно более эффективным способом уве&
личения мышечной массы, чем диета сама по
себе. С другой стороны, интуитивно кажется по&
нятным, что использование веществ анаболи&
ков – спортивных допингов – вряд ли совмести&
мо с концепцией замедления старения. Проме&
жуточным между этими двумя подходами явля&
ется стимуляция mTOR с помощью биодобавок.
Хорошо известно, что mTOR является сенсором
концентрации аминокислот в клетке, поэтому
обычные аминокислоты являются активатора&
ми mTOR. Аминокислоты с разветвленной бо&
ковой цепью являются наиболее эффективными
с точки зрения активации mTOR [46]. Так, в це&
лях борьбы с саркопенией и для увеличения мы&
шечной массы спортсменов были использованы
добавки лейцина. Как выяснилось, в этом отно&
шении более эффективным является метаболит
лейцина гидрокси&метил бутират (HMB), а так&
же L&цитруллин [47–49]. Насколько нам извест&
но, эти вещества никогда не использовались в
опытах по замедлению старения млекопитаю&
щих. Согласно логике данного обзора, они мо&
гут быть использованы для этой цели в комби&
нации с другими миметиками физических на&
грузок.

Стимуляция AMPK. Стимуляторы АМРК,
по&видимому, менее опасны, чем анаболики&ак&
тиваторы mTOR. Некоторые из них (метформин
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и ресвератрол) являются антидиабетическими
препаратами. Даже AICAR, будучи признан
спортивным допингом, используется для лече&
ния диабета. При краткосрочном применении
они, аналогично физическим нагрузкам, улуч&
шают общую физиологию мышц и, в частности,
функциональность митохондрий. В то же время
при длительном применении AICAR наблюда&
лось снижение мышечной массы вследствие
хронической активации катаболических про&
цессов [16]. Согласно приведенным выше аргу&
ментам, это негативное последствие может быть
скомпенсировано периодической активацией
mTOR. Есть ли другие препятствия для долго&
временного применения активаторов AMPK?

Ранее мы высказали предположение, что
фармакологическая стимуляция AMPK может
вызвать гипер&энергизацию клеток [17].
Действительно, активация АМРК в условиях
высокого уровня питательных веществ может
привести к аномальному повышению уровня
ATP в клетке. Это может, в свою очередь, при&
вести к гиперполяризации митохондрий, что яв&
ляется причиной генерации АФК в дыхательной
цепи митохондрий [17]. Недавно мы показали,
что распад ATP в непосредственной близости от
митохондрий за счет активности гексокиназы
достаточен для предотвращения окислительных
повреждений митохондриальными АФК. Мы
также показали, что у нескольких видов млеко&
питающих активность митохондриальной гек&
сокиназы положительно коррелирует с продол&
жительностью жизни [50].

Аномальное повышение уровня ATP и, как
следствие, истощение ADP может иметь и дру&
гие негативные (непредсказуемые) последствия,
в частности связанные с гликолизом. Поскольку
обратимая реакция, катализируемая пируватки&
назой, сопряжена с синтезом ATP из ADP, ги&
пер&энергизация клетки будет приводить к на&
коплению промежуточных продуктов гликоли&
за. Эти продукты (триозофосфаты, фруктозо&
1,6&бисфосфат) являются регуляторными моле&
кулами. В частности, они инициируют эффект
Crabtree: подавление энергетической функции
митохондрий и стимуляция гликолиза [51].

Еще одна потенциальная проблема, которая
может возникнуть при гипер&энергизации клет&
ки – это снижение соотношения NAD+/NADH.
Действительно, вызванная стимуляцией AMPK
активация гликолиза должна увеличить ско&
рость синтеза NADH, а высокий трансмембран&
ный потенциал митохондрий – снизить ско&
рость его окисления до NAD+ [17]. NAD+ – ли&
митирующий по скорости субстрат деацетилаз.
Во многих работах было показано, что эти фер&
менты, самым известным из которых является

деацетилаза гистонов Sirt1, участвуют в регуля&
ции продолжительности жизни [52, 53]. Воз&
можно, по этой причине отсутствуют работы, в
которых непосредственные фармакологические
активаторы AMPK (AICAR, GW501516, MK&
8722) продлевали бы жизнь модельным организ&
мам.

Следуя этой логике, можно предположить,
что оптимальным с точки зрения замедления
старения способом активации AMPK является
увеличение соотношения ADP/АТP в клетках.
Именно так происходит в скелетных мышцах
под влиянием физических нагрузок. Возможно
ли достичь мягкого, дозированного снижения
уровня ATP во всех тканях организма? Пробле&
ма заключается в том, что уровень глюкозы, ос&
новного «топлива» организма, в крови регулиру&
ется очень строго. Действительно, при стандарт&
ных режимах ограничения по питанию, исполь&
зуемых для продления жизни, концентрация
глюкозы в плазме крови экспериментальных
мышей и крыс снижается всего на 10–30% по
сравнению с таковой у животных, имевших не&
ограниченный доступ к корму [54, 55]. Такое
снижение, очевидно, достаточно для активации
гормонального ответа специальными тканями&
сенсорами, которые гуморальным образом ак&
тивируют Sirt1/AMPK в остальных тканях [17].
В то же время потребление энергии клеткой в
состоянии покоя и в активном состоянии может
отличаться в несколько раз. Так, активация мак&
рофагов приводит к ~4× увеличению потребле&
ния глюкозы [56]. Также очевидно, что стандарт&
ное ограничение по калориям не способно сни&
зить уровень питательных веществ у многих ти&
пов клеток, имеющих непосредственный кон&
такт с плазмой крови. Рассмотрим, например,
эндотелий капилляров кровеносных сосудов.
Практически вся глюкоза, поступающая в орга&
низм, диффундирует через транспортер GLUT1
плазматической мембраны монослоя эндотелия
[57]. Таким образом, доступ к глюкозе у этого
типа клеток неизмеримо выше, чем у перифери&
ческих тканей.

Таким образом, как в случае стимуляции с
помощью прямых фармакологических актива&
торов, так и в случае ограничения по питанию
активация AMPK в большинстве тканей проис&
ходит не за счет повышения соотношения
ADP/АТP в клетках. Маловероятно, что, искус&
ственно снизив в несколько раз концентрацию
глюкозы в крови человека, можно достичь уве&
личения продолжительности жизни. Альтерна&
тивный путь – это фармакологическая актива&
ция AMPK в комбинации с веществами, снижа&
ющими негативные эффекты гипер&энергиза&
ции клетки.
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Ранее мы представили обзор литературы о
том, как дозированное снижение ATP и мем&
бранного потенциала митохондрий с помощью
веществ&разобщителей можно использовать с
целью замедления старения [17]. Дозированное
снижение мембранного потенциала может
иметь и другие позитивные последствия для фи&
зиологии клетки, например усиление контроля
качества митохондрий [58]. Из логики нашего
обзора следует, что стимуляция AMPK с по&
мощью разобщителей может быть даже более
эффективна, чем обычное ограничение по пита&
нию, поскольку разобщители могут снизить
мембранный потенциал и уровень ATP во всех
тканях. В литературе описана попытка замедле&
ния старения мышей с помощью наиболее ис&
следованного разобщителя, DNP (2,4&динитро&
фенол). Подобно классическому ограничению
по питанию, добавка DNP в питьевую воду мы&
шей приводила к ~30% снижению концентра&
ции глюкозы в крови и небольшому (<10%) уве&
личению продолжительности жизни животных
[59]. Возможно, относительно слабая эффектив&
ность DNP как геропротектора объясняется не&
достаточной степенью разобщения. Действи&
тельно, авторы статьи использовали концентра&
цию вещества, соответствующую потреблению
менее 1 мкмоль/кг веса животного. В то же вре&
мя действующая концентрация DNP в клеточ&
ной культуре составляла 100 мкмоль/литр [60], а
в кратковременном опыте на мышах – 5,5 ммоль/
кг веса мыши [61]. Тем не менее даже небольшие
дозы DNP защищают нейроны в случае мыши&
ной модели болезни Паркинсона [62, 63]. Резю&
мируя эту часть, можно предположить, что либо
DNP, либо другие разобщители [17] потенци&
ально могут быть использованы в комбинации с
фармакологическими активаторами для стиму&
ляции AMPK.

Имитация действия миокинов и гормезиса
вследствие окислительного стресса. Как уже об&
суждалось, основные мышечные эндорфины,
действующие на саму мышцу, – это MGF и
GDF&15. MGF – активатор mTOR, его
действие, теоретически, можно имитировать
биологически активными добавками к пище
(см. выше). Возможно, наиболее простой и бе&
зопасный путь активации секреции GDF&15 в
организме – это употребление метформина. Не&
давно было показано, что эффекты метформи&
на, как миметика ограничения по питанию, во
многом обусловлены вызванной им секрецией
GDF&15 [64]. В то же время хорошо известно,
что GDF&15 секретируется многими органами в
ответ на окислительный стресс [65]. Является ли
метформин индуктором гормезисного окисли&
тельного стресса? Известно, что метформин ин&

гибирует комплекс I дыхательной цепи митохон&
дрий [66]. Также известно, что ингибирование
этого комплекса зачастую активирует генера&
цию супероксида в дыхательной цепи [67&69].

Конечно, использование метформина – не
единственно возможный способ вызвать мягкий
окислительный стресс. Например, в этом каче&
стве широко используется витамин К3, менади&
он, и его производные. В частности, было пока&
зано, что за счет гормезисного эффекта менади&
он увеличивает продолжительность жизни чер&
вям Caenorhabditis elegans [70] и пекарским дрож&
жам [71]. Насколько нам известно, на высших
организмах менадион не применяли в качестве
геропротектора. В то же время менадион и его
аналоги, благодаря своему прооксидантному
действию, применяются как антираковые сред&
ства [72].

Необходимо отметить, что использование ан&
тиоксидантов с целью замедления старения пло&
хо сочетается с концепцией о пользе гормезиса от
окислительного стресса. Действительно, в лите&
ратуре практически отсутствует описание успеш&
ных примеров продления жизни млекопитаю&
щих с помощью антиоксидантов. Более того, не
исключено, что использование стандартных низ&
комолекулярных антиоксидантов может повы&
сить риск онкологических заболеваний [73, 74].

Исключение, по&видимому, составляет ми&
тохондриально&направленный антиоксидант
SkQ1. Было несколько удачных попыток как
продления жизни мышам, так и излечения ряда
старческих заболеваний с его помощью [73,
75–77]. Возможно, причина исключительности
заключается в том, что SkQ1 снижает уровень
АФК локально, в митохондриях, но не в цито&
плазме. Известно, что именно цитоплазмати&
ческая перекись водорода реагирует с различны&
ми факторами транскрипции и таким образом
вызывает гормезисный ответ [78, 79]. Кроме то&
го, недавно было показано, что пластохинон,
антиоксидантная часть молекулы SkQ1, может
реагировать с супероксидом, и в результате этой
реакции супероксид превращается в перекись
водорода: PQH2 + O2

.− = PQ.− + H2O2 [80, 81].
Согласно авторам, константа равновесия этой
реакции превышает 109 [81]. Из этих данных сле&
дует, что, являясь антиоксидантом (защита от су&
пероксида), SkQ1 в то же время может активиро&
вать каскад защиты клетки от АФК (генерация
перекиси водорода, легко диффундирующей че&
рез мембраны). Предположительно, комбина&
ция про&оксидант + SkQ1 может инициировать
гормезисный ответ на окислительный стресс.

Резюмируя, мы предполагаем, что попере&
менная фармакологическая стимуляция mTOR
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и АМРК может быть эффективна для продления
функциональности мышечной ткани, а также
что применение разобщителей на стадии стиму&
ляции АМРК может предотвратить негативные
последствия, связанные с гипер&энергизацией
клеток. Одновременно со стимуляцией АМРК
мы предлагаем имитировать гормезисный эф&
фект окислительного стресса. На рисунке сум&
мированы упомянутые в данном обзоре эффек&
ты физических нагрузок на скелетные мышцы и
предложенные способы их имитации в немы&
шечных тканях. Еще раз отметим, что активация
mTOR, с одной стороны, и остальные эффекты,
указанные на рисунке, с другой, – являются
противоположно направленными и ингибируют
друг друга. Следовательно, подобно перемежаю&
щемуся голоданию, для достижения желаемого
эффекта предполагается чередование двух ти&
пов воздействий. Временные периоды чередова&
ния, очевидно, будут зависеть от фармакокине&
тики конкретных препаратов.

Считается, что снижение как антиоксидант&
ного, так и пролиферативного потенциала кле&
ток является причинами старения многих тка&
ней, не только мышечной [82]. С нашей точки
зрения, приведенная выше стратегия геропро&
текции может быть применима к большинству
типов клеток человеческого организма. Очевид&
но, невозможно предсказать, как предлагаемый

комплекс воздействий повлияет на каждую из
тканей. В то же время не менее очевидно, что
возраст&зависимая дегенерация различных тка&
ней по&разному отражается на старении орга&
низма. Потеря функциональности каких тканей
ограничивает продолжительность жизни челове&
ка? Статистические данные указывают на четы&
ре основных причин смерти у людей: рак, диабет,
сердечно&сосудистые заболевания и хроничес&
кая обструктивная болезнь легких [83, 84]. Сле&
довательно, можно предположить, что продол&
жительность жизни человека лимитируется им&
мунной системой, тканями&сенсорами глюкозы,
а также тканями эндотелия кровеносных сосудов
и легких. С нашей точки зрения предлагаемый
комплекс воздействий как минимум не является
разрушительным для каждой из этих тканей.

Финансирование. Исследование выполнено
при финансовой поддержке Российского фонда
фундаментальных исследований (проект № 19&
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Up to now numerous studies in the field of gerontology have been published. Nevertheless, a well&known food
restriction remains the most reliable and efficient way of lifespan extension. Physical activity is also a well&docu&
mented anti&aging intervention being especially efficient in slowing down the age&associated decline of skeletal mus&
cle mass. In this review we focus on the molecular mechanisms of the effect of physical exercise on muscle tissues.
We also discuss the possibilities of pharmacological extension of this effect to the rest of the tissues. During the exer&
cise, the level of ATP decreases triggering activation of AMP&dependent protein kinase (AMPK). This kinase stim&
ulates antioxidant potential of the cells and their mitochondrial respiratory capacity. The exercise also induces mild
oxidative stress, which, in turn, mediates the stimulation via hormetic response. Furthermore, during the exercise
cells generate activators of mammalian target of rapamycin (mTOR). The intracellular ATP level increases during
the rest periods between exercises thus promoting mTOR activation. Therefore, regular exercise intermittently acti&
vates anti&oxidant defenses and mitochondrial biogenesis (via AMPK and the hormetic response) of the muscle tis&
sue, as well as its proliferative potential (via mTOR), which, in turn, impedes the age&dependent muscle atrophy.
Thus, the intermittent treatment with activators of (i) AMPK combined with the inducers of hormetic response and
of (ii) mTOR might partly mimic the effects of physical exercise. Importantly, pharmacological activation of AMPK
takes place in the absence of ATP level decrease. The use of uncouplers of respiration and oxidative phosphorylation
at the phase of AMPK activation could also prevent negative consequences of the cellular hyper&energization. It is
believed that the decline of both antioxidant and proliferative potentials of the cells causes the age&dependent decline
of multiple tissues, rather than only the muscular one. We argue that the approach above is applicable for the major&
ity of tissues in an organism.

Keywords: aging, caloric restriction, uncouplers, geroprotectors, mTOR, AMPK
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SASH1 является адаптерным сигнальным белком, имеющим в своей структуре SH3 и SAM домены, отвеча�
ющие за межбелковые взаимодействия. Выраженное снижение экспрессии SASH1 описано для многих опу�
холей. С использованием конфокальной микроскопии нами было проведено иммунофлуоресцентное ис�
следование распределения SASH1 в культурах нормальных эпителиальных клеток IAR�20 и клеток линии
колоректального рака НТ�29. Нормальные эпителиоциты IAR�20 и эпителиоциты НТ�29, имеющие эпите�
лиальный фенотип, образовывали стабильные линейные межклеточные адгезионные контакты (АК), ассо�
циированные с кольцевыми актиновыми пучками. В этих клетках SASH1 колокализовался с кольцевыми
пучками и линейными АК. В ламеллиподиях SASH1 не детектировался. Под воздействием эпидермального
фактора роста клетки IAR�20 и НТ�29 вступали в эпителиально�мезенхимальный переход (ЭМП). ЭМП в
культурах IAR�20 и НТ�29 имел существенные различия. Клетки IAR�20 проходили неполный ЭМП, при�
обретая способность к миграции, но при этом сохраняя Е�кадхерин в радиальных нестабильных АК. SASH1
присутствовал в таких контактах. При прохождении ЭМП клетками НТ�29 наблюдалось полное исчезнове�
ние АК, что также приводило к разрушению стабильной межклеточной адгезии. SASH1 уходил из зон меж�
клеточного взаимодействия. Супрессия SASH1 посредством RNA�интерференции вызывала разрушение
стабильных линейных АК клеток IAR�20. Через 48 ч после трансфекции siRNA SASH1 в культуре отмеча�
лось появление клеток с мезенхимальным фенотипом. Полученные данные указывают на вовлеченность
SASH1 в поддержание стабильной межклеточной адгезии.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: SASH1, межклеточная адгезия, Е�кадхерин, эпителиально�мезенхимальный переход.

DOI: 10.31857/S0320972520060032
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ВВЕДЕНИЕ

Ген SASH1 был впервые описан при анализе
генов, экспрессия которых была значительно
снижена в карциномах молочной железы [1].
SASH1 экспрессируется во многих тканях, за
исключением дендритных клеток и лимфоци�
тов, и рассматривается в качестве кандидата в
опухолевые супрессоры. Снижение экспрессии
SASH1 было обнаружено в 74% образцов рака
молочной железы, а также в карциномах легких,
щитовидной железы и гепатоцеллюлярных кар�
циномах [1, 2]. Для карцином молочной железы,
толстой кишки, яичника и шейки матки SASH1
считается прогностическим маркером, выра�

женное снижение его экспрессии показано для
продвинутых стадий опухолевого роста. В аде�
номах и карциномах на ранних стадиях экспрес�
сия SASH1 сохранялась на высоком уровне [1,
3–5].

Белок SASH1 является адаптерным сигналь�
ным белком, он содержит центральную область,
включающую NLS домен, ответственный за
ядерную локализацию белка, а также два домена
SAM (sterile α module domain) и домен SH3 (Src
homology 3 domain), участвующие в межбелко�
вых взаимодействиях [1]. Присутствие в составе
молекулы домена SH3 указывает на возможное
участие SASH1 в сигналинге и его возможную
связь с интегральными мембранными белками,
как скаффолдного и адаптерного белка. При
оверэкспрессии SASH1 в клетках линий гепато�
карциномы и карциномы желудка отмечалось
уменьшение экспрессии мезенхимальных мар�
керов виментина и N�кадхерина, повышение
экспрессии Е�кадхерина, снижение клеточной
подвижности и инвазивной активности, усиле�
ние адгезии клеток к внеклеточному матриксу

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : АК – межклеточные адге�
зионные контакты, ЭМП – эпителиально�мезенхималь�
ный переход, EGF – эпидермальный фактор роста.

* Первоначально английский вариант рукописи опубли�
кован на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.bio.
msu.ru/biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM20�082,
01.06.2020.

** Адресат для корреспонденции.
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[6, 7]. В клетках НСТ116 нокдаун SASH1 с ис�
пользованием CRISPR�Cas9 приводил к угнете�
нию экспрессии Е�кадхерина, активации
экспрессии виментина и транскрипционного
фактора эпителиально�мезенхимального пере�
хода (ЭМП) – Zeb1. Подавление SASH1 приво�
дило к активации миграционной и инвазивной
активности клеток in vitro, а также стимулирова�
ло метастатическую активность клеток in vivo
при росте в ортотопических ксенотранспланта�
тах у иммунодефицитных мышей [8]. Было по�
казано, что SASH1 взаимодействует с N�конце�
вым SH3 доменом белка CRKL. Предполагает�
ся, что CRKL активирует SRC/FAK сигналинг,
тем самым активируя ЭМП [9]. Кроме того, бел�
ки CRK (CRK II и CRKL) могут рекрутировать
факторы обмена нуклеотидов в непосредствен�
ной близости от мембраны, тем самым активи�
руя малые ГТФазы Rap1 и Rac1 [10]. Хорошо из�
вестно, что малая ГТФаза Rac1 играет централь�
ную роль в клеточной миграции. Активный
Rac1 посредством WAVE активирует комплекс
ARP2/3, нуклеирующий полимеризацию акти�
новой сети в ламеллиподиях на ведущем крае
клетки [11]. До настоящего времени, несмотря
на достаточно большое количество данных о
влиянии изменений содержания SASH1 на
функциональные характеристики клеток, ис�
следований внутриклеточной локализации
SASH1 не проводили. В единственной работе
Martini et al. [12] утверждается, что SASH1 акку�
мулируется в ламеллиподиях и колокализуется с
кортактином, который, как известно, связыва�
ясь с комплексом Arp2/3, стабилизирует струк�
туру актиновой сети, что способствует эффек�
тивной миграции клеток [13].

Появление миграционной активности у эпи�
телиальных клеток является ключевой характе�
ристикой ЭМП – программы, которая играет
ведущую роль в эмбриональном развитии и при
заживлении ран. Раковые клетки используют
программу ЭМП для инициации инвазионно�
метастатического каскада. Важнейшими звень�
ями ЭМП являются утрата эпителиоцитами
апикально�базальной полярности и стабильной
межклеточной адгезии и приобретение мигра�
ционного фенотипа [14, 15]. Пусковым меха�
низмом ЭМП считается индукция транскрип�
ционных факторов ЭМП (Snail, Twist, Zeb и др.)
и связанное с этим угнетением экспрессии Е�
кадхерина, и ослабление межклеточной адгезии.
Недавно мы показали, что разрушение стабиль�
ной межклеточной адгезии может быть также
обусловлено специфической реорганизацией
актинового цитоскелета и замещением стабиль�
ных линейных Е�кадхериновых межклеточных
адгезионных контактов (АК) нестабильными

радиальными [16]. Было обнаружено, что свя�
занные с АК кольцевые актиновые пучки, обра�
зованные β�актином [17], разрушаются уже на
самых ранних этапах ЭМП, что приводит к пе�
рестройке АК и ослаблению межклеточной ад�
гезии. Целью настоящей работы было исследо�
вание распределения SASH1 в зонах межклеточ�
ного взаимодействия эпителиальных клеток,
изучение особенностей его внутриклеточной
локализации в ходе ЭМП при разрушении ста�
бильных АК и кольцевых актиновых пучков.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клеточные культуры. Линия нормальных им�
мортализованных эпителиоцитов IAR�20 была
выделена из печени крыс в Международном ра�
ковом агентстве Монтесано и коллегами [18]. В
работе была также использована линия колорек�
тальной аденокарциномы человека НТ�29
(АТСС, США). 1 × 105 клеток рассевали в чашки
Петри с покровными стеклами или в чашки Пет�
ри со стеклянным дном («MatTek Corporation»,
США) и культивировали в модифицированной
Дальбекко среде Игла (DMEM) («Sigma», США)
c 10%�ной телячьей эмбриональной сывороткой
(«PAA Laboratories», Австрия) в течение 24 ч. Да�
лее клетки культивировали в среде с 1%�ной те�
лячьей эмбриональной сывороткой в течение
20 ч. Для индукции ЭМП клетки IAR�20 и НТ�
29 обрабатывали EGF («Sigma», США) в концен�
трации 40 и 50 нг/мл соответственно, добавляя в
культуральную среду из стокового раствора.

Иммунофлуоресцентная микроскопия и DIC
видеомикроскопия. Для иммунофлуоресцентно�
го окрашивания были использованы следую�
щие антитела: мышиные моноклональные ан�
титела к Е�кадхерину (клон 36, 1 : 200; «BD
Transduction Labs», США), кроличьи антитела к
SASH1 (клон 266А, 1 : 100; «Bethyl Laboratories»,
США), мышиные моноклональные антитела к
β�актину (клон 4С2, 1 : 100; «Merck, Millipore»,
США,), мышиные моноклональные антитела к
кортактину (клон 4F11, 1 : 200; «Sigma», США),
а также антитела козы к мышиным IgG1, IgG2a
и антитела козы к мышиному и кроличьему
IgG, конъюгированные с Alexa Fluor488, Alexa
Fluor594 или Alexa Fluor647 (1 : 200; «Jackson
ImmunoResearch», США). Клетки на стеклах
фиксировали 15 мин смесью метанола/ацетона
(1/1) при –10 °С, после чего инкубировали с
первыми антителами. После промывки фосфат�
ным буфером (1× PBS pH 7,4) инкубировали со
вторыми антителами. Препараты исследовали с
применением конфокального микроскопа Leica
TCS SP5, с использованием объектива HDX PL
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APO 63×/1.3 («Leica Microsystems», Швейцария)
и эпифлуоресцентного микроскопа Axioplan
Zeiss, с использованием объектива Plan�
Neofluar 100×/1.3 («Carl Zeiss», Германия). Для
получения изображений с помощью DIC видео�
микроскопии за 20 мин до визуализации произ�
водили смену культуральной среды на
DMEM/F12 без фенолового красного, с L�глу�
тамином и HEPES с добавлением 1%�ной те�
лячьей эмбриональной сыворотки. Через час
после начала съемки в культуральную среду до�
бавляли EGF для индукции ЭМП. Прижизнен�
ную микроскопию осуществляли с помощью
микроскопа NikonEclipseTi с использованием
объектива PlanFluor40× и цифровой камеры
ORCA�ER («Hamamatsu Photonics», Япония) и
программного обеспечения NIS�Elements AR
3.22 («Nikon», Япония). Частота съемки 1 кадр в
мин в течение 6 ч (для клеточной культуры Iar�
20) и каждые 10 мин в течение 10 ч (для клеточ�
ной культуры HT�29).

RNA6интерференция. Для супрессии SASH1
была использована ON�TARGETplus
SMARTpool rat Sash1 siRNA (50 нM) и в качест�
ве трансфицирующего агента – DharmaFECT1
(«Dharmacon», США). GFP siRNA использова�
ли в качестве негативного контроля. Культуры
инкубировали 48 ч в среде DMEM с 10%�ной
сывороткой. Далее клетки лизировали и анали�
зировали с помощью иммуноблоттинга. Стекла
с трансфицированными клетками также фикси�
ровали для иммунофлуоресцентного окрашива�
ния.

Иммуноблоттинг. Клетки лизировали лизис�
буфером RIPA (50 мM Tris�HCl, pH 7,4 («MP
Biomedicals», Франция); 150 мM NaCl («Sigma»,
США); 2 мM EDTA («Sigma», США); 1% NP�40
(«Fluka», США); 0,1% SDS («AppliChem», Испа�
ния) с добавлением 0,25 мM Na3VO4, 1 мM DTT,
10 мM NaF и коктейля ингибиторов протеаз
(«Sigma», США). Образцы смешивали с 5× буфе�
ром для нанесения (250 мM Tris�HCl, pH 6,8;
10% SDS, 30% (v/v) глицерин, 5% β�меркапто�
этанол, 0,02% бромфеноловый синий) и инку�
бировали при 95 °C в течение 10 мин. Далее об�
разцы наносили на 10% SDS�полиакриламид�
ный гель и проводили вертикальный электро�
форез согласно протоколу («Bio�Rad», США).
Белки после электрофореза переносили с гелей
на Amersham Hybond�P PVDF мембраны («GE
Healthcare», США). Мембраны блокировали
5%�м раствором молока («Fluka», США) на фос�
фатном буфере (1× PBS pH 7,4) с добавлением
0,1% (v/v) Tween�20 («AppliChem», Испания) в
течение 1 ч на качалке. Далее мембраны инкуби�
ровали с первыми антителами 16 ч при 4 °C.
После отмывки фосфатным буфером с добавле�

нием 0,1% (v/v) Tween�20 мембраны инкубиро�
вали со вторыми антителами, конъюгированны�
ми с пероксидазой, в течение 1 ч при комнатной
температуре. Для контроля загрузки использо�
вали моноклональные антитела к общему акти�
ну (клон С4, 1 : 1000; «Merck, Millipore», США)
Сигнал детектировали с помощью Pierce ECL
Western Blotting Substrate («Thermo Fisher
Scientific», США), изображения получали с по�
мощью прибора Image Quant LAS 4000 («GE
Healthcare», США). Для денситометрии полу�
ченных изображений блотов использовали
программу ImageJ [imagej.net]. Значения опти�
ческой плотности полос SASH1 нормировали на
маркерный белок – актин. При статистической
обработке результатов трех экспериментов ис�
пользовали критерий Стьюдента, данные предс�
тавляли, как средние значения ± ошибка сред�
него.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

С использованием конфокальной микроско�
пии было проведено исследование распределе�
ния SASH1 в нормальных эпителиоцитах линии
IAR�20, а также в клетках линии колоректально�
го рака НТ�29. Клетки этих линий имели эпите�
лиальный фенотип и в редкой культуре образо�
вывали островки, а в густой культуре – моно�
слои. Было выполнено тройное иммунофлуо�
ресцентное окрашивание Е�кадхерина, актина и
SASH1 (рис. 1, а). Как показала конфокальная
микроскопия, клетки IAR�20 формировали ли�
нейные межклеточные адгезионные контакты,
ассоциированные с кольцевыми актиновыми
пучками. Такие контакты аккумулировали
SASH1. SASH1 также детектировался в зоне
краевого актинового пучка. Антитела хорошо
выкрашивали SASH1 при фиксации клеток ме�
танолом/ацетоном, которая вместе с тем приво�
дила к неспецифическому свечению вторых ан�
тител (рис. 1, б). Выраженное свечение в цито�
плазме при микроскопии клеток в дальнем
красном канале конфокального микроскопа не
было связано с SASH1 и было обусловлено сорб�
цией меченных Alexa647 вторичных антител к
кроличьему иммуноглобулину на внутриклеточ�
ных органеллах. Также в цитоплазме отмечалось
неспецифическое свечение вторичных антител
к изотипам мышиных иммуноглобулинов, кото�
рые использовались для одновременной детек�
ции Е�кадхерина и β�актина. Вместе с тем на пе�
риферии клеток неспецифическое свечение
вторичных антител не было выражено, что поз�
волило детально исследовать межклеточные
границы и зоны клеточного края.
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Martini et al. [12] утверждали, что SASH1 де�
тектируется в ламеллиподиях и колокализуется
с кортактином, белком, тесно связанным с ак�
тиновой сетью. Как показали наши экспери�
менты, в клетках IAR�20 и НТ�29 колокализа�
ции кортактина и SASH1 нет. В клетках IAR�20
кортактин присутствовал в актиновой сети ла�
меллиподий на свободном крае и также колока�
лизовался с краевым актиновым пучком
(рис. 1, в), в то время как SASH1 в зонах ламел�
липодий отсутствовал. Его распределение на ак�
тивном крае клеток было ограничено краевым
актиновым пучком.

Ранее мы показали, что при обработке эпи�
дермальным фактором роста (EGF) клетки IAR�
20 вступают в ЭМП, разрывая стабильные связи
друг с другом и приобретая способность к миг�
рации [16] (рис. 2, а).

Клетки IAR�20 в присутствии EGF могут
мигрировать как индивидуально, так и в составе

группы клеток, они могут устанавливать кон�
такты с соседними клетками, но такие контакты
нестабильны. При исследовании ранних этапов
ЭМП мы обнаружили, что ослабление межкле�
точной адгезии у клеток IAR�20 связано не с уг�
нетением экспрессии Е�кадхерина или его акку�
муляцией на межклеточных границах, а с разру�
шением кольцевого актинового пучка, связан�
ного с линейными АК, появлением ламеллипо�
дий на границах между клетками и замещением
линейных АК нестабильными радиальными АК,
также образованными Е�кадхерином. В связи с
этим мы задались вопросом, как меняется рас�
пределение SASH1 в клетках IAR�20, вступив�
ших в ЭМП. Оказалось, что параллельно с реор�
ганизацией АК также изменялась и локализация
SASH1 в зонах межклеточного взаимодействия.
Как показала конфокальная микроскопия, в ла�
меллиподиях, образующихся как на свободном
клеточном крае, так и на межклеточных грани�
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Рис. 1. SASH1 в нормальных эпителиальных клетках IAR�20. а – Конфокальная микроскопия: Е�кадхерин (красный ка�
нал), β�актин (зеленый канал), SASH1 (дальний красный канал). Флажок указывает на межклеточный контакт, представ�
ленный с большим увеличением на врезках. SASH1 аккумулируется в области АК. б – Конфокальная микроскопия. Конт�
роль вторых антител. Неспецифическое свечение вторичных антител. Красный канал – анти�мышиные IgG2a, меченные
Alexa594, зеленый канал – анти�мышиные IgG1, меченные Alexa488, дальний красный канал – анти�кроличьи IgG, ме�
ченные Alexa647. в – Флуоресцентное окрашивание на кортактин, Е�кадхерин и SASH1. SASH1 присутствует в АК и в зо�
не краевого актинового пучка в основании ламеллы. Флажок указывает на ламеллиподию, в которой SASH1 не присут�
ствует, стрелка – на аккумуляцию SASH1 в зоне краевого актинового пучка. Во врезках – участок клеточного края при
большем увеличении. Масштаб – 10 мкм. (С цветными вариантами рис. 1–4 можно ознакомиться в электронной версии
статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/)
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цах, SASH1 отсутствовал, при этом во вновь об�
разованных радиальных АК SASH1 детектиро�
вался (рис. 2, б и в).

Исследование было продолжено на клетках
линии колоректальной аденокарциномы НТ�29.
Клетки НТ�29 имеют эпителиальный фенотип и
формируют стабильные линейные АК, которые
образованы Е�кадхерином (рис. 3, а). Такие
контакты ассоциированы с кольцевым актино�

вым пучком. SASH1 аккумулировался в области
линейных АК клеток НТ�29. Клетки НТ�29 под
действием EGF также вступали в ЭМП. В отли�
чие от эпителиоцитов IAR�20, клетки НТ�29
проходили полный ЭМП, они теряли связи друг
с другом и по субстрату мигрировали индивиду�
ально (рис. 3, б). Иммунофлуоресцентное окра�
шивание показало полное разрушение АК у кле�
ток НТ�29, обработанных EGF. Е�кадхерин ухо�
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Рис. 2. Эпителиоциты IAR�20 в присутствии EGF. а – DIC видеомикроскопия. До добавления EGF клетки IAR�20 обра�
зуют островки. После добавления EGF (0 мин) клетки вступают в ЭМП: индуцируется протрузионная активность, разру�
шаются межклеточные контакты, активируется клеточная миграция. При миграции клетки могут формировать контакты
с соседними клетками. Такие контакты нестабильны. Флажки – зоны разрыва межклеточных контактов, стрелки – вновь
образованные контакты. б, в – Флуоресцентное окрашивание клеток IAR�20 на β�актин, Е�кадхерин, SASH1. б – 10 мин
инкубации с EGF. Появление ламеллиподий на межклеточных границах. SASH1 не детектируется в ламеллиподиях.
в – 30 мин инкубации с EGF. SASH1 присутствует в радиальных E�кадхерин�содержащих АК. Флажки указывают на
межклеточные границы, представленные с большим увеличением на врезках. Масштаб – 10 мкм
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дил из контактов и обнаруживался в эндосомах,
из зон межклеточного взаимодействия парал�
лельно разрушению АК уходил и SASH1. В не�
которых клетках, для которых была характерна
аккумуляция актиновых филаментов на клеточ�
ном крае, SASH1 также аккумулировался в этой
зоне в виде тонкой линии (рис. 3, в).

Полученные данные указывают на то, что
SASH1 присутствует в АК, и это свидетельствует
о его возможном участии в функционировании
АК. Мы решили выяснить, как влияет супрес�
сия SASH1 на морфологию клеток и межклеточ�
ную адгезию. Для этого мы использовали

ON�TARGETplus SMARTpool rat SASH1 siRNA
(рис. 4, а, б). Как показало иммунофлуоресцент�
ное исследование, супрессия SASH1 в клетках
IAR�20 оказывала значительное влияние на
структуры межклеточной адгезии. Через 48 ч
после трансфекции SASH1 siRNA стабильные
линейные Е�кадхериновые АК, характерные для
эпителиоцитов IAR�20, разрушались. На меж�
клеточных границах были видны отдельные то�
чечные или короткие радиальные АК (рис. 4, в).
В цитоплазме были видны эндосомы, заполнен�
ные Е�кадхерином. Островки клеток часто рас�
падались, в культуре было много клеток, кото�
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Рис. 3. SASH1 в клетках карциномы НТ�29. а – Флуоресцентное окрашивание контрольной культуры на Е�кадхерин,
β�актин и SASH1. Конфокальная микроскопия. Клетки образуют линейные АК, ассоциированные с кольцевыми актино�
выми пучками. SASH1 аккумулируется в области АК. Масштаб – 10 мкм. б, в – Индукция ЭМП под действием EGF.
б – DIC видеомикроскопия. До добавления EGF клетки НТ�29 образуют островки. Под действием EGF клетки проходят
ЭМП: разрушается стабильная межклеточная адгезия, индуцируется миграционная активность. Цифрами отмечено по�
ложение клеток. Масштаб – 50 мкм. в – 8�часовая инкубация с EGF. Флуоресцентное окрашивание на Е�кадхерин, β�ак�
тин и SASH1. Полное разрушение АК и эндоцитоз Е�кадхерина, разрушение стабильной межклеточной адгезии. SASH1
уходит из АК, но присутствует на свободном крае клеток. Масштаб – 10 мкм
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рые утратили эпителиальную форму и приобре�
ли мезенхимальный фенотип (рис. 4, г). Таким
образом, оказалось, что уменьшение содержа�
ния SASH1 в клетках снижает стабильность
межклеточной адгезии, что влияет на морфоло�
гию клеток и может приводить к появлению у
клеток миграционного фенотипа.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Таким образом, мы впервые показали, что
SASH1 участвует в поддержании межклеточной
адгезии. В наших экспериментах супрессия
SASH1 посредством RNA�интерференции при�
водила к разрушению стабильных Е�кадхерино�
вых АК и сдвигала фенотип эпителиальных кле�
ток в сторону мезенхимального. Эти данные
согласуются с данными Franke et al. [8], описав�
ших индукцию ЭМП у клеток гепатокарциномы
при выключении SASH1 посредством CRISPR�
Cas9. Ранее с использованием дрожжевого дву�
гибридного скрининга было показано взаимо�
действие SASH1 с активным Rac1 [19], и на ос�
новании этого можно было бы считать SASH1

эффектором Rac1. Вместе с тем данные о вовле�
ченности Rac1 в формирование АК противоре�
чивы. С одной стороны, считается, что актив�
ный Rac1 стабилизирует АК, рекрутируя актин к
гомофильно связанным Е�кадхериновым ре�
цепторам [20]. С другой стороны, известно, что
активность Rac1 детектируется в зонах межкле�
точного взаимодействия только на самых ран�
них этапах формирования стабильных АК – при
взаимодействии ламеллиподий и существенно
снижается по мере расширения и созревания
линейного АК [21]. Недавно мы показали, что в
клетках IAR�20 на ранних этапах ЭМП разруше�
ние кольцевого актинового пучка и замещение
стабильных АК нестабильными радиальными
АК сопровождается полимеризацией Arp2/3�за�
висимой актиновой сети и появлением ламел�
липодий в зонах межклеточного взаимодей�
ствия, то есть активацией Rac [16]. Мы считаем,
что Rac, скорее всего, не участвует в поддержа�
нии стабильности АК. Его активация при воз�
действии ростовых факторов, напротив, инду�
цирует образование ламеллиподий на межкле�
точных границах, что приводит к утрате контакт�
ного паралича и дестабилизации межклеточной
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Рис. 4. Супрессия SASH1 в клетках культуры IAR�20. а – Иммуноблоттинг культуры через 48 ч после трансфекции SASH1
siRNA. Окрашивание полноразмерной мембраны на SASH1 и на общий актин. 1 – GFP siRNA (негативный контроль),
2 – контрольная культура, 3, 4 – SASH1 siRNA. б – Денситометрический анализ блотов из трех экспериментов. * p < 0,05,
** p < 0,01. 1 – GFP siRNA (негативный контроль), 2 – контрольная культура, 3 – SASH1 siRNA. в, г – Флуоресцентное
окрашивание культуры через 48 ч после трансфекции SASH1 siRNA. в – Эпифлуоресцентная микроскопия Е�кадхерина
и SASH1. На межклеточных границах Е�кадхерин аккумулируется в редких точечных АК. Эндосомы содержат Е�кадхе�
рин (стрелки). г – Конфокальная микроскопия Е�кадхерина, β�актина, SASH1. Клетки приобрели мезенхимальный фе�
нотип. Масштаб – 10 мкм



SASH1 В МЕЖКЛЕТОЧНОЙ АДГЕЗИИ

адгезии. На основании полученных нами дан�
ных, мы предполагаем, что SASH1, возможно,
не является эффектором Rac�GTP, но является
его негативным регулятором на межклеточных
границах, стабилизируя адгезию между клетка�
ми. Ранее было показано, что SASH1 взаимо�
действует с N�концевым SH3 доменом белка
CRKL и активирует SRC/FAK онкогенный сиг�
налинг [9]. С другой стороны, имеются данные о
том, что оверэкспрессия CRK белков (CRK II и
CRKL) вызывает активацию Rac, образование
ламеллиподий на свободном клеточном крае,
разрушение АК и скэттеринг эпителиальных
островков [22]. Возможно, в зонах межклеточ�
ных контактов SASH1, как скаффолд�белок,
связывая белок CRKL и активный Rac или фак�
торы обмена гуаниновых нуклеотидов (GEF)
Rac, приводит к угнетению его активности, что
стабилизирует АК. Супрессия SASH1 высво�
бождает онкогенную активность CRKL, что
способствует активации Rac и приводит к разру�
шению межклеточной адгезии. Подтверждение
высказанной нами гипотезы, очевидно, требует
дальнейшей экспериментальной проверки.

Следует также отметить, что SASH1, локали�
зуясь на межклеточных границах и имея в струк�
туре NLS последовательность для транспорти�
ровки в ядро, может быть связан с контактным
торможением пролиферации, характерным для

нормальных эпителиальных клеток. Подобная
регуляторная функция описана, в частности,
для многофункционального белка мерлина, ко�
торый не только ассоциирован с кольцевым ак�
тиновым пучком и АК, но также негативно регу�
лирует EGFR и Rac/PAK сигналинг и способ�
ствует переходу из ядра в цитоплазму тран�
скрипционных коактиваторов YAP/TAZ при
высокой плотности эпителиального монослоя
[23]. Возможно, SASH1 является тем ключевым
игроком, чья способность формировать комп�
лексы с многими белками на мембране и в ядре
может обеспечивать его значимую роль в опухо�
левой супрессии, связывая воедино негативное
влияние на миграционную и пролиферативную
активность клеток.
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SASH1 is an adapter and signaling protein that contains SH3 and SAM domains responsible for protein–protein
interactions. SASH1 downregulation has been observed in many tumors. We examined localization of SASH1 in cul�
tures of normal IAR�20 epithelial cells and HT�29 colorectal cancer cells using immunofluorescence staining and
confocal microscopy. IAR�20 normal epithelial cells and HT�29 cells with epithelial phenotype formed stable linear
adherens junctions (AJs) associated with circumferential actin bundles. In both IAR�20 and HT�29 cells, SASH1
was co�localized with zones of circumferential actin bundles and linear AJs. SASH1 was not detected in lamellipo�
dia. IAR�20 and HT�29 cells treated with Epidermal Growth Factor underwent epithelial�mesenchymal transition
(EMT). We observed significant differences in the course of EMT between IAR�20 and HT�29 cultures. IAR�20 cells
underwent partial EMT acquiring migratory phenotype but retaining E�cadherin in unstable radial AJs. SASH1 was
present in these contacts. Disappearance of AJs was observed in HT�29 cell undergoing a complete EMT, which also
resulted in disruption of stable cell–cell adhesion. SASH1 was lost from the zones of cell–cell interaction. SASH1
depletion by means of RNA interference in IAR�20 cells led to destruction of stable linear AJs and acquisition of
mesenchymal phenotype by some of the cells. These data indicate involvement of SASH1 in the maintenance of sta�
ble cell–cell adhesion.

Keywords: SASH1, cell–cell adhesion, E�cadherin, epithelial�mesenchymal transition
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Цель работы – скрининг и сравнительное исследование антиоксидантных свойств оммохромов сложного
глаза насекомых. Оммохромы были выделены в препаративных количествах из насекомых пяти различных
семейств: Stratiomyidae, Sphingidae, Blaberidae, Acrididae и Tenebrionidae. Количественный выход оммохро"
мов в зависимости от вида насекомого составил 0,9–5,4% сухого веса пигмента от влажного веса исходного
сырья. Методом высокоэффективной жидкостной хроматографии был проведен качественный анализ всех
изолированных оммохромов. Показано, что эти пигменты представляют собой смесь нескольких оммохро"
мов омматинового типа. Оммохромы, выделенные из всех перечисленных видов животных, проявляют вы"
раженную флуоресценцию с максимумами эмиссии в области 435–450 нм и 520–535 нм, причем интенсив"
ность эмиссионного максимума значительно возрастает при окислении оммохромов пероксидом водорода.
Установлено, что оммохромы имеют стабильный сигнал ЭПР, представляющий собой синглетную линию с
величиной g = 2,0045–2,0048, шириной 1,20–1,27 мТ и высокой концентрацией парамагнитных центров
(> 1017 спин/г сухого веса). Все исследованные оммохромы проявляют высокую антирадикальную актив"
ность, измеряемую по степени тушения хемилюминесценции в модельной системе окисления, содержащей
люминол, гемоглобин и пероксид водорода. Оммохромы проявляли высокую ингибирующую активность в
отношении пероксидации наружных сегментов фоторецепторных клеток, индуцированную видимым све"
том в присутствии в качестве сенсибилизатора липофусциновых гранул из клеток ретинального пигментно"
го эпителия глаза человека, а также в отношении железо"аскорбат"индуцированной пероксидации липи"
дов. Полученные результаты важны как для понимания биологической функции оммохромов у беспозво"
ночных, так и для выявления тех видов беспозвоночных, оммохромы которых можно было бы наиболее эф"
фективно использовать как фармакологические препараты, главным образом, для предотвращения и лече"
ния патологий, связанных с развитием окислительного стресса.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: оммохромы, насекомые, ЭПР спектрометрия, флуоресценция, антиоксидантная ак"
тивность.
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ОММОХРОМЫ СЛОЖНОГО ГЛАЗА НАСЕКОМЫХ:
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ВВЕДЕНИЕ

Оммохромы – природные пигменты беспоз"
воночных животных. Характерная особенность
этих пигментов – наличие в структуре фенокса"
зинового/фенотиазинового колец. Оммохромы
подразделяют на две основных подгруппы – ом"

матины и оммины, представляющие собой ди"
меры или олигомеры производных кинуренина
соответственно [1, 2]. Омматины и оммины in
vivo – темноокрашенные пигменты, как прави"
ло, желто"коричневого или пурпурного цвета.
Насекомые используют оммохромы для окраски
различных частей тела, для мимикрии. Так, на"

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : УФ – ультрафиолет; ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография; ЭПР –
электронный перамагнитный резонанс; ТБК – тиобарбитуровая кислота.

* Первоначально английский вариант рукописи опубликован на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.bio.msu.ru/
biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM20"084, 29.05.2020.

** Адресат для корреспонденции.
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пример, было показано, что ксантомматин и его
производные (такие как омматин D) ответ"
ственны за цвет и его изменения у членистоно"
гих [3–5]. Значительные количества оммохро"
мов содержатся в сложном глазу членистоногих,
где они находятся в высокой концентрации и
выполняют важную функцию. Так, ранее было
нами показано, что концентрация оммохромов
в глазу креветки"опоссум Mysis relicta достигает
80 мг сухого веса на 1 мл или 200 мкг сухого веса
на 1 мг белка [6]. Сложный глаз большинства
членистоногих состоит из множества неболь"
ших глазков (омматидиев), каждый со своими
фоторецепторными клетками (рабдомами). Во
всех органах зрения, наряду со светочувстви"
тельными ретиналь"содержащими зрительными
пигментами, присутствуют и не светочувстви"
тельные экранирующие пигменты оммохромы.
Их главная функция в сложных глазах оптичес"
кая – светофильтрующая и светопоглощающая
[7, 8]. Оммохромы участвуют в формировании
спектральной чувствительности глаза, погло"
щая или пропуская свет в определенных облас"
тях спектра. Кроме того, поглощая рассеянный
свет, они повышают контрастность и четкость
изображения. 

Наряду с оптической, оммохромы выполня"
ют также защитную, антиоксидантную функ"
цию [9–12]. Эта защита необходима в связи с
тем, что кванты света, особенно в фиолетовой и
синей областях спектра, высокоэнергетичны.
Вследствие этого они представляют потенци"
альную опасность для структур глаза, особенно
для фоторецепторных клеток сетчатки (т.н.
«Blue Light Hazard»). Опасность фотоповрежде"
ния структур глаза насекомых имеет свои осо"
бенности. Во"первых, в условиях длительной
световой экспозиции в ретинулярных клетках
глаза насекомых, в отличие от позвоночных жи"
вотных, могут накапливаться фагосомы [13], со"
держащие большое количество ненасыщенных
жирнокислотных остатков, легко подвержен"
ных процессу пероксидации. Во"вторых, опти"
ческие среды глаза многих насекомых пропуска"
ют УФ"облучение, которое является активным
экзогенным прооксидантным фактором. В та"
ких условиях облучение УФ" и интенсивным ви"
димым светом может приводить к появлению
токсичных продуктов пероксидации, которые
способны проникать в мембраны рабдома и
повреждать их. Поэтому вероятность фотопо"
вреждения в омматидии сложного глаза, по всей
видимости, более высока, чем в глазах позво"
ночных животных. Вследствие этого наличие
дополнительной защиты клеток сложного глаза
от прооксидантных факторов жизненно необхо"
димо. Роль такой защиты в глазах членистоно"

гих могут выполнять оммохромы. Известно, что
те виды ракообразных и насекомых, которые со"
держат большие количества экранирующих пиг"
ментов, крайне устойчивы к прооксидантным
факторам [6, 10, 14]. Причем для ракообразных
на примере креветки M. relicta нами было пока"
зано, что эффект этой устойчивости клеток
сложного глаза к действию прооксидантных
факторов не связан с более высоким содержани"
ем в них низкомолекулярных антиоксидантов и
антиоксидантных ферментов, а обусловлен
именно наличием большого количества гранул,
содержащих оммохромы [14].

Оммохромы могут быть как донорами, так и
акцепторами электронов и функционировать
как эффективные антирадикальные молекулы
[15–17]. Одним из механизмов защитного
действия оммохромов от фотоповреждения зри"
тельных клеток может быть их реакция с синг"
летным молекулярным кислородом, чрезвычай"
но токсичным для клетки оксидантом. Нами ра"
нее было показано, что оммохромы глаза кре"
ветки Pandalus latirostris тушат фотосенсибили"
зированную люминесценцию синглетного кис"
лорода [18]. В то же время не исключено, что
оммохромы могут быть и генераторами синглет"
ного кислорода. Такая возможность показана,
например, для кинуренина – предшественника
биосинтеза оммохромов [19–21]. Однако дан"
ных по фотовозбуждению оммохромов, образо"
ванию триплета и генерации синглетного кис"
лорода в литературе нет. Скорее всего оммохро"
мы лишь тушители синглетного кислорода.

В настоящее время общепринято, что анти"
оксидантная активность оммохромов обуслов"
лена их способностью нейтрализовать активные
формы кислорода и связывать ионы металлов
переменной валентности в неактивные комп"
лексы [9, 11]. Ранее нами было показано, что
оммохромы мухи черная львинка Hermetia illuB
cens способны тушить хемилюминесценцию лю"
минола, индуцированную пероксидом водорода
в присутствии гемоглобина [12]. Величина
константы тушения хемилюминесценции ом"
мохромами мухи черная львинка (> 104 M–1) [22]
сопоставима с аналогичными константами для
синтетических антиоксидантов, таких как мек"
сидол и призводные гидрокси(алкокси)"2"ами"
нобензотиазола [23].

Различные членистоногие, такие как ра"
кообразные и насекомые, являются хорошим
источником природных биологически активных
пигментов оммохромов. Эти природные анти"
оксиданты могут быть использованы в практи"
ческих целях, например, в фармакологии. Цель
настоящей работы – получение оммохромов из
различных кормовых насекомых и исследова"
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ние их физико"химических характеристик и ан"
тиоксидантных свойств.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выделение оммохромов из голов насекомых.
Оммохромы были получены из пяти видов насе"
комых. Муха «черная львинка» (Hermetia illucens,
семейство Strationyidae) и ее личинки широко
используются для питания сельскохозяйствен"
ных животных и конвертации биологических
отходов в доступный источник пищевого белка,
жиров, хитина и меланина. Чистая культура
этих мух содержится в Институте проблем эко"
логии и эволюции им. А.Н. Северцева (ИПЭЭ
РАН). Технология культивирования мух вклю"
чает следующие стадии: содержание взрослых
мух в инсектарии в контролируемых условиях;
инкубация яиц и получение личинок в инкуба"
торе; выращивание личинок в контейнере с пи"
тательным субстратом; получение предкуколок,
затем куколок и имаго. Взрослые мухи живут
5–8 дней. Нуклеотидная последовательность
Hermetia illucens зарегистрирована в Генном бан"
ке (Hermetia illucens, sample H"il 1 No. KY817115).
После окончания жизненного цикла подмор
мух замораживали и хранили при температуре
–180 °C.

Жук чернотелка (большой мучной хрущак)
(Tenebrio molitor, семейство Tenebrionidae) в нас"
тоящее время является одним из самых попу"
лярных видов кормовых насекомых, которых
используют для кормления различных экзоти"
ческих животных. Существуют крупные произ"
водства в Европе, Китае, США. Культура содер"
жится в лабораторных условиях ИПЭЭ РАН.

Таракан мраморный (Nauphoeta cinerea, се"
мейство Blaberidae) – также популярный вид
кормовых насекомых для насекомоядных жи"
вотных. Культура содержится в лабораторных
условиях ИПЭЭ РАН.

Бабочка табачный бражник (Manduca sexta,
семейство Sphingidae). Гусеницы этой бабочки
служат популярным кормом для насекомояд"
ных экзотических животных. Культура содер"
жится в энтомологическом отделе Московского
зоопарка.

Саранча пустынная (Schistocerca gregaria, се"
мейство Acrididae) – вид кормовых насекомых
для насекомоядных животных. Пользуется по"
пулярностью как живой корм для насекомояд"
ных животных. Культура содержится в энтомо"
логическом отделе Московского зоопарка.

Экстракция оммохромов из голов насеко"
мых была выполнена без их предварительной
гомогенизации. Головы взрослых умерших насе"

комых были отделены вручную и хранились при
температуре –180 °С. При необходимости голо"
вы насекомых были предварительно проинку"
бированы в нейтральном метаноле в соотноше"
нии ∼10 г голов на 300 мл метанола в течение су"
ток (в темноте), при комнатной температуре и
периодическом перемешивании. После фильт"
рации 500 мл абсолютного метанола, содержа"
щего 1% по объему хлористого водорода
(MeOH"HCl смесь), был добавлен к массе го"
лов, и смесь инкубировали при 6 °С в темноте, в
течение 48 ч при периодическом встряхивании.
После этого экстракт фильтровали через бумаж"
ный фильтр (Ватман, Grade 6). Полученный су"
пернатант вишневого цвета нейтрализовали
20%"ным раствором аммиака и центрифугиро"
вали при 5000 g в течение 15 мин. Супернатант
удаляли, к осадку добавляли свежий раствор
MeOH"HCl до его полного растворения. Проце"
дуру осаждения оммохромов раствором аммиа"
ка повторяли дважды. Окончательно осадок ом"
мохромов высушивали в эксикаторе в темноте, в
присутствии безводного хлорида кальция.

Выделение липофусциновых гранул. Липо"
фусциновые гранулы выделяли из клеток рети"
нального пигментного эпителия (РПЭ) кадавер"
ных глаз доноров разных возрастов с помощью
модифицированной методики, предложенной
Boulton и Marshall [24]. Кадаверные глаза чело"
века были получены по договору из Глазного
тканевого банка ФГБУ МНТК «Микрохирургия
глаза» им. акад. С.Н. Федорова» Минздрава Рос"
сии. Изолированные липофусциновые гранулы
промывали 0,1 М К"фосфатным буфером, pH
7,6, после чего ресуспендировали в фосфатном
буфере и хранили в морозильной камере при
– 20° С. Концентрацию гранул подсчитывали,
используя камеру Горяева.

Получение наружных сегментов фоторецепто�
ров быка. Наружные сегменты фоторецептор"
ных клеток были выделены из сетчаток глаз бы"
ка модифицированным методом, предложен"
ным Mc Dowell [25]. Полученные наружные сег"
менты были суспендированы в 0,1 М К"фосфат"
ном буфере и хранились при температуре
–20 °C.

Получение кардиолипиновых липосом. Кар"
диолипиновые липосомы были получены путем
суспендирования кардиолипина в 0,1 М К"фос"
фатном буфере, рН 7,4. В эксперименте исполь"
зовали натриевую соль кардиолипина («Sigma"
Aldrich», США) в метанольном растворе. Раст"
вор кардиолипина (5 мг/мл) испаряли на ротор"
ном испарителе, липидную пленку солюбилизи"
ровали в фосфатном буфере и тщательно пере"
мешивали на мешалке типа «Vortex». Суспензию
липосом хранили при температуре 2–4 °С.
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Анализ экстрактов оммохромов. Оммохромы
анализировали методом высокоэффективной
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) на хрома"
тографе фирмы «Knauer» (Германия) с колон"
кой «Диасфер 120 С18» (4 х 250 мм, размер час"
тиц сорбента 5 мкм). Растворитель А – 10%"
ный ацетонитрил + 90% воды (+ 0,5% муравьи"
ной кислоты). Растворитель Б – 100%"ный аце"
тонитрил (+ 0,5% муравьиной кислоты). Разде"
ление осуществляли путем линейного градие"
нтного элюирования в системе: от 100% раство"
рителя А до 60% растворителя А и 40% раство"
рителя Б за 60 мин, скорость потока
0,4 мл/мин. Температура колонки 24 °С. Про"
дукты хроматографического разделения изме"
ряли с помощью фотометрического детектора
«Knauer К"2501», а также флуориметрического
детектора (RF"10A"xl, «Shimadzu»). Образец
оммохромов или стандарта растворяли в
100 мкл смеси метанола с 0,5%"ной HCl. Для
работы использовали готовые стандарты: трип"
тофан, кинуренин, 3"гидроксикинуренин,
ксантуреновая кислота фирмы «Sigma"Aldrich»
(США). Ксантомматин был синтезирован пу"
тем автоокисления из 3"гидроксикинуренина,
согласно методике, описанной в [26]. Спектры
оптического поглощения измеряли на спектро"
фотометре «Shimadzu UV–1601PC» (Япония).
Спектры флуоресценции регистрировали на
флуориметре «Shimadzu RF"5301PC» (Япония).
Для обработки полученных данных использова"
ли программное обеспечение RFPC версия 2.0
(«Shimadzu»).

Измерение концентрации свободно радикаль�
ных центров. Параметры парамагнитных цент"
ров в оммохромах определяли методом спектро"
метрии электронного парамагнитного резонан"
са (ЭПР). Для этого использовали либо сухие
образцы оммохромов, либо их замороженные
суспензии в К"фосфатном буфере, которые го"
товили с помощью насадки из полиэтиленовой
трубочки длиной 10–15 мм и внутренним диа"
метром 0,45 мм. На каждую пробу отбирали сус"
пензию оммохромов объемом 0,3 мл и быстро
замораживали в жидком азоте (–196 °С). Образ"
цы сохраняли в замороженном виде до момента
измерения. Для измерения спектров ЭПР из
трубочки поршнем выдавливали замороженный
столбик образца. Регистрацию спектров ЭПР
образцов проводили при 77°К на радиоспектро"
метре ЭПР «Bruker EMX» (Германия) в цилинд"
рическом резонаторе. Условия записи спектров
ЭПР: ΔН развертка – 50 Гс; Н центр – 3440 Гс;
амплитуда модуляции – 3 Гс, мощность СВЧ –
20 мкВт. Эталон для определения концентрации
спинов – УДА №5, сертификат о калибровке
№ 905/910"2012.

Окисление оммохромов пероксидом водорода.
Окислительная деструкция оммохромов была
вызвана 1,0–1,5% пероксидом водорода. Сус"
пензию пигментов (2–3 мг/мл) в 0,1 М К"фос"
фатном буфере, рН 7,4, или раствор оммохро"
мов в MeOH"HCl (0,5–1,0 мг/мл) инкубировали
в присутствии пероксида водорода не менее 2 ч.
После этого сравнивали физико"химические ха"
рактеристики исходного и окисленного образ"
цов.

Определение антиоксидантной активности
оммохромов. Антирадикальную активность по"
лученных оммохромов определяли с помощью
гомогенной гидрофильной хемилюминесцент"
ной системы, состоящей из гемоглобина, пе"
роксида водорода и люминола [27]. В качестве
измеряемых параметров был взят латентный
период достижения максимальной интенсив"
ности свечения. Кинетику хемилюминесцен"
ции регистрировали на спектрофлуориметре
«Shimadzu RF 5301PC» (Япония) при длине вол"
ны люминесценции 470 нм при комнатной тем"
пературе. Для количественной оценки способ"
ности оммохромов взаимодействовать с радика"
лами, локализованными в водной фазе данной
модельной системы, результаты тушения хеми"
люминесценции пересчитывали в координатах
зависимости латентного периода от концентра"
ции пигмента. Среда для инкубации содержала
0,05 М К"фосфатный буфер, рН 7,4, 2,0 мкМ ге"
моглобина, 100 мкМ люминола, 100 мкМ ЭДТА,
и различные концентрации оммохромов в 0,1 М
К"фосфатном буфере, рН 7,4 или в растворе ме"
танол"HCl. Реакцию начинали добавлением
100 мкМ пероксида водорода. В качестве конт"
роля использовали буферный раствор без ом"
мохромов.

Кинетику пероксидации липидов кардиоли"
пиновых липосом или наружных сегментов фо"
торецепторных клеток определяли по накопле"
нию продуктов реакции с тиобарбитуровой кис"
лотой (ТБК"активные продукты) [28]. Процесс
пероксидации липидов индуцировали либо
ионами двухвалентного железа, либо видимым
светом в присутствии липофусциновых гранул.
Для облучения полным видимым светом ис"
пользовали галогенную лампу КГМ 24"150,
снабженную фокусирующей системой и тепло"
вым фильтром. Энергия облучения составляла
80 мВт/см2. Спектральная область облучения
390–700 нм. Облучение проводили, как прави"
ло, при комнатной температуре и постоянном
перемешивании. Среднюю скорость накопле"
ния ТБК"активных продуктов рассчитывали,
измеряя концентрацию продуктов, образовав"
шихся через 10, 25 и 40 мин после начала реак"
ции.
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Статистический анализ проводили с исполь"
зованием t"критерия Стьюдента (p < 0.05). Дан"
ные были выражены как среднее арифметичес"
кое ± стандартное отклонение.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Все изученные насекомые содержали высо"
кие концентрации оммохромов, которые
экстрагировали из голов насекомых с довольно
высокими выходами. Выход оммохромов в % су"
хого веса пигмента от влажного веса исходного
сырья составил 0,9, 1,4, 1,7, 4,2 и 4,8% для мра"
морного таракана, пустынной саранчи, бабочки
бражник табачный, мухи черная львинка и жука
чернотелки соответственно. Максимумы спект"
ров поглощения оммохромов всех изученных
насекомых в видимой области спектра находи"
лись в диапазоне от 430 нм до 502 нм (рис. 1).

Наиболее длинноволновые максимумы пог"
лощения были характерны для оммохромов ба"
бочки бражник табачный (502 нм, рис. 1, а) и
мраморного таракана (497 нм, рис. 1, д). Оммо"
хромы жука чернотелки имели выраженный
максимум поглощения при 454 нм (рис. 1, в).
Менее выраженный, но самый коротковолно"
вый максимум поглощения имели оммохромы
мухи черная львинка – 430 нм (рис. 1, б). Ом"
мохромы саранчи пустынной не показывали вы"
раженного максимума поглощения в видимой
области спектра, демонстрируя лишь «плечо» в
области 490 нм (рис. 1, г). Характер спектров
поглощения оммохромов не изменялся при не"
зависимых выделениях из одного источника
(3–4 независимых выделения). Это связано, по"
видимому, с тем, что условия культивирования
насекомых на протяжении эксперимента не из"
менялись. Максимумы поглощения оммохро"
мов при 430–490 нм характерны для класса ом"
матинов, а максимумы поглощения при 520 нм
и выше характерны для омминов [1]. Абсорбци"
онные спектры оммохромов мухи черная львин"
ка, жука чернотелки и пустынной саранчи более
характерны для спектров омматинов; абсорбци"
онные спектры мраморного таракана и бабочки
бражник табачный имеют промежуточный ха"
рактер, что может быть связано с наличием у
них двух типов оммохромов – омматинов и ом"
минов.

Все изолированные оммохромы интенсивно
флуоресцировали в видимой области спектра.
Наблюдалось два основных пика флуоресцен"
ции – коротковолновый с максимумом эмиссии
при 440 нм и длинноволновый с максимумом
эмиссии при 530 нм (рис. 2, а и рис. 2, б соответ"
ственно).

Основные максимумы возбуждения корот"
коволновой флуоресценции оммохромов были
290 нм, 330 нм и 380 нм, а длинноволновой флуо"
ресценции – 330 нм и 460 нм.

Исследование качественного состава оммо"
хромов было выполнено методом ВЭЖХ. На
рис. 3 приведены хроматограммы всех изучен"
ных оммохромов, измеренных по поглощению
при длине волны 490 нм и по интенсивности
флуоресценции при длине волны возбуждения
460 нм и эмиссии 520 нм.

Состав оммохромов был различен для разных
видов насекомых (рис. 3). Оммохромы представ"
ляли собой смесь нескольких веществ, главным
образом, смесь ксантомматина и нескольких его
производных. Оммохромы мраморного таракана
довольно сильно отличаются по составу от ос"
тальных представителей класса насекомых
(рис. 3, д). Оммохромы бабочки бражник табач"
ный и мухи черная львинка (рис. 3, а и б) близки
между собой по составу веществ, детектируемых
как по поглощающим, так и по флуоресцирую"
щим компонентам. Однако оммохромы бабочки
табачный бражник в отличие от оммохромов му"
хи черная львинка, возможно, содержат в своем
составе омматин D с максимумом поглощения
490 нм, что согласуется с данными работы [30], в
которой омматин D в смеси с ксантомматином
был найден как хромофор оммохром"связываю"
щего белка в гемолимфе бабочки бражник та"
бачный. Жук чернотелка по составу оммохромов
скорее ближе к бабочке и мухе, чем к мраморно"
му таракану (рис. 3, в). Важно отметить, что ом"
мохромы большинства изученных насекомых
имеют максимум поглощения близкий к макси"
муму поглощения омматинов. Однако полный
качественный состав оммохромов в глазах изу"
чаемых насекомых требует дальнейшего иссле"
дования, возможно, с использованием масс"
спектрометрического анализа.

Все исследованные оммохромы имели выра"
женный синглетный сигнал ЭПР (рис. 4).

Параметры сигнала ЭПР оммохромов из
всех пяти видов насекомых приведены в табли"
це. Видно, что все оммохромы имеют g факторы
близкие к g фактору свободного электрона и до"
вольно высокое содержание парамагнитных
центров. Наибольшая концентрация спинов,
отнесенная на грамм сухого веса, была у оммо"
хромов мухи и бабочки (>1018).

Оммохромы остальных насекомых имели
концентрацию парамагнитных центров меньше,
чем 1018, причем концентрация спинов оммо"
хромов пустынной саранчи и жука чернотелки
была более чем на порядок ниже, чем у мухи чер"
ная львинка. Высокая концентрация стабильных
свободно радикальных центров позволяет рас"
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сматривать оммохромы как сборщики («мусор"
щики») активных свободных радикалов. Вели"
чина g фактора оммохромов, находящаяся в ин"
тервале между 2,004 и 2,005 (таблица), характер"
на для феноксирадикалов [31]. Известно, что ин"
термедиаты феноксазина, который входит в

структуру молекулы оммохромов, проявляют
стабильный сигнал ЭПР [32, 33] и могут, по"ви"
димому, обуславливать сигнал ЭПР, обнаружен"
ный нами у оммохромов насекомых. Более того,
не исключено, что именно феноксазин и опреде"
ляет антирадикальную активность оммохромов
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Рис. 1. Спектры поглощения оммохромов насекомых в метанол"HCL. а – Бабочка бражник табачный; б – муха черная
львинка; в – жук чернотелка; г – саранча пустынная; д – таракан мраморный. Концентрация оммохромов была
0,4–0,6 мг/мл
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б

Рис. 2. Спектры флуоресценции оммохромов пустынной саранчи (1), бабочки бражник табачный (2) и мраморного тара"
кана (3) в метанол"НСl. Длина волны возбуждения составляла: a – 380 нм и б – 460 нм

Рис. 3. ВЭЖХ анализ экстрактов оммохромов из глаз насекомых различных видов. а – Бабочка бражник табачный; б – му"
ха черная львинка; в – жук чернотелка; г – саранча пустынная; д – таракан мраморный; е – панель разделения стандарт"
ных веществ. Детектирование по поглощению на длине волны 490 нм (хроматограмма черного цвета). Детектирование
флуоресценции на длине волны 520 нм при возбуждении флуоресценции длиной волны 460 нм (хроматограмма красного
цвета). Пики: 1–3"гидроксикинуренин, 1а – кинуренин, 4 – триптофан, 5 – предположительно дигидроксантомматин
[29], 6 – ксантуреновая кислота, 7 – предположительно декарбоксилированный ксантомматин [29], 8 – ксантомматин.
Для хроматограмм с детектированием по поглощению (D) и по флуоресценции (I) показаны отдельные оси ординат.
(С цветными вариантами рис. 3 и 5 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/)
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[17]. Сигнал ЭПР оммохромов был чувствителен
к облучению как УФ, так и видимым светом при
температуре жидкого азота (на рис. не показа"
но). При облучении оммохромов интенсивность
исходного сигнала ЭПР значительно возрастала.

Оммохромы оказались чувствительными к
окислению пероксидом водорода и/или надпе"
роксидом калия. Окисление пероксидом водоро"
да приводило к исчезновению длинноволнового
максимума поглощения в области 430–502 нм
(рис. 5, а, кривая 1) и появлению коротковолно"
вого максимума в области 370–390 нм (рис. 5, а,
кривая 2). Это свидетельствует о том, что изоли"
рованные оммохромы находились, главным об"
разом, в восстановленном состоянии. Действие
пероксида водорода имеет, как минимум, двух"
фазный характер. Сначала наблюдается переход
оммохромов в окисленную форму, а затем при
длительной инкубации с окислителем, по"види"
мому, происходит постепенное разрушение пиг"

мента, сопровождающееся дальнейшим умень"
шением абсорбции пигментов в видимой облас"
ти спектра (рис. 5, а) и значительной потерей
количества парамагнитных центров.

Флуоресцентные свойства оммохромов так"
же претерпевали изменения при окислении ом"
мохромов пероксидом водорода. На рисунке 5, б
видно, что при окислении происходит значи"
тельный рост интенсивности флуоресценции
исследуемых образцов, главным образом, в
длинноволновой области спектра (500–600 нм).

ВЭЖХ анализ оммохромов показал замет"
ные качественные и количественные изменения
в их составе после окисления пероксидом водо"
рода (рис. 5, в–е). Видно, что пики 2–8, присут"
ствующие в исходном не окисленном образце,
после воздействия пероксидом водорода прак"
тически исчезают. Одновременно увеличивается
содержание пиков 9–11, имеющих значитель"
ную флуоресценцию. Однако для окончательно"
го выяснения причин увеличения интенсивнос"
ти флуоресценции оммохромов при окислении
пероксидом водорода необходимы дополни"
тельные исследования.

Сигнал ЭПР оммохромов также оказался
чувствительным к действию пероксида водорода
(рис. 5, ж, кривые 1 и 2). Окисление оммохро"
мов пероксидом водорода приводило к резкому
падению сигнала ЭПР и, в конечном счете, к
полной потере парамагнетизма, что вероятно
связано с разрушением феноксазинового кольца
в структуре молекул оммохромов [17], исходно
проявляющего свободнорадикальные свойства.
Деструкция оммохромов из глаза дрозофилы пе"
роксидом водорода была показана ранее [34].

Оммохромы в относительно невысоких кон"
центрациях тушат хемилюминесценцию люми"
нола, инициируемую пероксидом водорода. На
рис. 6, а показана кинетика хемилюминесцен"
ции люминола в присутствии различных концен"
траций оммохромов мраморного таракана. В
присутствии оммохромов наблюдается как па"
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Рис. 4. Спектры ЭПР оммохромов мухи черная львинка
(1), бабочки бражник табачный (2), мраморного таракана
(3) и пустынной саранчи (4). Регистрацию спектров прово"
дили, используя сухие образцы препаратов оммохромов
при комнатной температуре

Параметры сигнала ЭПР оммохромов насекомых

Образец

Параметры сигнала ЭПР

g"фактор

Полуширина линии, ΔHpp

Концентрация парамагнитных центров,
спин/г сухого вещества

бабочка
бражник
табачный

2,0048

12,0

27,5 × 1017

муха
черная львинка

2,0045

12,4

48,0 × 1017

жук
чернотелка

2,0045

10,2

0,5 × 1017

саранча
пустынная

2,0045

12,6

4,6 × 1017

таракан
мраморный

2,0046

12,7

9,7 × 1017

Оммохромы, порошок, комнатная температура
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Рис. 5. Действие пероксида водорода на оммохромы насекомых. а – Абсорбционный спектр оммохромов жука чернотел"
ки до (1) и после (2) окисления пероксидом водорода; б – спектры флуоресценции оммохромов жука чернотелки при дли"
не волны возбуждения 340 нм (1) и 460 нм (2). Исходный спектр (а) и спектр после действия пероксида водорода (б);
в–е – ВЭЖХ анализ оммохромов из глаз жука чернотелки до и после воздействия на них перексидом водорода (в – детек"
тирование по поглощению на длине волны 380 нм; г – детектирование флуоресценции на длине волны 520 нм при воз"
буждении флуоресценции длиной волны 380 нм; д – детектирование по поглощению на длине волны 490 нм; е – детек"
тирование флуоресценции на длине волны 520 нм при возбуждении флуоресценции длиной волны 460 нм); черная кри"
вая – исходный образец, красная кривая – после воздействия пероксидом водорода. Для хроматограмм исходного образ"
ца (Dисх или Iисх) и после воздействия пероксидом водорода (Dокисл и Iокисл) показаны отдельные оси ординат. D – детекти"
рование по поглощению, I – детектирование по флуоресценции; ж – сигнал ЭПР оммохромов бабочки бражник табач"
ный. Исходный спектр (1); спектр после окисления пероксидом водорода (2). Измерения проведены на суспензии оммо"
хромов в фосфатном буфере при температуре жидкого азота
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дение амплитуды хемилюминесценции, так и
увеличение временного периода достижения
максимума свечения.

Концентрация оммохромов 400 мкг/мл
(рис. 6, а, кривая 5) вызывала значительное ин"
гибирование развития процесса хемилюминес"
ценции люминола. Для сравнения антиради"
кальной активности различных оммохромов,
были определены сравнительные величины ла"
тентного периода хемилюминесценции люми"

нола при одинаковой концентрации всех изуча"
емых оммохромов (рис. 6, б), составляющей
750 мкг/мл. Каждый столбик – среднее 4 неза"
висимых измерений латентного периода разви"
тия хемилюминесценции (рис. 6, б). В этих усло"
виях наибольшей антирадикальной активностью
обладали оммохромы мухи черная львинка и
мраморного таракана (столбики 1 и 2), а оммо"
хромы жука чернотелки и саранчи пустынной
(столбики 4 и 5) проявляли наименьшую антира"
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Рис. 6. Тушение хемилюминесценции люминола оммохромами насекомых. а – Кинетика хемилюминесценции люмино"
ла в присутствии различных концентраций оммохромов мраморного таракана. 1 – контроль, 2–5 – добавлено 100 мкг/мл,
150 мкг/мл, 250 мкг/мл и 400 мкг/мл оммохромов соответственно. Контрольными образцами служили пробы, содержа"
щие буферный раствор без оммохромов; б – латентный период возгорания хемилюминесценции люминола в присутствии
различных оммохромов в концентрации 750 мкг/мл. 1 – муха черная львинка, 2 – таракан мраморный, 3 – бабочка браж"
ник табачный, 4 – жук чернотелка, 5 – саранча пустынная. Каждый столбик – результат 4 независимых измерений. Дан"
ные статистически значимы для р < 0,05. Среда инкубации содержала 0,05 М К"фосфатный буфер, рН 7,4, 2,0 мкМ гемо"
глобин, 100 мкМ люминол, 100 мкМ ЭДТА и суспензию различных оммохромов в К"фосфатном буфере. Реакцию начи"
нали добавлением 100 мкМ пероксида водорода

Рис. 7. Ингибирующее действие оммохромов мухи черная
львинка (1) и бабочки бражник табачный (2) на Fe2+ – ас"
корбат индуцированную пероксидацию кардиолипиновых
липосом. Каждый столбик – результат трех независимых
измерений. Результат статистически значим для p < 0,05.
Среда инкубации содержала 0,1 М К"фосфатный буфер,
рН 7,4, 265 мкг/мл кардиолипиновых липосом, 0,5 мМ ас"
корбат и 35 мкМ Fe2+. Концентрация оммохромов была
90 мкг/мл; контроль без добавления оммохромов

Рис. 8. Ингибирующее действие оммохромов пустынной
саранчи на пероксидацию наружных сегментов фоторе"
цепторных клеток (НСФ), инициализированную облуче"
нием видимым светом в присутствии липофусциновых
гранул. Каждый столбик – результат трех независимых из"
мерений. Результат статистически значим для p < 0,05.
Среда инкубации содержала 0,1 М К"фосфатный буфер,
рН 7,4, 200 мкг/мл белка НСФ и 5 × 106 гранул/мл липо"
фусцина; концентрация оммохромов составляла 46 (1) и 77
мкг/мл (2), соответственно; контроль – скорость перокси"
дации НСФ в отсутствие оммохромов принята за 100%
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дикальную активность. Этот результат коррели"
рует с данными по концентрации стабильных
свободно радикальных центров в оммохромах.
Действительно, их концентрация в оммохромах
жука чернотелки и саранчи пустынной мини"
мальна. С другой стороны, остается непонятным
более высокая антирадикальная активность ом"
мохромов мраморного таракана (столбик 2) по
сравнению с таковой для оммохромов бабочки
табачного бражника (столбик 3), поскольку кон"
центрация парамагнитных центров оммохромов
бабочки значительно выше, чем у мраморного
таракана. Как уже упоминалось, константа ту"
шения хемилюминесценции люминола оммо"
хромами мухи черная львинка довольно высока,
что характеризует эти пигменты как довольно
сильные антиоксиданты. Из рис. 6, б следует, что
эффективность тушения хемилюминесценции
оммохромами мраморного таракана не уступает
таковой для оммохромов черной львинки, а эф"
фективность тушения хемилюминесценции ом"
мохромами бабочки бражник табачный, жука
чернотелки и саранчи пустынной хотя и ниже,
чем у оммохромов мухи черная львинка, но со"
поставима с ней. Важно отметить, что концент"
рация оммохромов в глазах изученных насеко"
мых очень высока. По нашим расчетам, содер"
жание оммохромов, например, в глазу мухи чер"
ная львинка достигает 90 мг/мл, а в глазу саран"
чи пустынной 45 мг/мл. Это значительно пре"
восходит использованные нами в эксперименте
концентрации оммохромов (< 1 мг/мл).

Оммохромы всех изученных насекомых ин"
гибировали реакции пероксидации, индуциро"
ванные различными прооксидантными систе"
мами. Антиоксидантная активность оммохро"
мов была определена для трех различных систем
индукции процесса пероксидации, для: Fe2+"ас"
корбат"индуцированной пероксидации кардио"
липиновых липосом (рис. 7); аскорбат индуци"
рованной пероксидации наружных сегментов
фоторецепторных клеток глаза быка (не показа"
но); фотоиндуцированной пероксидации на"
ружных сегментов фоторецепторных клеток,
сенсибилизированной липофусциновыми гра"
нулами из клеток ретинального пигментного
эпителия глаза человека (рис. 8).

В этих экспериментах использовали оммо"
хромы мухи черная львинка, бабочки бражник
табачный (рис. 7) и саранчи пустынной (рис. 8).
Все они проявляли выраженную антиоксидант"
ную активность, ингибируя процессы перокси"
дации и фотопероксидации уже в относительно
низких концентрациях. Антиоксидантная актив"
ность оммохромов насекомых была сопоставима
с таковой для природных меланинов [12] и для
синтетических антиоксидантов оксипиридино"

вого ряда [23]. В наших экспериментах оммохро"
мы в концентрации 0,5 мг/мл приводили к прак"
тически 90% ингибированию свободнорадикаль"
ных процессов. Важно отметить, что оммохромы
эффективно тормозили сенсибилизированную
липофусцином фотопероксидацию наружных
сегментов фоторецепторных клеток (рис. 8). Уже
в концентрации 0,08 мг/мл (≈ 0,2 мМ) они инги"
бировали эту реакцию на 70%, тогда как хорошо
известный синтетический антиоксидант мекси"
дол в концентрации 0,5 мМ ингибировал эту же
реакцию не более чем на 50% [35]. Поэтому, ра"
зумно предположить, что оммохромы, содержа"
щиеся в сложных глазах насекомых в большом
избытке, могут оказывать значительное антиок"
сидантное действие. Механизмы антиоксидант"
ного действия оммохромов могут быть связаны с
их реакцией с активными формами кислорода и
со способностью утилизировать свободные ради"
калы [9, 11, 15, 16].

Таким образом, разработана относительно
простая процедура изоляции оммохромов из го"
лов кормовых насекомых. По своим типичным
физико"химическим характеристикам эти пиг"
менты могут быть отнесены к группе оммати"
нов [1, 2, 8, 36]. Кормовые насекомые, широко
используемые в практических целях и культи"
вируемые в контролируемых условиях (как в ла"
бораторных, так и промышленных масштабах),
являются хорошими природными источниками
большого количества оммохромов. Так, по на"
шим данным, из голов мухи черная львинка
можно извлечь более 4% сухого веса оммохро"
мов от влажного веса исходного сырья. Благо"
даря своей биологической активности эти при"
родные пигменты могут рассматриваться как
перспективные фармакологические препараты,
главным образом, для предотвращения и лече"
ния патологий, связанных с развитием окисли"
тельного стресса. Полученные нами результаты
важны для понимания механизмов осуществле"
ния биологической функции оммохромов как
экранирующих и антиоксидантных пигментов,
в первую очередь, в омматидиях сложного глаза
беспозвоночных животных.
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The objective of this study was screening of ommochromes from the compound eyes of insects and comparison of
their antioxidant properties. Ommochromes were isolated in preparative quantities from insects of five different fam"
ilies: Stratiomyidae, Sphingidae, Blaberidae, Acrididae, and Tenebrionidae. The yield of ommochromes (dry pig"
ment weight) was 0.9"5.4% of tissue wet weight depending on the insect species. Isolated pigments were analyzed by
high"performance liquid chromatography and represented a mixture of several ommochromes of the ommatin series.
The isolated ommochromes displayed a pronounced fluorescence with the emission maxima at 435"450 nm and 520"
535 nm; furthermore, the emission intensity increased significantly upon ommochrome oxidation with hydrogen
peroxide. The ommochromes produced a stable EPR signal consisting of a singlet line with g = 2.0045"2.0048, width
of 1.20"1.27 mT, and high concentration of paramagnetic centers (> 1017 spin/g dry weight). All the investigated
ommochromes demonstrated high antiradical activity measured from the degree of chemiluminescence quenching
in a model system containing luminol, hemoglobin, and hydrogen peroxide. The ommochromes strongly inhibited
peroxidation of the photoreceptor cell outer segments induced by visible light in the presence of lipofuscin granules
from the human retinal pigment epithelium, as well as suppressed iron/ascorbate"mediated lipid peroxidation. The
obtained results are important for understanding the biological functions of ommochromes in invertebrates and
identifying invertebrate species that could be used as efficient sources of ommochromes for pharmacological prepa"
rations to prevent and treat pathologies associated with the oxidative stress development.

Keywords: ommochromes, insects, EPR spectrometry, fluorescence, antioxidant activity
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Криптофитовые водоросли занимают особую пигментную нишу среди оксигенных фотосинтетиков, обла�
дая уникальным для пластид сочетанием фикобилипротеинов и хлорофилл а/с�содержащей антенны. Све�
дения о фотосинтезе криптофит, несмотря на успехи в изучении морфологии, экологии и геносистематики,
остаются недостаточными. Неизвестно соотношение фотосистем I и II (ФС I и II) и противоречивы данные
о специфике участия антенных комплексов в их функционировании. В данной работе впервые удалось по�
казать, что у криптофитовой водоросли Rhodomonas salina ФС I и ФС II входят в состав тилакоидных мемб�
ран в соотношении 1 : 4, в то время как известные пропорции у цианобактерий и высших растений равня�
ются соответственно 3 : 1 и 1 : 1. Кроме того, выявлено, что фикобилипротеиновая антенна, представлен�
ная у R. salina фикоэритрином�545 (ФЭ�545), связана, в отличие от цианобактерий, только с ФС II, что оз�
начает особую пространственную укладку этих белков�пигментов, не вступающих внутри тилакоидов в
контактные взаимодействия с ФС I.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: криптофиты, фикобилипротеины, фикоэритрин, хлорофилл а, хлорофилл с, фото�
система I, фотосистема II.

DOI: 10.31857/S0320972520060056

ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ СВЯЗЬ ФИКОЭРИТРИНА
С ФОТОСИСТЕМОЙ II У КРИПТОФИТОВОЙ

ВОДОРОСЛИ Rhodomonas salina*

© 2020 И.Н. Стадничук1**, Т.М. Новикова2, Г.С. Минюк2, В.А. Бойченко3 ,
Ю.В. Болычевцева4, Е.С. Гусев1, Е.П. Лукашев5

ВВЕДЕНИЕ

Двужгутиковые криптофитовые водоросли
(криптофиты) благодаря фикобилипротеинам,
поглощающим свет в «зеленом окне» хлорофил�
ла, формируемом поверхностными водоросля�
ми других групп, могут обитать в глубоких ниж�
них слоях фитопланктона [1–3]. Криптофиты
входят в разнообразную по составу представите�
лей группу Chromoalveolates – водорослей, чьи

хлоропласты имеют четыре наружные мембра�
ны и содержат хлорофилл с (Хл с). У оксигенных
фотосинтетиков фотосинтез связан с фотораз�
ложением воды и выделением кислорода за счет
взаимодействия двух фотосистем. Пигмент�бел�
ковые комплексы фотосистемы I (ФС I) и фото�
системы II (ФС II) находятся в тилакоидах
криптофит и других водорослей, как и высших
растений, в виде димеров ФС II и мономеров
ФС I [4, 5]. Антенные комплексы, передающие
поглощенную световую энергию фотосистемам,
характеризуются разнообразием. Известны три
типа антенн: 1) фикобилисомная у цианобакте�
рий и красных водорослей; 2) Хл a/b�содержа�
щая у зеленых водорослей и высших растений;
3) Хл а/с�содержащая у многочисленных групп
Chromophyta. Хлорофилл с в составе хлорофилл
а/с�протеина является аналогом хлорофилла b в
Хл а/b�содержащих белках. Эти мембранные

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ФБС – фикобилисома; ФЭ�
545 – фикоэритрин�545; ФС II (ФС I) – фотосистема II
(фотосистема I); Хл а – хлорофилл а; Хл с – хлорофилл с;
Хл а/с�протеин – хлорофилл а/с�протеин.

* Первоначально английский вариант рукописи опублико�
ван на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.bio.
msu.ru/biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM20�092,
01.06.2020.

** Адресат для корреспонденции.
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светособирающие пигмент�белковые комплек�
сы (LHC) делятся на несколько белковых се�
мейств. Хлорофилл а/с�комплексы криптофит
входят в семейство САС�протеинов (сhlorophyll
a/c�proteins) [6, 7]. Общим свойством гомоло�
гичных LHC белков�пигментов является нали�
чие до 14–15 хлорофилльных молекул. Соотно�
шение Хл а : Хл b, как и Хл а : Хл с в LHC�семей�
ствах может быть различным, но всегда с преоб�
ладанием молекул Хл а [8]. Известно несколько
хлорофиллов с: Хл с1, Хл с2, Хл с3 и др. У боль�
шинства видов криптофит в клетках находится
Хл с2 [6, 9].

Криптофитовые водоросли уникальны до�
бавлением к Хл а/с�протеину фикобилипротеи�
новой антенны. Фикобилипротеины криптофит
не встречаются в цианобактериях или красных
водорослях, являясь оригинальными белками�
пигментами. В соответствии с окраской их делят
на синие фикоцианины (ФЦ) и красные фико�
эритрины (ФЭ). Семь (или, возможно, восемь)
белков�пигментов двух цветовых групп обозна�
чаются по своим длинноволновым максимумам
(нм) поглощения: ФЭ�545, ФЭ�555, ФЭ�566,
ФЦ�569, ФЦ�612, ФЦ�630 и ФЦ�645 [10, 11].
Окраска белков и вид спектров определяются
различными сочетаниями хромофоров в составе
каждого фикобилипротеина. Из шести хими�
чески идентифицированных фикобилиновых
хромофоров фикоцианобилин и фикоэритроби�
лин совпадают с установленными для красных
водорослей и цианобактерий, остальные четы�
ре – оригинальны [11]. Каждый фикобилипро�
теин является полипептидным гетеродимером
(α1βα2β), т.е. содержит две разные α�субъедини�
цы и два идентичных β�полипептида общей
массой ∼60 кДа. На α�полипептидах находится
по одному хромофору, на β – три хромофора, и,
в итоге, в состав димера входит восемь хромо�
форных групп. Субъединицы β кодируются в ге�
номе пластид, но α1 и α2 кодируются клеточным
ядром и с помощью сигнальных пептидов
транспортируются клеткой через четыре наруж�
ные мембраны внутрь хлоропласта, где собира�
ются в димерные комплексы. При наличии
лишь двух генов β�субъединицы [12] неоднок�
ратная дупликация привела к появлению боль�
шого семейства α�субъединиц, насчитывающем
до 20 генов, хотя в каждый момент, зависящий
от условий обитания, преимущественно
экспрессируются какие�либо две из них [13]. У
цианобактерий и красных водорослей фикоби�
липротеины собраны в фикобилисомы – мега�
комплексы массой несколько миллионов даль�
тон, насчитывающие несколько сот фикобили�
новых хромофоров. У криптофит (α1βα2β)�гете�
родимеры не объединяются в фикобилисомы и

находятся не на стромальной поверхности тила�
коидной мембраны подобно фикобилисомам, а
располагаются во внутренней, люменальной
части тилакоидов [14, 15]. 

Надмолекулярная организация фикобили�
протеинов и их локализация в объеме тилакоид�
ного люмена остаются под вопросом. Димеры
заполняют все пространство люмена и, возмож�
но, собираются в цилиндрические структуры,
расположенные перпендикулярно к мембране
тилакоида [14–16]. Структурные данные, полу�
ченные различными методами, не позволяют в
настоящее время прийти к окончательным вы�
водам о надмолекулярной архитектуре [17]. Раз�
личить детали самосборки в клетке относитель�
но мелких (∼60 кДа) димеров, подобную само�
сборке фикобилисом, или биохимически выде�
лить возможные белковые макроструктуры не
удается, это требует дальнейших исследований. 

Вопрос об особенностях Хл а/с�протеинов
сводится к изучению топографии этих белков в
плоскости тилакоидной мембраны. Благодаря
использованию одночастичной электронной
микроскопии удалось выяснить, что Хл а/с�про�
теины в числе от четырех до восьми примыкают
к боковым поверхностям димеров ФС II и моно�
меров ФС I [5], повторяя в значительной мере
вид суперкомплексов Хл a/b�протеинов в соста�
ве ФС II и ФС I у высших растений и зеленых
водорослей [7]. Эти данные вместе с различны�
ми спектральными исследованиями обоснован�
но привели к заключению о прямой передаче
поглощенной энергии от Хл а/с�содержащей
антенны к обеим фотосистемам. Тем более акту�
альным становится вопрос о роли фикобили�
протеинов как антенны криптофит. Передача
энергии от фикобилипротеинов к Хл а в клетке
была выявлена спектроскопически, начиная с
первых исследований на эту тему [18], но вопрос
о возможности миграции только к ФС II или
также к ФС I исследуется до сих пор. Из солю�
билизированных пластид водоросли Cryptomonas
rufescens в градиенте плотности сахарозы полу�
чен комплекс ФЭ�565 и ФС II [19], а из вида
Chroomonas placoidea выделен комплекс, содер�
жащий одновременно ФЦ�645 и Хл а/с�протеин
[20]. Ограниченные возможности совместного
выделения водорастворимых фикобилипротеи�
нов и мембранных белков (ФС II или Хл а/с�
протеин) не исключают возможности артефак�
тов. Проблема усугубляется нехваткой сведений
о соотношении двух фотосистем в пластидах
криптофит и тем самым о доле антенного Хл а,
приходящейся на каждую из них. 

Существуют разные представления о воз�
можной связи с фотосистемами и тем самым о
передаче поглощаемой фикобилипротеинами
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энергии к ФС I и ФС II. Сделаны предположе�
ния о ферстеровском механизме переноса энер�
гии напрямую или при посредничестве Хл а/с�
протеина [21, 22]. Проводили регистрацию ста�
ционарных спектров флуоресценции или воз�
буждения для клеток при комнатной и низкой
температуре, когда излучение относится только
к Хл а ФС II или к Хл а обеих фотосистем  [23,
24]; проводили сверхбыстрые флуоресцентные
измерения и глобальный спектральный анализ
флуоресценции пигментов у криптофитовых во�
дорослей в широком спектральном диапазоне
[25], допускающие возможность распределения
поглощенной энергии между фотосистемами.

Для решения вопроса о роли фикобилипро�
теинов в клетках криптофит провели сопо�
ставление стационарных флуоресцентных изме�
рений, оценку влияния фикобилипротеинов на
степень фотоокисления реакционного центра
Р700, принадлежащего ФС I, регистрацию
спектров действия двух фотосистем, а также
сделаны расчеты, определяющие соотношение
ФС I, ФС II и антенных комплексов. Водоросли
Rhodomonas являются удобными моделями для
изучения криптофит и их фотосинтетического
аппарата. Был использован вид R. salina, кото�
рый, как и многие другие виды данного рода,
содержит ФЭ�545 наряду с Хл а/с�протеином. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Штаммы и условия культивирования. Морс�
кую микроводоросль Rhodomonas salina
(Wislouch)  (Cryptomonades) из коллекции ФИЦ
ИнБЮМ РАН выращивали на стандартной сре�
де Уолна в 100 мл колбах при температуре 22 °С
на постоянном белом свету 30 мкМ м−2 с−1 и пе�
ремешивании культуры магнитной мешалкой.
Клетки собирали центрифугированием при 180 g
в конце логарифмической фазы роста, на 5�й
или 6�й день выращивания, сразу используя в
экспериментах. 

Спектры поглощения и флуоресценции. Пог�
лощение клеток R. salina и выделенного из них
ФЭ�545 регистрировали на спектрофотометре
Varian 2300 UV Vis (США). Размер кювет для ми�
нимизации светорассеяния равнялся 2 мм.
Спектры флуоресценции клеток измеряли на
спектрофлуориметре Fluorolog�3 («Horiba Jobin
Ivon», Япония). При комнатной температуре
клеточные образцы помещали в 5 мм кюветы и
при 77 К – в стеклянные капилляры с внутрен�
ним диаметром 2 мм, где их оптическая плот�
ность при 678 нм не превышала 0,1. Полушири�
на спектральной щели для возбуждающего и ре�
гистрируемого излучения составляла 3 нм.

Спектр каждого образца записывали 3–5 раз,
усредняли, после чего вычитали вклад рассеян�
ного света, используя математическое обеспече�
ние флуориметра.

Получение ФЭC545 и тилакоидных мембран.
Клетки, промытые 0,01 М К�фосфатным буфер�
ным раствором, рН 6,5, дважды подвергали замо�
раживанию�оттаиванию при –20 °С, вызывая у
криптофит, не имеющих прочных клеточных сте�
нок, выход ФЭ�545 (и других водорастворимых
белков) в буферный раствор. Водонераствори�
мую мембранную фракцию отделяли на настоль�
ной центрифуге, собирая белок�пигмент из над�
осадочной жидкости высаливанием 60%�ным
сульфатом аммония. После ресуспендирования и
диализа в том же буферном растворе препарат на�
носили на ионообменную хроматографическую
колонку с носителем ДЕАЕ�52 (2 × 11 см,
«Whatman», США), получая очищенный ФЭ�545.
Зеленую осадочную фракцию после суспендиро�
вания в 0,1 М Tris�глициновом буферном раство�
ре (рН 8,5) собирали и после дополнительной
промывки и удаления неразрушенных клеток ис�
пользовали как препарат тилакоидных мембран.

Обратимое фотоокисление Р700 фиксировали
по разности поглощения клеток при 810 и
870 нм с помощью двухволнового регистратора
сигнала ED�P700 DW (РАМ�101, Германия) [26].
Образец после темновой адаптации (10 мин) ос�
вещали галогеновой лампой КL 1500 («Schott»,
Германия). Свет после интерференционных
фильтров BPF 680/35 или BPF 580/35 (ООО
«Фотооптик», Россия) и теплового фильтра
(«Balzers», Лихтенштейн) выравнивали по ин�
тенсивности (500 мкМ фотонов м–2с–1), проводя
измерения в кювете толщиной 0,3 см для образ�
цов с концентрацией Хл а, равной 10 мкг мл–1.

Спектры действия фотосинтеза регистрирова�
ли по фотоиндуцированному парциальному вы�
делению O2 (ФС II) и по светозависимому по�
глощению кислорода (ФС I) на специализиро�
ванной установке [27], сочетающей полярогра�
фию и освещение клеток вспышками монохро�
матического света в области от 400 до 720 нм с
равной интенсивностью 0,2 мкМ см–2 с–1. Тем�
новые перерывы для восстановления исходной
фотоактивности образцов составляли 40 с. Кле�
точную суспензию объемом 20 мкл в 50 мМ Na�
фосфатном буферном растворе/50 мМ KCl, pH
6,8, и с оптической плотностью 0,15 (Хл а) по�
мещали на поверхность высокочувствительного
освещаемого платинового электрода c Ag/AgCl–
электродом сравнения. Для регистрации фото�
активности ФС II кислородное дыхание клеток
нейтрализовали, подсвечивая образец слабым
постоянным светом ≥ 700 нм. Для регистрации
активности ФС I к образцу добавляли 10 мкМ
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DCMU для нейтрализации активности ФС II,
как подробно описано ранее [27, 28]. Спектры
усредняли, проводя измерения для 3–5 незави�
симых клеточных образцов. 

Стехиометрию пигмент–белковых комплексов
и соотношение ФС I/ФС II рассчитывали, ис�
пользуя коэффициенты экстинкции ФЭ�545
Хл а и Хл с [29–31]. Соотношение ФС I и ФС II
(соотношение реакционных центров ФС I/ФС
II) определяли, суммируя спектры действия двух
фотосистем и приводя сумму к минимальному
расхождению со спектром поглощения клеток
R. salina благодаря итерациям с использованием
метода наименьших квадратов в спектральной
области суммирования [28, 32].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Спектры поглощения. Спектр поглощения
клеток R. salina типичен для водорослей RhodoD
monas (рис. 1). Полоса Соре Хл а находится на
участке 400–440 нм, полоса Хл с – при 455 нм;
интенсивная полоса каротиноидов, с основным
из них, аллоксантином [3], расположена при
495 нм. Максимум, принадлежащий в красной
области Хл с, выявляется при 635 нм, основная
красная полоса Хл а – при 676 нм. Спектр по�
глощения ФЭ�545, выделенного из клеток
R. salina (рис. 1), имеет характерный контур [33].
Максимум при 545 нм сопровождается близко�
расположенным с ним плечом 565 нм; эти поло�
сы характеризуют два вида («сорта») фикобили�
нов в составе ФЭ�545, более коротковолновый
фикоэритробилин и более длинноволновый ди�
гидробиливердин [33]. 

В спектре целых клеток участок длинновол�
нового склона, принадлежащий поглощению
ФЭ�545, заметно уширен за счет перекрывания
с сателлитными полосами Хл с и Хл а, которые
хорошо различимы также в спектре выделенно�
го из тилакоидов Хл а/с�протеина [8] и в спект�
ре действия ФС I (см. далее). Полосы, наблюда�
емые в спектре тилакоидных мембран R. salinа,
повторяют полосы в спектре поглощения целых
клеток за исключением области, принадлежа�
щей поглощению ФЭ�545 (рис. 1).

Спектры флуоресценции клеток R. salina
(рис. 2, а) при комнатной температуре зарегист�
рированы для возбуждения при двух длинах
волн: 440 нм (полосы Соре Хл а и Хл с) и 525 нм
(ФЭ�545). В первом случае спектр представлен
одной интенсивной полосой ФС II при 685 нм.
Более коротковолновая флуоресценция, кото�
рая могла бы теоретически принадлежать Хл с,
не наблюдается, подобно тому, как отсутствует
флуоресценция Хл b у высших растений. Ее от�
сутствие указывает на практически 100% пере�
дачу энергии от Хл с к Хл а.

Возбуждение излучения при 525 нм, в облас�
ти поглощения ФЭ�545, также приводит к ин�
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Рис. 1. Спектр поглощения клеток R. salina (1); спектры
выделенных из клеток ФЭ�545 (2), тилакоидных мембран
(3) и суммарный спектр (4) (спектр 2 + спектр 3), модели�
рующий спектр клеток (1)

Рис. 2. Спектры флуоресценции клеток R. salina, измерен�
ные при комнатной температуре (а) и при 77 К (б). Возбуж�
дение флуоресценции при 440 нм (1) и при 525 нм (2).
Спектры приравнены в наибольших максимумах излучения
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тенсивной флуоресценции Хл а с полным сов�
падением максимума 685 нм с предыдущим
спектром, что означает перенос энергии от фи�
кобилипротеиновой антенны (рис. 2, а). Наблю�
даемая коротковолновая менее интенсивная по�
лоса 588 нм принадлежит, как известно [10, 34],
собственно ФЭ�545. 

При понижении температуры клеток до 77 К
заметного появления длинноволновой флуорес�
ценции ФС I в спектрах R. salina не происходит.
Различие со спектрами, полученными при ком�
натной температуре, сводится к небольшому
красному смещению максимума Хл а от 685 к
696 нм (рис. 2, б). Изменения слишком невели�
ки, чтобы спектрально можно было с уверен�
ностью различить две фотосистемы. Отдельные
полосы ФС I и ФС II неразличимы, в отличие,
например, от низкотемпературной флуоресцен�
ции высших растений, поэтому возможность
участия ФЭ�545 в активности ФС I при исполь�
зовании стационарных спектров флуоресцен�
ции не проясняется.

Фотоиндуцированное окисление Р700. Пер�
вичное фоторазделение заряда в реакционном
центре Р700 свидетельствует о передаче погло�
щенной световой энергии к ФС I. Для выявле�
ния передачи необходимо сравнение степени
фотоокисления Р700 для двух длин волн, при
одной из которых (680 нм) свет напрямую воз�
буждает Хл а, и при 580 нм – преимущественно
антенный комплекс ФЭ�545. Сравнение степе�
ни обратимого фотоокисления Р700 показывает,
что в последнем случае сигнал уменьшается
вдвое в сравнении с прямым возбуждением Хл а
в составе комплекса ФС I (рис. 3). Свет 580 нм в
клетках, согласно спектру поглощения (рис. 1),
на 75% поглощается ФЭ�545.

Можно допустить, что двойное падение сиг�
нала (рис. 3) указывает на малую эффективность
участия ФЭ�545 в функционировании ФС I. Па�
дение интенсивности сопровождается замедле�
нием кинетики фотоокисления Р700 (участки
между стрелками ↑ и ↓ на рис. 3). Это указывает
на увеличение светопоглощения со стороны ФС
II при 580 нм, которое должно сопровождаться
ростом линейного потока электронов от ФС II к
ФС I. «Подпитка» ФС I дополнительными отри�
цательными зарядами выражается в снижении
скорости фотоокисления Р700. В итоге при на�
личии признаков связи ФЭ�545 с ФС II одноз�
начно судить, чем вызвано меньшее фотоокис�
ление Р700 – недостаточной миграцией энергии
от ФЭ�545 к ФС I, особенностями взаимодей�
ствия двух фотосистем, или иными причина�
ми – было бы преждевременным.

Спектры действия фотосинтеза. Регистрация
спектров действия соответствует условиям, в ко�
торых при поглощении клеткой света ФС II
спектральное проявление активности ФС I не
сказывается, и наоборот. Поэтому контур спект�
ра действия каждой фотосистемы повторяет
спектр ее поглощения, не искажаемый присут�
ствием в тилакоидах другой фотосистемы [27].

Спектр действия ФС II в коротковолновой
области от 400 до 470 нм представляет собой су�
перпозицию полос, принадлежащих Хл а, Хл с и
каротиноидам. В оранжево�красной области,
наряду с максимумом Хл а при 676 нм и мень�
шим по интенсивности максимумом Хл с при
636 нм, спектр характеризуется очень интенсив�
ной полосой 545 нм, легко распознаваемой для
ФЭ�545, к которой присоединяется длинновол�
новое плечо 555 – 575 нм вследствие вклада, да�
ваемого Хл а/с�протеином (рис. 4, а). Спектр
действия ФС I (рис. 4, а) характеризуется всеми
полосами, принадлежащими Хл а и Хл с и отме�
ченными как в спектре поглощения клеток, так
и в спектре действия ФС II, но с двумя особен�
ностями, отличающими его от спектра ФС II.
Бóльшая относительная интенсивность синей
полосы Хл с при 460 нм в сравнении со спект�
ром ФС II означает и бóльшую долю Хл а/с�про�
теина в составе ФС I [31]. Главной же особен�
ностью спектра действия ФС I служит полное
отсутствие спектральных признаков ФЭ�545,
что самым наглядным образом свидетельствует
о связи ФЭ�545 только с ФС II. Этот вывод убе�
дительно подтверждается разностным спектром
этих двух кривых (рис. 4, а, вставка), который
своим контуром повторяет спектр поглощения
ФЭ�545, представленный на рис. 1. 

Соотношение ФС I/ФС II. Соотношение
двух фотосистем в хлоропластах является нет�
ривиальной проблемой, в решении которой с
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Рис. 3. Фотоиндуцированные изменения поглощения ре�
акционного центра Р700 в клетках R. salina, освещаемых в
течение 30 с действующим светом 680 нм (1) или 580 нм (2)
в отсутствие диурона. Стрелками ↑ и ↓ обозначены вклю�
чение и выключение света
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разной степенью достоверности используются
электрофорез тилакоидных мембран, атразино�
вая методика выявления активности ФС II и
ряд вспомогательных оценок, включая фото�
окисление Р700. Мы применили наиболее точ�
ный из методов – моделирование спектра пог�
лощения суммой спектров действия, так как
сумма двух спектров, взятых в соответствую�
щей пропорции, должна повторять его контур,
тем самым устанавливая соотношение двух фо�
тосистем. Как и в случае фикобилисом, у циа�
нобактерий [28] значимая для расчетов сумма�
ция спектров ограничена областью 500–700 нм,
так как на спектральном участке 400–500 нм
некоторые каротиноиды, входящие в состав
фотосистем, не способны к 100% передаче
энергии к Хл а, что не позволяет получить кор�
ректные результаты. В итоге осуществленного
суммирования (рис. 4, б) было получено соот�
ношение двух фотосистем, точнее, их реакци�
онных центров, равное 4:1 в пользу ФС II. Дан�
ный результат следует из сравнения амплитуд
красных полос 676–678 нм в спектрах действия,
чья интенсивность пропорциональна содержа�
нию Хл а в коровых комплексах ФС I и ФС II.
Соотношение реакционных центров получено
с учетом того, что ФС I (96 хлорофиллов [35])
содержит в 2,6 раза бóльшую хлорофилльную
антенну, чем ФС II (36 молекул хлорофилла,
[36]). Реальными структурами тилакоидной
мембраны являются, как уже отмечали, димеры
ФС II и мономеры ФС I. Тем самым на каждый
мономер ФС I в тилакоидах R. salina приходит�
ся два димера ФС II.

Стехиометрия антенных пигментCбелковых
комплексов в составе ФС I и ФС II. Для выясне�
ния особенностей молекулярной организации
пигментного аппарата криптофит представля�
лось существенным установить размеры фико�
эритриновой антенны, т.е. число димеров ФЭ�545,
приходящихся на каждый реакционный центр
ФС II. Моделирование спектра поглощения
клеток R. salina суммой спектра тилакоидов и
спектра ФЭ показал, что оценка вклада ФЭ в
спектр и определение его соотношения с Хл а
возможны (рис. 1). Расчет, однако, усложняется
тем, что часть Хл а в тилакоидах входит в состав
Хл а/с�протеина. Поэтому одновременно с ФЭ�545
требуются данные о стехиометрии антенного
комплекса Хл а/с�протеина и коровых комплек�
сов ФС II и ФС I. Они могут быть получены с
учетом долевого вклада каждого компонента в
максимумы поглощения других пигментов и ис�
пользованием молярных коэффициентов эксти�
нкции в максимумах поглощения (ФЭ�545 при
545 нм; Хл с при 636 нм и Хл а при 676–678 нм).
Общая методика расчетов подробно излагается
в [28].

На длинноволновом склоне спектра погло�
щения ФЭ�545 вследствие быстрого падения
интенсивности доля пигмента в суммарном
поглощении клеток R. salina в используемом
масштабе сравнения для области ≥ 600 нм прак�
тически равна нулю (рис. 1). Поэтому, если
принять поглощение в максимуме ФЭ545 в отно�
сительных величинах равным 1, можно запи�
сать, что для ФЭ�545: ФЭ545 = 1,00; ФЭ636 = 0,00
и ФЭ676�8 = 0,00 (1).
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Рис. 4. а – Спектры действия фотосинтеза ФС I (1) и ФС II (2), измеренные для клеток R. salina. Спектры нормированы
в красном максимуме поглощения Хл а при 676–678 нм. На вставке: 3 – разность между спектрами (2) и (1); 4 – спектр
поглощения ФЭ�545; б – спектр поглощения клеток R. salina (1) и спектр, моделируемый суммой спектров действия ФС I
и ФС II, представленных на рис. 4, а и взятых в соотношении 40 и 60% в максимуме хлорофилла (2)
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Для Хл а относительные доли поглощения,
полученные из данных для пигмента в растворе
и в составе корового комплекса ФС II,  также
известны [28]:

Хл а676�8 = 1,00; Хл а636 = 0,26 и Хл а545 = 0,1  (2);

аналогичные доли для Хл с составляют [31]:

Хл с636 = 1,00; Хл с676�8 = 0,00 и Хл с545 = 0,14 (3).

Нас интересует переход от соотношений по�
лос (1) – (3) к молярным соотношениям пиг�
ментов и возможность контроля проводимых
расчетов. Коэффициент экстинкции ФЭ�545 с
учетом мол. массы (α1βα2β)�димера, равной 58
кДа, составляет { ФЭ545} = 730 мМ–1см–1 [29].
Для Хл а молярный коэффициент экстинкции
in vivo составляет { Хл a676} = 64 мМ–1 см–1 [30],
отличаясь меньшей величиной в сравнении с
экстинкцией Хл а в различных растворителях
[31]. Для Хл с коэффициент экстинкции в крас�
ной полосе отличается от коэффициента Хл а
вдвое меньшим значением [31], что дает для
пигмента величину { Хл с636}  = 32 мМ–1 см–1.
Очевидно, вклад ФЭ�545 в поглощение при
636 нм, где находится максимум полосы Хл а/с�
протеина, и тем более при 676–678 нм (красный
максимум Хл а), согласно (1), может не учиты�
ваться; также не учитывается, согласно (3), и
вклад Хл с в поглощение Хл а в его красном мак�
симуме, что минимизирует стехиометрические
расчеты.

Наиболее простым является определение
молярных соотношений комплекса Хл а/с�про�
теина и коровых комплексов фотосистем. При�
нимая во внимание, как указывалось, вдвое
меньший коэффициент экстинкции Хл с в срав�
нении с Хл а и соотношения амплитуд (2) и (3),
молярная доля { Хл с}  по отношению к доле { Хл
а}  для спектра поглощения D, измеряемого в
единицах оптической плотности или сопостав�
ляемого с ним спектра действия определяется
формулой:

{ Хл с}/{ Хл а}  = 2(D636 – 0,26D676�8)/64 =

= 0,16(D636 – 0,26D676�8)             (4).

Для тилакоидов исследуемого вида R. salina
(рис. 1) соотношение { Хл а} /{ Хл с} , согласно
(4), составило величину, равную 4,1. После про�
ведения (дополнительно к расчету) клеточной
экстракции Хл а и Хл с в 80%�ном ацетоне [8]
было  получено то же самое соотношение для
пигментов в экстракте (данные не представле�
ны). Результат расчета полностью совпадает с

соотношением 4 : 1, найденным для близкород�
ственного вида R. lens после экстракции и хро�
матографического разделения пигментов [8].
Полученный контрольный результат служит хо�
рошим подтверждением возможности расчетов
соотношения Хл а/Хл с в клетках R. salina,
R. lens и других видов криптофитовых водорос�
лей, содержащих ФЭ�545, не мешающий подоб�
ным спектральным оценкам.

Опираясь на полученные данные и регистра�
цию спектров действия, можно перейти к стехио�
метрии пигмент�белковых комплексов для обе�
их фотосистем. Состав Хл а/с�протеина [8] со�
ответствует, по аналогии с составом Хл a/b�про�
теина [37], суммарному наличию 14 молекул
двух пигментов, 6 молекул Хл с и 8 молекул Хл а,
связанных с каждой молекулой апопротеина.
Амплитуда красного максимума Хл а при
676–678 нм в спектрах действия, как и в спектре
поглощения, складывается из вклада двух ком�
понент: поглощения собственного Хл а в коро�
вом комплексе ФС I или ФС II и поглощения
молекул Хл а в составе Хл а/с�протеинов, при�
мыкающих [5] в тилакоидной мембране к каж�
дому коровому комплексу. С учетом упомянуто�
го соотношения пигментов в Хл а/с�протеине,
равном 6 : 8, после вычета из амплитуды красно�
го максимума Хл а той доли, которая принадле�
жит хлорофилльным молекулам Хл а/с�протеи�
на, нами было получено соотношение, равное
25 молекулам Хл с на каждые 72 молекулы Хл а,
составляющих димер ФС II. Аналогично, сог�
ласно расчетам, выполненным для спектра
действия ФС I, на каждые 96 молекул Хл а (сос�
тав мономера ФС I) приходится 35–36 молеку�
лы Хл с. Эти соотношения, с округлением до де�
сятых долей, позволили заключить, что каждый
димер ФС II, наиболее вероятно, связан с че�
тырьмя пигмент�белковыми комплексами
Хл а/с�протеина, а в контакте с мономерами ФС
I в тилакоидной мембране в среднем находится
шесть Хл а/с�антенных комплексов. Эти расчет�
ные результаты полностью согласуются с дан�
ными электронной микроскопии [5].

Полученный спектр действия ФС II (рис. 4, а)
позволил провести аналогичные расчеты моляр�
ного соотношения между хлорофилльными ди�
мерами ФС II и ФЭ�545. Поскольку каждый ди�
мер ФС II (72 молекулы Хл а), в среднем, связан
с четырьмя Хл а/с�протеинами (32 молекулы
Хл а), измеренная амплитуда полосы Хл а при
676 нм в спектре действия ФС II должна быть
уменьшена для расчетов на 40%. Одновременно
вследствие вклада контура полос Хл с и Хл а в
полосу 545 нм ее интенсивность, согласно (2) и
(3), должна быть уменьшена на ∼20%. С учетом
этих спектральных поправок и молярных коэф�
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фициентов экстинкции каждый димер ФС II в
клетках R. salina получает энергию в среднем от
9 димеров ФЭ�545. В сравнении с цианобакте�
риями эта величина представляется не слишком
большой. Действительно, в составе типичной
фикобилисомы, контактирующей с димером
ФС II, у цианобактерий находится 250–300 фи�
кобилиновых хромофоров [28]. Наличие до 9
димеров в нашем случае означает связь с диме�
ром ФС II лишь 8 × 9 = 72 хромофоров, что в 4
раза уступает «фикобилисомному» варианту.
Часть этой разницы в размере фикобилипротеи�
ной антенны для криптофит компенсируется
другой антенной, Хл а/с�протеином [38].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Миграция поглощенной световой энергии от
фикобилипротеинов к ФС II у криптофит, как и
от фикобилисом у цианобактерий и красных во�
дорослей, никогда не вызывала сомнений. В
итоге многолетних исследований было выясне�
но, что фикобилисомы передают энергию наря�
ду с ФС II и к ФС I [28] . Возможная аналогия с
фикобилисомами наводила на мысль о подоб�
ной возможности и для криптофитовых водо�
рослей [39]. Стационарные спектры флуорес�
ценции и ее возбуждения указывали на преиму�
щественное [23] или исключительное [24] взаи�
модействие фикобилипротеинов с ФС II. Им�
пульсная техника и глобальный спектральный
анализ при множестве измеряемых временных
кинетик и построении теоретически возможных
моделей переноса возбуждения указывали на
наиболее вероятную возможность миграции к
обеим фотосистемам [25]. Крайняя чувствитель�
ность криптофитовых водорослей как жгутико�
вых микроорганизмов к нарушению условий
культивирования и подготовки образцов создает
высокую вероятность артефактов. В работах [25,
34] на это указывает высокая интенсивность
собственной флуоресценции фикобилипротеи�
нов, значительно превышающая излучение Хл а
в составе клетки, в то время как в норме ([23, 24]
и данная работа, рис. 2) преобладает флуорес�
ценция хлорофилла. Среди кинетических ком�
понент возбуждения появляются компоненты с
временами жизни, характерные для фикобилип�
ротеинов в растворе [25, 34], но не в клетке, где
энергия от антенны передается к фотосистемам.
Эти данные служат индикатором нарушения
контактов фикобилипротеинов  с тилакоидной
мембраной и потери нативности хлоропластов,
что ведет в случае [25, 34] к появлению дополни�
тельных спектральных компонент и возможным
некорректным выводам. Биохимические воз�

можности препаративного выделения фикоби�
липротеинов совместно с мембранными пигме�
нтными комплексами оказались ограниченны�
ми их разной гидрофобностью [19, 20]. В этих
условиях было важно найти неинвазивный
спектральный подход к вопросу о связи фикоби�
липротеинов с фотосистемами, что и было осу�
ществлено в нашей работе. Использовали три
метода: 1) низкотемпературные спектры флуо�
ресценции клеток; 2) фотоокисление реакцион�
ного центра Р700; 3) спектры действия двух фо�
тосистем. Первый из них из�за отсутствия длин�
новолновой флуоресценции у R. salina не дал ни�
какого ответа. Второй из�за перекрывания
спектров поглощения ФЭ�545 и Хл а/с�протеи�
на указал лишь на ограничения в миграции к ФС
I. Лишь третий из подходов, ранее не применяв�
шийся к исследованию пигментного аппарата у
криптофит, – регистрация спектров действия
фотосинтетической активности – предоставил
однозначный результат, указывающий на отсут�
ствие связи ФЭ�545 с ФС I. 

Спектр действия ФС II у водоросли R. salina со�
держит высокоинтенсивный максимум ФЭ�545,
подобный полосам фикобилисом в спектрах ФС
II у цианобактерий и красных водорослей [28]. В
спектре действия ФС I полоса ФЭ�545, однако,
не обнаруживается (рис. 4, а), и поэтому срод�
ство фикобилипротеиновой антенны к ФС II
является избирательным. Если бы в тилакоид�
ной мембране R. salina существовал контакт
между пигмент�белковыми комплексами двух
фотосистем, то часть энергии от ФЭ�545 дости�
гала бы ФС I благодаря посредничеству ФС II.
Такой контакт, приводящий к «спилловеру»
энергии между фотосистемами, не исключен
для хлоропластов высших растений [40]. Пос�
кольку у криптофит подобное не наблюдается,
взаимодействие ФС I и ФС II происходит на
уровне электрон�транспортной цепи, но не на
уровне миграции энергии. Подводя итог, можно
заключить, что фикобилипротеины у крипто�
фитовых водорослей, находясь, в отличие от
фикобилисом, в мелкодисперсном состоянии
(α1βα2β)�димеров, контактируют лишь с ФС II. 

Коэффициенты диффузии фикобилипроте�
инов в люмене хлоропластов у криптофит ука�
зывают, что их подвижность снижена в сравне�
нии с той, которую можно было бы ожидать при
отсутствии ограничений [41]. Габариты диме�
ров, согласно рентгеноструктурным данным,
составляют 4 × 6 × 7 нм [41], что почти на два по�
рядка меньше средних размеров фикобилисом у
цианобактерий, но с внесением размерной поп�
равки коэффициенты диффузии становятся
сравнимыми [41]. По аналогии с фикобилисо�
мами, заякоренными на наружной стороне ти�
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СТАДНИЧУК и др.

лакоидной мембраны цианобактерий, это срав�
нение может указывать на связь ФЭ�545 с опре�
деленными сайтами на люменальной поверх�
ности мембран. Ограничения диффузии диме�
ров хорошо согласуются с полученными в на�
шей работе данными об избирательной связи
ФЭ�545 с ФС II.

Значительная часть люменальной мембран�
ной поверхности комплексов ФС II занята не
содержащим хлорофилла водоокисляющим
комплексом [36], что ограничивает у криптофит
площадь пигментного контакта с димерами фи�
кобилипротеинов. Поэтому такой контакт ап�
риорно возможен как напрямую, так и с участи�
ем Хл а/с�протеинов, находящихся в латераль�
ном соприкосновении с димерами ФС II и уве�
личивающих общую поверхность контакта. Од�
нако нефотохимическое тушение, реализуемое у
криптофит с помощью Хл а/с�протеина без
участия фикобилипротеинов, указывает на
пространственную разобщенность двух антен�
ных комплексов в тилакоидах [42]. Полученные
данные оставляют проблему открытой для даль�
нейших исследований. Не менее интересным
представляется противоположный по смыслу
вопрос о механизмах или структурах, которые
препятствуют присоединению, в данном случае
ФЭ�545, к поверхности ФС I. Так как Хл а/с�
протеины находятся и в ее составе, это, скорее,
добавляет сходства с ФС II, чем способствует
выяснению проблемы. Можно высказать пред�
положение, что препятствием служит положи�
тельный поверхностный заряд ФС I, необходи�
мый для взаимодействия с пластохиноном как
участником циклического транспорта элек�
трона. 

Избирательность фикобилипротеинов по
отношению к ФС II указывает на их самосборку
с созданием надмолекулярной архитектуры во
внутреннем пространстве тилакоида. Самосбор�
ка фикобилисом обеспечивается так называе�
мыми линкерными, или связующими, белками,
но наличие линкеров для (α1βα2β)�димеров не
выявлено ни при их выделении, ни при анализе
генома. Они могут остаться неопознанными, не
имея гомологии с линкерами фикобилисом и
оставляя вопрос открытым. По своей форме
(α1βα2β)�димеры несколько напоминают блю�
дечко. В перспективе существует возможность

виртуальной укладки подобных «блюдечек» в
цилиндрические структуры, упоминаемые в
электронно�микроскопической литературе
[14–16]. Поперечные размеры люмена позволя�
ют разместить в нем архитектурные блоки�ци�
линдры, сложенные, вероятно, из четырех, мак�
симум, пяти «блюдечек». Тогда с каждым димер�
ным комплексом ФС II должны состыковаться
изнутри люмена по два цилиндра, собранных из
димеров ФЭ�545, что не противоречит нашим
расчетным данным. 

Вопросы о передаче энергии от антенных
комплексов к комплексам ФС I и ФС II и доля
каждой из фотосистем в тилакоидах тесно свя�
заны. У высших растений соотношение двух фо�
тосистем близко к 1 : 1. У цианобактерий содер�
жание ФС I в 2–3 раза превышает содержание
ФС II [28]. Поэтому установленное нами для
R. salina соотношение ФС I/ФС II, равное 4 : 1,
говорит об особенностях транспорта электронов
в тилакоидах криптофитовых водорослей. Бла�
годаря линейному транспорту между фотосисте�
мами в итоге световой стадии фотосинтеза про�
исходит образование АТФ и НАДФН. Цикли�
ческий перенос электрона в ФС I достаточен
лишь для синтеза АТФ [43]. Поэтому увеличен�
ная доля ФС II у криптофит означает больший
биосинтез НАДФН в сравнении с высшими рас�
тениями и цианобактериями. Надо отметить,
что у всех иных жгутиконосцев�фотосинтетиков
этот вопрос совершенно не изучен, хотя подоб�
ный тип движения, без сомнения, должен иметь
свои закономерности в протекании энергети�
ческих процессов. Дальнейшие исследования
помогут выяснению, с какими биохимическими
особенностями в клетках криптофит связаны
эти различия.
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Cryptophyte algae belong to a special group of oxygenic photosynthetic organisms containing pigment combination
unique for plastids – phycobiliproteins and chlorophyll a/c�containing antenna. Despite the progress in investiga�
tion of morphological and ecological features, as well as genome�based systematics of cryptophytes, their photosyn�
thetic apparatus remains poorly understood. The ratio of the photosystems (PS)s I and II is unknown and informa�
tion on participation of the two antennal complexes in functions of the two photosystems is inconsistent. In the pre�
sent work we demonstrated for the first time that the cryptophyte alga Rhodomonas salina had the PSI to PSII ratio
in thylakoid membranes equal to 1 : 4, whereas this ratio in cyanobacteria and higher plants was known to be 3 : 1
and 1 : 1, respectively. Furthermore, it was established that contrary to the case of cyanobacteria the phycobilipro�
tein antenna represented by phycoerythrin�545 (PE�545) in R. salina was associated only with the PSII, which indi�
cated specific spatial organization of these protein pigments within the thylakoids that did not facilitate interaction
with the PSI.

Keywords: cryptophytes, phycobiliproteins, phycoerythrin, chlorophyll a, chlorophyll c, photosystem I, photosystem II
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NAD+�зависимая формиатдегидрогеназа бактерий Staphylococcus aureus (SauFDH) является одним из клю�
чевых ферментов, отвечающих за выживание этого патогена в условиях биопленок. Высокоселективные ин�
гибиторы SauFDH могут быть использованы в качестве антибактериального препарата именно против био�
пленок S. aureus. Наиболее перспективным путем является поиск таких ингибиторов на основе трехмерной
структуры фермента. Проведено культивирование штамма E. coli – суперпродуцента рекомбинантной
SauFDH с выходом 1 г целевого белка с литра среды. Разработана и оптимизирована процедура выделения
и очистки, позволившая получить 400 мг гомогенного фермента с выходом 61%. Показано, что SauFDH
имеет самую высокую удельную активность 20 ед. на мг белка, что в два раза выше по сравнению с таковой
для всех описанных формиатдегидрогеназ. Проведено два цикла поиска и оптимизации условий кристалли�
зации. В результате для апо� и холо�форм SauFDH получены кристаллы размером 200 и 40 мкм соответ�
ственно. Проведен сбор наборов дифракционных данных, определены пространственные группы и пара�
метры элементарных ячеек. Кристаллы апо� и холо�форм SauFDH, которые дифрагировали до разрешения
2,2 и 2,7 Å соответственно, принадлежали к разным пространственным группам, что может свидетельство�
вать о связывании кофактора в случае холо�формы фермента.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: формиатдегидрогеназа, Staphylococcus aureus, экспрессия, очистка, кристаллизация,
рентгеноструктурный анализ.

DOI: 10.31857/S0320972520060068

ВЫСОКОАКТИВНАЯ РЕКОМБИНАНТНАЯ
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ВВЕДЕНИЕ

NAD+�зависимая формиатдегидрогеназа
(FDH) найдена в бактериях, дрожжах, микро�
скопических грибах и растениях. Основная фи�
зиологическая роль фермента в патогенных
микроорганизмах и растениях заключается в
снабжении клетки энергией в виде восстанов�

ленного кофермента NADH в условиях стресса.
Активное развитие методов высокопродуктив�
ного секвенирования привело к тому, что в базах
данных появились последовательности геномов
большого количества патогенов. Гены формиат�
дегидрогеназы были аннотированы практичес�
ки во всех геномах патогенных бактерий и дрож�
жей [1–3], включая и Staphylococcus aureus
(SauFDH). S. aureus является одним из наиболее
опасных патогенов человека и может вызывать
широкий диапазон заболеваний, включая пнев�
монию, инфекционно�токсический шок, сеп�
сис и др. Данный патоген также является одной
из наиболее частых причин госпитальных ин�
фекций. Стафилококки представляют особую
опасность при росте в виде биопленок, посколь�
ку в этом состоянии у них резко возрастает ре�
зистентность к традиционным антибактериаль�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : SauFDH, PseFDH – фор�
миатдегидрогеназы из бактерий Staphylococcus aureus и
Pseudomonas sp. 101 соответственно.
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29.05.2020.
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ным агентам. Результаты транскриптомного
анализа [4] показали, что в биопленках S. aureus
по сравнению с ростом патогена в виде планкто�
на уровень экспрессии SauFDH возрастает в 20
раз и более, а общее количество ее мРНК нахо�
дится на третьем месте среди мРНК остальных
белков и ферментов [4]. Таким образом,
SauFDH является ключевым ферментом для вы�
живания S. aureus в виде биопленок. В связи с
этим данный фермент представляется перспек�
тивной мишенью для борьбы именно с биоп�
ленками стафилококков. Однако для целенап�
равленного поиска высокоспецифичных инги�
биторов SauFDH необходимо установить прост�
ранственную структуру фермента (т.н. structure�
based drug design).

SauFDH представляет большой интерес и с
точки зрения фундаментальной энзимологии.
NAD+�зависимая формиатдегидрогеназа, состо�
ящая из двух идентичных полипептидных цепей
и не содержащая в своем составе других допол�
нительных групп, является высококонсерватив�
ным ферментом. Внутри одного семейства (бак�
терии, дрожжи, растения) уровень гомологии
между аминокислотными последовательностя�
ми таких формиатдегидрогеназ составляет более
80%, в то время как гомология SauFDH с други�
ми бактериальными формиатдегирогеназами
(включая и другие патогеные бактерии) состав�
ляет всего 40% [2, 3]. Поэтому исследование та�
кого фермента представляет несомненный на�
учный интерес.

В нашей лаборатории ген saufdh был клони�
рован в плазмиду pET23a, и было показано, что
в клетках E. coli рекомбинантная SauFDH
экспрессируется в активной форме [5]. В данной
работе была разработана и оптимизирована ме�
тодика выделения фермента, что позволило по�
лучить достаточное количество для поиска и оп�
тимизации условий кристаллизации, и получе�
ния предварительных данных о структуре
SauFDH как в свободной форме, так и в комп�
лексе с коферментом (апо� и холо� формы соот�
ветственно).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Экспрессия SauFDH в клетках E. coli. Для по�
лучения штамма�продуцента проводили транс�
формацию клеток E. coli BL21(DE3)
CodonPlus/pLysS плазмидой pSauFDH, полу�
ченной клонированием гена saufdh в плазмиду
pET23a. Единичную колонию с чашки Петри
помещали в пробирку с 4 мл среды 2YT (16 г/л
бактотриптона, 10 г/л дрожжевого экстракта
(«Difco», США), NaCl 5 г/л, рН 7,0), содержа�

щую антибиотики хлорамфеникол (25 мкг/мл) и
ампициллин (150 мкг/мл), и культивировали на
качалке при 37 °С и 180 об/мин в течение 12 ч.
Ночную культуру пересевали в колбу с отбойни�
ками (общий объем 500 мл, объем среды 60 мл),
разбавляли в 1000 раз (60 мкл посевного матери�
ала, 60 мл среды 2YT, с хлорамфениколом
(25 мкг/мл) и ампициллином 150 мкг/мл) и
культивировали на качалке при температуре
37 °С, 120 об/мин. При достижении величины
поглощения среды, на 600 нм (А600) значения
0,6–0,8, содержимое колбы делили на три рав�
ные части по 20 мл и переносили в три одно�
литровые колбы с отбойниками, содержащими
180 мл среды 2YT без добавления антибиотиков,
и культивировали при 30 °С и 120 об/мин. Далее
при величине поглощения А600 0,6–0,8 проводи�
ли индукцию, добавляя в среду для культивиро�
вания раствор лактозы (300 г/л) до конечной
концентрации индуктора (20 г/л), снижали тем�
пературу до 20 °С и продолжали культивирова�
ние до утра (20 °С, 120 об/мин). Утром клетки
осаждали на центрифуге фирмы Beckman J�21
(«Beckman», США) в течение 20 мин при
5000 об/мин, 4 °С (стаканы 250 мл, ротор J14).

Выделение и очистка SauFDH. Полученную
биомассу ресуспендировали в 0,1 М Na�фосфат�
ном буфере, рН 8,0 (концентрация клеток 10 вес
%) и замораживали при �20 °С. После размороз�
ки клетки разрушали на ультразвуковом дезин�
теграторе Branson Ultrasonic 250 («Branson»,
США). Полученную суспензию без центрифуги�
рования подвергали термообработке в течение
20 мин при 55 °C. Далее раствор оставляли при
комнатной температуре на 30 мин и осаждали
клеточный дебрис центрифугированием
(30 мин, 18 000 об/мин, 4 °С, ротор J�20). Супер�
натант отделяли от осадка, к нему при постоян�
ном перемешивании добавляли твердый суль�
фат аммония до концентрации 35% от насыще�
ния и оставляли при 4 °С на 4–4,5 ч. Для уда�
ления образовавшегося осадка проводили цент�
рифугирование (30 мин, 18 000 об/мин, 4 °С, ро�
тор J�20), отделяли супернатант, измеряли объ�
ем и затем к нему аккуратно при перемешива�
нии добавляли твердый сульфат аммония до
концентрации 85% от насыщения. Полученный
раствор оставляли на ночь при 4 °С и центрифу�
гировали в течение 30 мин (18 000 об/мин, 4 °С,
ротор J�20). Супернатант удаляли, к осадку до�
бавляли раствор сульфата аммония (35% от на�
сыщения) в 0,1 М Na�фосфатном буфере, pH 7,0
(раствор А), аккуратно перемешивали и остав�
ляли при 4 °С на 1,5–2 ч. Нерастворившиеся
белки удаляли центрифугированием (30 мин,
16 000 об/мин, 4 °С, ротор J�20), а раствор фер�
мента наносили на колонку 2,5 × 12 см с высо�
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козамещенной фенил�сефарозой Phenyl Sepha�
rose Fast Flow («Pharmacia Biotech», Австрия),
уравновешенной раствором А. После нанесения
фермента колонку промывали раствором А до
исчезновения поглощения на 280 нм. Фермент
элюировали с колонки нисходящим линейным
градиентом сульфата аммония (35–0% от насы�
щения) в 0,1 М фосфатном буфере, рН 7,0, об�
щий объем градиента 500 мл. Во время проведе�
ния хроматографии собирали фракции по 5 мл и
измеряли поглощение на 280 нм (A280) и фер�
ментативную активность (А). Отбирали фрак�
ции с постоянным отношением (актив�
ность/A280). Обессоливание и перевод фермента
в требуемый буфер проводили с помощью гель�
фильтрации через Sephadex G25 («Pharmacia
Fine Chemicals», Швеция).

Растворимость SauFDH в растворах сульфата
аммония. Для определения зависимости раство�
римости SauFDH от концентрации (NH4)2SO4 к
100 мкл раствора бесклеточного экстракта
(20 ед/мл) добавляли 0,6–1,8 мл насыщенного
раствора сульфата аммония в 0,1 М Na� фосфат�
ном буфере, рН 7,0, и буфер до общего объема
2 мл. Пробы оставляли на 5 ч при комнатной
температуре, центрифугировали в течение
15 мин при 14 000 об/мин и 4 °С на центрифуге
Eppendorf 5415D («Eppendorf», Германия). Затем
отбирали пробы по 25 мкл и измеряли остаточ�
ную активность фермента в растворе.

Связывание SauFDH на гидрофобном носитеB
ле. Для определения оптимальной концентра�
ции сульфата аммония для нанесения на колон�
ку с Phenyl Sepharose Fast Flow использовали
раствор фермента (раствор Б), полученный пос�
ле перерастворения в растворе A (сульфат аммо�
ния 35% от насыщения в 0,1 М Na�фосфатном
буфере, рН 7,0) осадка, образовавшегося после
стадии осаждения в 85% от насыщения сульфа�
те аммония. Растворы SauFDH c заданной кон�
центрацией сульфата аммония (5–35% от насы�
щения) готовили добавлением к 200 мкл раство�
ра Б необходимых объемов растворов сульфата
аммония (35% от насыщения) и фосфатного бу�
фера до общего объема 1,6 мл. К полученным
пробам добавляли по 400 мкл 50%�ной суспен�
зии Phenyl Sepharose Fast Flow в растворе суль�
фата аммония требуемой концентрации. Про�
бирки с пробами перемешивали и оставляли на
столе на 15 мин для осаждения носителя. Затем
отбирали пробы по 25 мкл и измеряли остаточ�
ную активность фермента в растворе.

Измерение активности. Активность SauFDH
определяли спектрофотометрически по накоп�
лению NADH на длине волны 340 нм (ε340 =
6220 М−1см−1) на спектpофотометpе «Schimadzu
UV 1800» при 30 °С в 0,1 М натрий�фосфатном

буфере, рН 7,0. Концентрация формиата натрия
и NAD+ в кювете составляла 0,6 М и 1,5 мг/мл
соответственно.

Анализ чистоты препаратов SauFDH. Чистоту
препаратов SauFDH на разных стадиях очистки
определяли с помощью аналитического элект�
рофореза в 12%�ном полиакриламидном геле в
присутствии 0,1%�ного додецилсульфата натрия
на приборе Mini Protean II фирмы «Bio�Rad»
(США) по протоколам фирмы производителя.

Определение концентрации SauFDH. При
подготовке экспериментов по кристаллизации
концентрацию исходного раствора очищенной
ФДГ определяли спектрофотометрически при
длине волны 280 нм на спектpофотометpе
«Schimadzu UV 1800» ( Германия), используя ко�
эффициент молярного поглощения, для димер�
ной SauFDH ε280 = 57180 M–1cм–1, рассчитанный
по формуле, предложенной в работе [6]: ε280 =
5690·NTrp+1280·NTyr, где NTrp и NTyr – количество
остатков Trp и Tyr в молекуле фермента (для
SauFDH шесть и девять остатков соответствен�
но).

Для пересчета концентрации SauFDH в
мг/мл молярную концентрацию фермента дели�
ли на мол. массу (Mr ) димера 75 973,28 Da.

На разных стадиях очистки для определения
общей концентрации белков использовали ме�
тод Бредфорда по протоколу фирмы «Bio�Rad».
Однако вместо бычьего сывороточного альбу�
мина в качестве стандарта использовали реком�
бинантную FDH из бактерий Pseudomonas sp.
101. Разница между определением концентра�
ции очищенной SauFDH с помощью спектро�
фотометрии и методом Бредфорда составляла
менее 10%.

Анализ препаратов SauFDH с помощью
MALDIBмассBспектрометрии. При проведении
данных исследований использовали оборудова�
ние Центра коллективного пользования «Про�
мышленные биотехнологии» ФГУ ФИЦ «Фун�
даментальные основы биотехнологии» РАН.

Для подготовки образца на анализ проводи�
ли триптический гидролиз белка в полиакрила�
мидном геле. Из геля, окрашенного с помощью
Coomassie Brilliant Blue (рис. 1), вырезали кусо�
чек размером 3–4 мм3 с полосой фермента, ко�
торый для удаления красителя дважды промы�
вали в 100 мкл 40%�ного раствора ацетонитрила
в 0,1М NH4HCO3 в течение 20 мин при 37 °С.
После удаления раствора для дегидратации к ге�
лю добавляли 100 мкл ацетонитрила. Для удале�
ния ацетонитрила кусочек геля высушивали и
затем к нему прибавляли 3,5 мкл раствора
(15 мкг/мл) модифицированного трипсина
(«Promega») в 0,05М NH4HCO3. Гидролиз прово�
дили в течение 20 ч при 37 °С, затем к раствору
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добавляли 5,25 мкл 0,5%�ной трифторуксусной
кислоты (ТФУ) в 50%�ном растворе водного
ацетонитрила и тщательно перемешивали. Над�
гелевый раствор использовали в качестве исход�
ного раствора для получения MALDI�масс�
спектров.

Для масс�спектрометрического анализа на
мишени смешивали по 1,5 мкл раствора образца
и 0,5 мкл раствора 2,5�дигидроксибензойной
кислоты (10 мг/мл, «Aldrich», США) в 20%�ном
водном ацетонитриле, 0,5%�ной ТФУ («Merk»,
Германия). Полученную смесь высушивали на
воздухе.

Масс�спектры были получены на MALDI�
TOF/TOF масс�спектрометре Ultraflextreme
BRUKER (Германия), оснащенном УФ лазером
(Nd) в режиме положительных ионов с исполь�
зованием рефлектрона. Точность измеренных
моноизотопных масс после докалибровки по
пикам автолиза трипсина составляла 0,002–
0,011% (20–110 ррм). Спектры получали в диа�
пазоне масс 500–6500 m/z, выбирая мощность
лазера, оптимальную для достижения наилуч�
шего разрешения.

Идентификацию белков осуществляли с по�
мощью программы Mascot (www.matrixscience.
com). Масс�спектры были обработаны с по�
мощью программного пакета FlexAnalysis 3.3
(«Bruker Daltonics», Германия). Используя прог�
рамму Mascot (опция «пептидный фингерп�
ринт»), провели поиск в локальной базе данных
с указанной выше точностью, с учетом возмож�
ных модификаций: Acetyl (Protein N�term),
Gln→pyro�Glu (N�term Q), Oxidation (M),
Propionamide (C). Кандидатные белки, имею�
щие параметры достоверности score >42 в базе
данных NCBI, считали определенными надеж�
но (p < 0,05).

Кристаллизация. Первичный подбор условий
кристаллизации SauFDH осуществляли мето�
дом диффузии в парах (вариант «сидячая кап�
ля») с помощью роботизированной системы
кристаллизации фирмы «Rigaku» (США) [7] с
использованием белкового препарата с концен�
трацией 10 мг/мл в буфере состава: 0,1 М Tris�
HCl, pH 8,0, и стандартных наборов для крис�
таллизации глобулярных белков компании
«Hampton Research» (США): Crystal Screen HT,
Crystal Screen Cryo HT, Index HT, PEG/Ion HT,
PEGRx HT и SaltRx HT. Для кристаллизации ис�
пользовали кристаллизационные планшеты на
96 лунок («ArtRobbins»).

Для получения холо�формы фермента к
раствору белка перед кристаллизацией добавля�
ли NAD+ и конкурентный по формиату ингиби�
тор SauFDH азид натрия до финальной концен�
трации 7,0 и 0,11 мМ соответственно.

Оптимизацию найденных условий проводи�
ли при температуре 15 °С методом диффузии в
парах (вариант «висячая капля») в 24�х луноч�
ных планшетах фирмы «VDX» (США). В каж�
дую лунку планшета добавляли по 400 мкл осаж�
дающего раствора. 1,5 мкл раствора белка и эк�
вивалентное количество противораствора, сме�
шивали и наносили на силиконизированное
стекло диаметром 22 мм фирмы «Hampton
Reseаrch» (США).

Сбор и обработка дифракционных данных.
Перед сбором дифракционных данных кристал�
лы вылавливали петлёй и переносили в криора�
створ, содержащий, кроме компонентов, входя�
щих в противораствор, 25%�ный глицерин, пос�
ле чего кристалл в петле замораживали в парах
азота. Дифракционные наборы собирали при
температуре 100 K на синхротронных источни�
ках Spring8 (станция BL41XU) и European syn�
chrotron radiation facilities (станция ID29 [8]).
Для расчета стратегии сбора данных использо�
вали программы HKL2000 [9] и BEST [10]. На�
боры были обработаны с помощью программ
Mosflm [11] и XDS [12].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Получение рекомбинантной SauFDH. Полу�
чение кристаллов целевого фермента является
критической стадией экспериментов по опреде�
лению структуры белка с помощью метода рент�
геноструктурного анализа. В свою очередь, ус�
пех кристаллизации зависит от чистоты и каче�
ства препарата фермента. Для получения высо�
коочищенных препаратов целевого белка часто
используют аффинную металл�хелатную хрома�
тографию путем введения последовательности
из 6–12 остатков гистидина (His�tag) на N� или
С�конец фермента. Однако наличие такой пос�
ледовательности часто приводит к изменению
свойств фермента. В случае формиатдегидроге�
наз это было показано на примере ферментов из
Ogataea parapolymorpha DL�1 [5, 13], Candida
methylica [14], Chaetomium thermophilum [15] и
Pseudomonas sp. 101 (PseFDH) [16]. Изменения в
каталитических свойствах и стабильности, по�
видимому, связаны с влиянием His�tag на струк�
туру фермента. Поскольку в дальнейшем струк�
туру SauFDH планируется использовать для по�
иска селективных ингибиторов нативного фер�
мента, то было решено для кристаллизации по�
лучить фермент без аффинных меток.

Культивирование штамма�продуцента реком�
бинантной SauFDH. В нашей лаборатории отра�
ботана технология получения рекомбинантных
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формиатдегидрогеназ как из прокариот, так и
эукариот с использованием системы экспрессии
на основе плазмид серии pET и штамма E. coli
BL21(DE3) [2, 5]. В этой системе уровень
экспрессии формиатдегидрогеназ составляет до
40% от общего растворимого белка клетки. Та�
кое высокое содержание целевого фермента
позволяет получить практически гомогенный
препарат с минимальным количеством стадий
очистки без введения в последовательность бел�
ка дополнительной аффинной метки. Эта систе�
ма и была использована для получения SauFDH
дикого типа. Как и в случае других формиатде�
гидрогеназ, при культивировании штамма�про�
дуцента для SauFDH также происходит супер�
экспрессия целевого белка. На рис. 1, дорожка 1
представлены данные аналитического электро�
фореза бесклеточного экс�тракта клеток E. coli
после экспрессии в них SauFDH. Из рисунка хо�
рошо видно, что содержание фермента состав�
ляет не менее 35–40% от растворимых белков
клетки. Выход SauFDH на стадии культивирова�
ния составил ∼600 мг фермента из 600 мл куль�
туральной среды, т.е. 1 г с литра среды, что явля�
ется очень высоким показателем при культиви�
ровании клеток в качалочных колбах.

Очистка рекомбинантной SauFDH. Для полу�
чения высокоочищенных препаратов формиат�
дегидрогеназ, экспрессированных в клетках
E. coli, используется унифицированная методи�
ка, основанная на фракционировании бескле�
точного экстракта сульфатом аммония с после�
дующей гидрофобной хроматографией на
Phenyl Sepharose Fast Flow [17]. Для формиатде�
гирогеназ с высокой термостабильностью перед
фракционированием (NH4)2SO4 проводится
термообработка бесклеточного экстракта при
55 °С в течение 15–25 мин [2]. Данные диффе�
ренциальной сканирующей калориметрии по�
казали, что SauFDH по термостабильности
очень близка к таковой для PseFDH [18], кото�
рая до сих пор остается чемпионом по этому па�
раметру среди всех описанных формиатдегидро�
геназ. Поэтому в процедуру очистки SauFDH
также была введена стадия термообработки
бесклеточного экстракта в течение 20 мин при
55 °С. Такая обработка приводит к денатурации
части белков E. coli, обеспечивает формирова�
ние крупнодисперсного осадка и упрощает пос�
ледующее фракционирование сульфатом аммо�
ния.

Фракционирование сульфатом аммония
потребовало проведения отдельных экспери�
ментов для нахождения оптимальных концент�
раций (NH4)2SО4 как для переосаждения фер�
мента, так и для его связывания на колонке с
гидрофобным носителем. На рис. 2, а представ�

лена зависимость растворимости SauFDH в
растворах сульфата аммония различной концен�
трации. На основании полученной зависимости
для удаления части примесных белков и после�
дующего осаждения фермента были выбраны
концентрации (NH4)2SО4 35 и 85% от насыще�
ния соответственно. На рис. 1 представлены ре�
зультаты анализа препаратов SauFDH на разных
стадиях очистки с помощью аналитического
электрофореза в денатурирующих условиях.
Данные дорожки 2 показывают, что в результате
термообработки и фракционирования сульфа�
том аммония чистота фермента повышается до
величины не менее 80%.

Финальная очистка SauFDH от примесных
белков была выполнена с помощью гидрофоб�
ной хроматографии на Phenyl Sepharose Fast
Flow. Было необходимо определить оптималь�
ные концентрации сульфата аммония как для
связывания фермента на носителе, так и для
промывки колонки от примесных белков перед
десорбцией SauFDH в нисходящем градиенте
соли. На рис. 2, б представлена зависимость эф�
фективности сорбции SauFDH на Phenyl
Sepharose Fast Flow от концентрации сульфата
аммония. Из рисунка видно, что полное связы�
вание SauFDH на носителе происходит только
при концентрации (NH4)2SO4 35% от насыще�
ния. Данные рис. 2, а и б свидетельствуют, что
при очистке SauFDH необходимо использовать
концентрацию сульфата аммония 35% от насы�
щения. Эти результаты отличаются от данных
по другим формиатдегидрогеназам. Например,
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Рис. 1. Аналитический электрофорез в ПААГ в присут�
ствии SDS�Na препаратов SauFDH после различных ста�
дий очистки. 1 – суспензия клеток после ультразвуковой
дезинтеграции, 2 – препарат после термообработки и
фракционирования сульфатом аммония; 3–7 – различные
фракции на стадии гидрофобной хроматографии, 8 – пре�
парат SauFDH после обессоливания, М – маркер мол.
массы, кДа. (С цветными вариантами рис. 1, 4 можно оз�
накомиться в электронной версии статьи на сайте:
sciencejournals.ru/journal/biokhsm)
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в случае PseFDH на стадии фракционирования
используются концентрации сульфата аммония
40 и 80% от насыщения, а при нанесении фер�
мента на колонку с гидрофобным носителем и
последующей промывки носителя оптимальной
будет концентрация (NH4)2SO4 30% от насыще�
ния [17]. Такая разница в поведении ферментов
в присутствии сульфата аммония, по�видимому,
связана с существенным различием аминокис�
лотных последовательностей этих формиатде�
гидрогеназ (гомология менее 40% [5]).

На рисунке 3 представлены результаты
очистки SauFDH с помощью гидрофобной хро�
матографии. Для экспресс�анализа чистоты
препаратов фермента в отдельных фракциях
использовали величину отношения актив�

ность/поглощение на 280 нм. Как следует из
рис. 3, для фракций 7–13 эта величина практи�
чески постоянная, что свидетельствует об оди�
наковой чистоте препаратов SauFDH в этих
фракциях. Результаты анализа препаратов фер�
мента в различных фракциях (рис. 1, дорожки
3–7) с помощью аналитического электрофоре�
за в денатурирующих условиях свидетельству�
ют, что после стадии гидрофобной хроматогра�
фии получается практически гомогенная
SauFDH. Всего было получено 400 мг высоко�
очищенного фермента с выходом по активнос�
ти 61%.

Расчет величины удельной активности для
полученной SauFDH дал неожиданный резуль�
тат. Она оказалась равной 20 ед/мг белка. Для
всех ранее описанных формиатдегидрогеназ наи�
большей активностью обладали ферменты из
бактерий – 10 ед/мг белка. Максимальная
удельная активность для известных ФДГ из
дрожжей и растений составляет 6,5 ед/мг белка
[2, 3, 5, 19, 20]. Инженерия каталитических
свойств формиатдегидрогеназ методом рацио�
нального дизайна в случае бактерий позволила
улучшить значения КМ по формиату и кофер�
менту NAD+, но не каталитическую константу
[20, 21]. В случае ФДГ из дрожжей Candida boi=
dinii методом направленной эволюции, а для
ФДГ из сои методом рационального дизайна,
удельная активность ферментов была повышена
в 1,7 раза [22, 23]. Таким образом, по своей ак�
тивности SauFDH минимум в два раза превос�
ходит все другие известные ФДГ. Формиатде�
гидрогеназы активно используются для регене�
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Рис. 2. Влияние концентрации сульфата аммония на раст�
воримость SauFDH (а) и связывание фермента на Phenyl
Sepharose Fast Flow (б); 0,1 М фосфатный буфер, рН 7,0,
25 °С

а

б

Рис. 3. Очистка формиатдегидрогеназы S. aureus гидро�
фобной хроматографией на Phenyl Sepharose Fast Flow в
нисходящем градиенте концентрации сульфата аммония
(35–0% от насыщения). 1 – Активность SauFDH в отдель�
ной фракции, ед/мл; 2 – поглощение фермента на 280 нм
А280; 3 – относительная активность ед/А280. Стрелками ука�
заны оси, соответствующие данной кривой. 0,1 М Na�фос�
фатный буфер, рН 7,0
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рации NAD(P)H в процессах хирального синте�
за с помощью оксидоредуктаз [2, 5]. Поэтому
SauFDH является очень перспективным канди�
датом для применения на практике. Кроме того,
определение структуры этого фермента позво�
лит исследовать причины такой высокой ката�
литической активности.

Анализ препарата SauFDH с помощью тан�
демной MALDI масc�спектрометрии показал
идентичноcть аминокислотной последователь�
ности белка, кодируемой геном saufdh2 в плаз�
миде pET23a, т.е при экспрессии и очистке фер�
мент не претерпевает посттрансляционной мо�
дификации.

Получение гомогенных препаратов SauFDH
в препаративных количествах позволило перей�
ти к экспериментам по кристаллизации.
SauFDH является высокостабильным фермен�
том [18]. Он не терял активности при хранении
при 4 °С в течение 12 месяцев. Поэтому одной
партии полученного препарата SauFDH было
достаточно для проведения всего цикла экспе�
риментов по кристаллизации.

Кристаллизация. Скрининг условий кристал�
лизации свободной формы SauFDH и комплек�
са с кофактором проводился в кристаллизаци�
онных планшетах на 96 лунок (ArtRobbins), при
этом каждая лунка содержала три подлунки, ко�
торые использовались для варьирования концен�
трации белка в рамках одного условия кристал�
лизации. Таким образом, один кристаллизаци�
онный планшет позволял провести скрининг
96 × 3 = 288 кристаллизационных условий. Все�

го было подготовлено 6 таких планшетов при
двух значениях температуры 15 и 4 °С (итого
1728 вариантов). Соотношения белка и проти�
вораствора в каждой лунке были следующими:
1 : 1, 2 : 1 и 1 : 2, при этом суммарный объем бел�
ка в лунке был 0,1 мкл для соотношений 1 : 1 и
2 : 1 или 0,2 мкл для соотношения 1 : 2 соответ�
ственно. Объем противораствора составлял
50 мкл.

Первые кристаллы для апо�формы белка бы�
ли получены в следующих условиях: 0,1М
HEPES, pH 7,5, 2% �ный PEG 400, 2 M cульфат
аммония. Кристаллы росли при температуре
15 °С в течение 7 дней, имели ромбическую фор�
му и достигали размеров порядка 30 мкм по наи�
большей из граней. К сожалению, полученные
на данном этапе кристаллы имели слишком ма�
лые размеры. Поэтому найденные условия
кристаллизации нуждались в дальнейшей опти�
мизации.

Для получения кристаллов холо�формы фер�
мента к раствору белка перед кристаллизацией
добавляли NAD+ и азид натрия. Раствор затем
центрифугировали для удаления примесей и
возможных агрегатов, и проводился первичный
скрининг по методике, описанной выше. В ре�
зультате первичного скрининга для холо�формы
SauFDH были найдены следующие условия. Ва�
риант 1 – 0,2 M CaCl2, 0,1 M ацетат натрия
pH 4,6, 30%�ный 2�метипентадиол�2,4 и вари�
ант 2 – 0,1 M HEPES�Na, pH 7,5, 1,4 M трехза�
мещенный цитрат натрия. В обоих условиях бы�
ли обнаружены микрокристаллические осадки,
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а б

Рис. 4. Кристаллы апо� (а) и холо�форм (б) SauFDH, выросшие в оптимизированных условиях
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которые ввиду малого размера (∼10 мкм) и пло�
хой морфологии нельзя было использовать для
рентгеноструктурного исследования.

Поскольку для обеих форм фермента были
получены кристаллы, непригодные для РСА, то
был проведен дополнительный этап оптимиза�
ция найденных условий, заключавшийся в варь�
ировании параметров кристаллизации в узких
пределах относительно таковых, найденных на
первом этапе. Кристаллы апо�формы, пригод�
ные для рентгеноструктурного эксперимента,
были получены в следующих условиях – 0,1 M
HEPES, pH 7,0, 2%�ный PEG 400, 0,1 M хлорид
натрия и 1,9 M сульфат аммония (рис. 4, а). Для
холо�формы SauFDH кристаллы были получе�
ны в течение 30 дней при 15 оС (0,1M HEPES,
pH 7,5, 1,4 M трехосновный цитрат натрия и
10% трегалоза) (рис. 4, б). Из рис. 4, а и б видно,
что визуально качество кристаллов для апо�
формы выше, чем для холо�SauFDH. Для удоб�
ства на рис. 4 кристаллы для апо� и холо�форм
представлены в сравнимом виде, однако их ре�
альные размеры составляют 200 и 40 мкм соот�
ветственно. Тем не менее, качество кристаллов
было достаточно для их исследования с по�
мощью рентгеноструктурного анализа.

Сбор и обработка дифракционных данных.
Дифракционные наборы собирали при темпера�
туре 100 K на синхротронных источниках
Spring8 (станция BL41XU) и European synchro�
tron radiation facilities (станция ID29). Статисти�
ка наборов данных приведена в таблице.

Полученные кристаллы апо� и холо�форм
SauFDH дифрагировали до разрешения 2,2 и
2,7 Å соответственно, и принадлежали к разным

пространственным группам (таблица), что мо�
жет свидетельствовать о связывании кофактора
в случае холо�формы. Оценка содержания раст�
ворителя в элементарной ячейке по методу Мэт�
тьюса [24], проведенная с помощью пакета
CCP4i [25], показала, что в независимой части
как апо�, так и холо�формы находятся по две
субъединицы белка, что типично для данного
класса ферментов, функционирующих в виде
стабильных гомодимеров.

Таким образом, в результате выполненных
экспериментов получена новая рекомбинантная
формиатдегидрогеназы из патогена S. aureus,
которая имеет самую высокую удельную актив�
ность среди всех ранее описанные в литературе
аналогичных ферментов. Также получены крис�
таллы и собраны дифракционные данные, необ�
ходимые для определения структур апо� и холо�
форм SauFDH, которые будут использованы в
последующих исследованиях по поиску высоко�
эффективных ингибиторов фермента.
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тичной финансовой поддержке РФФИ (согла�
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затор» – кристаллизация и сбор данных рентге�
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Параметр

Пространственная группа

a, b, c, Å

α = β = γ, град

Т, K

λ, Å

Разрешение, Å

Число независимых рефлексов

Повторяемость

Полнота набора, %

I/σ (I)

Rmeas, %

CC1/2

Кристаллографические данные и параметры съемки кристаллов апо� и холо�форм NAD+�зависимой формиатдегидроге�
назы из S. тaureus

Холо�форма*

P212121

69,73; 87,09; 117,57

90,0

100

0,96770

87,1–2,7 (2,87–2,72)

19 763 (2838)

4,3 (4,1)

99,5 (99,7)

6,5 (2,5)

24,7 (80,7)

96,8 (45,2)

Апо�форма

P43212

116,91; 116,91; 186,77

90,0

100

1,0

99,1–2,2 (2,26–2,20)*

66 243 (14959)

9,6 (7,5)

99,9 (99,9)

20,15 (3,3)

8,9 (59,5)

99,9 (88,1)

* Кристаллизация в присутствии 7,0 мМ NAD+ и 0,11 мМ азида натрия.
** Данные в скобках приведены для последнего слоя.
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NAD+�dependent formate dehydrogenase from Staphylococcus aureus (SauFDH) is one of the key enzymes respon�
sible for the survival of this pathogen in the form of biofilms. 3D structure of the enzyme might be helpful in the
search for highly specific SauFDH inhibitors that can be used as antibacterial agents exactly against S. aureus
biofilms. Here, we prepared a recombinant SauFDH in Escherichia coli cells with a yield of 1 g target protein per liter
medium. The developed procedure for the enzyme purification allowed to obtain 400 mg of homogenous enzyme
with 61% yield. The specific activity of the purified recombinant SauFDH was 20 U per mg protein, which was
2 times higher than the previously reported activities of formate dehydrogenases. We also found crystallization con�
ditions in the course of two rounds of optimization and obtained 200� and 40�μm crystals for the SauFDH apo� and
holoenzymes, respectively. X�ray analysis using synchrotron X�ray sources produced diffraction data sufficient for
solving the three�dimensional structures of the apo� and holoenzymes with the resolution of 2.2 and 2.7 Å, respec�
tively. Crystals of the apo� and holoforms of SauFDH had different crystal space groups, which suggest coenzyme
binding in the SauFDH holoenzyme.

Keywords: formate dehydrogenase, Staphylococcus aureus, expression, purification, crystallization, X�ray diffraction
analysis
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Структурно�функциональная организация донорной стороны реакционного центра (РЦ) фотосистемы 1
(ФС1) проявляет значительное сходство с РЦ пурпурных бактерий (бРЦ), хотя они относятся к разным ти�
пам. Более того, значения редокс�потенциалов их первичных доноров электрона идентичны и составляют
∼0,5 В. Ранее в наших работах (Khorobrykh et al. (2008) Pilos. Trans. R. Soc. B., 363, 1245�1251; Terentyev et al.
(2011) Biochemistry (Moscow), 76, 1360�1366; Khorobrykh et al. (2018) Chem. Bio. Chem., 14, 1725�1731) была по�
казана возможность редокс�взаимодействия «низкопотенциальных» Mn2+�бикарбонатных комплексов с
бРЦ, что, как предполагается, могло быть одним из начальных этапов эволюционного возникновения Mn�
кластера водоокисляющего комплекса фотосистемы 2 в Архее (> 3 млрд лет назад). В данной работе иссле�
довали редокс�взаимодействие между Mn2+�бикарбонатными комплексами и ФС1. Было выявлено, что по�
добное взаимодействие практически отсутствует на исходных препаратах ФС1 и проявляется лишь на пред�
варительно окисленных препаратах, содержащих ∼50% окисленных РЦ. При этом редокс�взаимодействие
между Mn2+�бикарбонатными комплексами и ФС1 требовало повышенного содержания Mn2+, а концент�
рационная зависимость от HCO3

– указывала на участие электронейтрального «низкопотенциального» комп�
лекса [Mn(HCO3)2] в данном процессе. Анализ известной кристаллографической структуры ФС1 показал
стерические затруднения на донорной стороне РЦ, которые могут препятствовать непосредственному ре�
докс�взаимодействию между Mn2+�бикарбонатными комплексами и окисленным первичным донором
электрона. Сравнение структур РЦ ФС1 и более древнего РЦ из гелиобактерий, относящихся к одному ти�
пу РЦ, позволило предположить отсутствие у примитивной ФС1 в Архее подобных стерических затрудне�
ний на донорной стороне, а их эволюционное возникновение объяснить как следствие вовлечения РЦ ФС1
в функционирование в единой электрон�транспортной цепи фотосинтетической мембраны, что сопровож�
далось эволюционной утратой у ФС1 способности к редокс�взаимодействию с Mn2+�бикарбонатными комп�
лексами.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: фотосинтез, эволюция фотосинтеза, фотосистема 1, фотосинтетические реакцион�
ные центры, Mn�бикарбонатные комплексы.
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ВВЕДЕНИЕ

Фотосинтез является одним из важнейших
глобальных биохимических процессов, в ре�
зультате которого за счет энергии солнечного
излучения происходит ассимиляция СО2, син�
тез органического вещества и, как следствие,
накопление его в биосфере земли. Оксигенный

(кислородный) фотосинтез является также ис�
точником практически всего молекулярного
кислорода современной атмосферы.

Фотоиндуцированные реакции оксигенного
фотосинтеза протекают в тилакоидных мембра�
нах цианобактерий, зеленых водорослей и выс�
ших растений. В мембрану погружены крупные
пигмент�белковые комплексы двух фотосис�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ФС2 – фотосистема 2; ФС1 – фотосистема 1; ЭТЦ – электрон�транспортная цепь;
РЦ – реакционный центр; бРЦ – бактериальный реакционный центр; гбРЦ – бактериальный реакционный центр из ге�
лиобактерий; Хл – хлорофилл; бХЛ – бактериохлорофилл; Пц – пластоцианин; ДХФИФ – восстановленный 2,6�дихлор�
фенолиндофенол; БК – бикарбонат.

* Адресат для корреспонденции.
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тем – фотосистемы 2 (ФС2) и фотосистемы 1
(ФС1), объединённые в единую электрон�транс�
портную цепь (ЭТЦ) [1–3]. Основу обеих фото�
систем образуют гетеродимерные фотохимичес�
кие реакционные центры (РЦ), в которых при
участии кофакторов цепи переноса электрона
происходят реакции фотоиндуцированного пер�
вичного разделения зарядов. В ФС2 этому сопут�
ствует перенос электронов от молекул воды на
акцепторы хиноновой природы, QA и QB, а в ФС1 –
от небольших водорастворимых белков пласто�
цианина (Пц) или цитохрома с6, восстановлен�
ных в результате транспорта электронов от ФС2,
на Fe�S�кластеры и далее на ферредоксин [1–3].

Аноксигенный (бескислородный) фотосин�
тез, протекающий в фотосинтезирующих бакте�
риях, является эволюционно более древним [4].
На впячиваниях цитоплазматической мембра�
ны бактерий, в отличие от тилакоидной мембра�
ны оксигенных организмов, функционирует
лишь один РЦ (бРЦ), который, как считается,
структурно�функционально гомологичен либо
РЦ ФС2, либо РЦ ФС1 [4, 5]. Все известные РЦ,
соответственно, относят либо к типу II, либо к
типу I РЦ [4, 6]. Фотосинтетический аппарат
бактерий также содержит пигмент бактериохло�
рофилл (бХл) вместо хлорофилла (Хл), который
характерен для фотосистем тилакоидной мемб�
раны [6]. Стоит отметить, что бРЦ типа II (пур�
пурные и зеленые нитчатые бактерии) являются
гетеродимерными белковыми комплексами, так
же, как и РЦ ФС2 и ФС1. В то же время бРЦ ти�
па I (зеленые серные, гелиобактерии и ацидо�
бактерии) имеют гомодимерную структуру [2, 6,
7], что может указывать на более раннее ответв�
ление бРЦ типа I от общего эволюционного пу�
ти развития фотосинтетических РЦ.

Разделение всех РЦ на два типа, описанное
выше, в основном зависит от химической при�
роды их конечных акцепторов электрона. Так,
РЦ типа II содержат акцепторы электрона хино�
новой природы, а РЦ типа I в качестве акцепто�
ров электрона содержат Fe�S�кластеры [5–8].
Подобное разделение полностью игнорирует
структурно�функциональные различия и сход�
ства РЦ на их донорных сторонах. Согласно им,
как описано ниже, бРЦ типа II и РЦ ФС1
(тип I РЦ) очень похожи и значительно отлича�
ются от РЦ ФС2 (тип II РЦ). Так, значения ре�
докс�потенциала (Em) первичных доноров
электрона в РЦ пурпурных бактерий, Р870, и
РЦ ФС1, P700, составляют ∼0,5 В [3, 9, 10]. Вто�
ричными донорами электрона для бРЦ типа II и
РЦ ФС1 служат небольшие водорастворимые
белки, соответственно цитохром с2 и цитохром
с6 или Пц, обладающие близкими значениями
Em [6, 8]. Также бРЦ типа II и РЦ ФС1 характе�

ризуются сравнимыми расстояниями между
вторичными и первичными донорами электро�
на, и значениями диэлектрической проницае�
мости этого участка [11]. В отличие от бРЦ типа
II и РЦ ФС1, Em первичного донора электрона в
РЦ ФС2, Р680, гораздо выше и может достигать
значения 1,12–1,20 В [12, 13], что делает его од�
ним из наиболее сильных окислителей в приро�
де. Вторичным донором электрона в РЦ ФС2
является редокс�активный тирозин Yz белка D1,
восстанавливающийся от Mn�кластера [3, 6, 8],
а значение диэлектрической проницаемости
участка между Mn�кластером, Yz и P680 в РЦ
ФС2 значительно ниже по сравнению с таковым
между вторичным и первичным донором элект�
рона в бРЦ типа II и РЦ ФС1 [11].

Наиболее вероятно, что отличия в структур�
но�функциональной организации донорной
стороны РЦ ФС2 от бРЦ типа II и РЦ ФС1 были
вызваны возникновением у его непосредствен�
ного эволюционного предшественника (наибо�
лее вероятно, что это были бРЦ типа II) способ�
ности к использованию молекул воды в качестве
донора электронов. Для протекания подобной
реакции требуется накопление четырех окисли�
тельных эквивалентов, необходимых для однов�
ременного окисления двух молекул воды, а так�
же, чтобы первичный донор электрона РЦ обла�
дал достаточно высоким значением Em.

В ФС2 современных организмов сопряже�
ние четырехэлектронного окисления двух моле�
кул воды с одноэлектронным фотоиндуциро�
ванным переносом электрона в РЦ осуществля�
ется благодаря уникальному Mn�содержащему
кластеру (Mn4CaO5) [14], расположенному на
донорной стороне.

Несмотря на основополагающее значение
Mn�кластера для оксигенного фотосинтеза,
вопрос о его эволюционном возникновении не
решен до сих пор. Mn�кластер отсутствует у бРЦ
типа II, которые эволюционно наиболее близки
к РЦ ФС2. Также не обнаружено ни «переход�
ных», ни содержащих «примитивный» Mn�клас�
тер фотосинтезирующих организмов. 

Мы предполагаем, что в эволюционном воз�
никновении Mn�кластера в Архее (более 2,5 млрд
лет назад) ключевую роль могли сыграть Mn2+�
бикарбонатные комплексы [15–19]. Одни из них,
[Mn(HCO3)2], согласно данным электрохимии,
являются электронейтральными и характеризу�
ются по сравнению с аква�катионом Mn2+ до�
вольно низким потенциалом окисления Mn2+,
равным ∼0,52 В [20–23]. Это значение довольно
близко к Em первичного донора электрона в РЦ
пурпурных бактерий [9] и, как было показано
[16–18], бРЦ типа II действительно способны ис�
пользовать такие комплексы в качестве доноров
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электрона. Основываясь на данных геохимии, в
Архее концентрация СО2 была высокой [15],
Mn2+�бикарбонатные комплексы могли быть дос�
таточно широко представлены и, соответственно,
использоваться бРЦ типа II в качестве доноров
электронов. Впоследствии в результате эволюци�
онных изменений в структуре РЦ на донорной
стороне мог возникнуть специальный сайт связы�
вания Mn2+�бикарбонатных комплексов, способ�
ствующий более эффективному редокс�взаимо�
действию этих комплексов с первичным донором
электрона. Это, в свою очередь, могло стать пред�
посылкой для формирования примитивного тет�
ра�марганец�бикарбонатного кластера.

В отличие от донорной стороны РЦ ФС2, до�
норная сторона РЦ ФС1 не подвергалась подоб�
ным масштабным эволюционным изменениям,
и ее структурно�функциональная организация
до сих пор проявляет сходство с донорной сто�
роной бРЦ типа II [11]. Более того, значение Em

первичных доноров электрона обоих РЦ прак�
тически идентичны (∼0,5 В) [3, 9, 10]. Исходя из
этого, можно ожидать, что редокс�взаимодей�
ствие между Mn2+�бикарбонатными комплекса�
ми и бРЦ типа II, показанное нами ранее
[16–18], возможно и в случае с РЦ ФС1. Это
могло бы свидетельствовать о сходной направ�
ленности в эволюционной приспосабливаемос�
ти фотосинтезирующих организмов к условиям
высокого содержания бикарбоната (БК) в окру�
жающей среде Архея (до 200 мМ [15]) и, как
следствие, к использованию широко представ�
ленных Mn2+�бикарбонатных комплексов в ка�
честве доноров электронов разными типами РЦ.

В данной работе исследовали редокс�взаи�
модействие между Mn2+�бикарбонатными
комплексами и первичным донором электрона
РЦ ФС1, Р700. Полученные результаты свиде�
тельствуют о возможности подобного взаимо�
действия, но только на предварительно окис�
ленных препаратах ФС1. Это может рассматри�
ваться как подтверждение предположения о
возможном использовании Mn2+�бикарбонат�
ных комплексов в Архее непосредственно перед
возникновением оксигенного фотосинтеза в ка�
честве доноров электрона примитивными РЦ
ФС2 (бРЦ) и ФС1 и дальнейшей потерей этой
способности у РЦ ФС1 в результате адаптации
ее структурной организации для функциониро�
вания в единой фотосинтетической ЭТЦ окси�
генной тилакоидной мембраны.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для получения фотохимически активных
фрагментов тилакоидных мембран, обогащен�

ных ФС1 (далее ФС1), использовали 2–3�не�
дельные листья гороха (Pisum sativum). Из сус�
пензии солюбилизированных в присутствии
Triton X�100 тилакоидных мембран с помощью
центрифугирования осаждали кислород�выде�
ляющие фрагменты мембран, обогащенные
ФС2 [24]. Используемое соотношение Triton X�
100 к Хл составляло 20:1. Легкие фрагменты,
обогащенные ФС1, оставшиеся в супернатанте,
осаждали ультрацентрифугированием: сначала
при 80 000 g, 30 мин (осадок отбрасывали), затем
при 180 000 g, 3 ч. Осадок, содержащий ФС1, ре�
суспендировали в среде, содержащей 25 мM
MES�NaOH, pH 6,5, 15 мМ NaCl, 5 мМ MgCl2 и
300 мМ сахарозы до концентрации по Хл
1,5–2 мг/мл. Препараты хранили в присутствии
10%�ного глицерина при –70 °С. Все этапы ра�
боты по изолированию ФС1 проводили при 4 °С
и слабом освещении зеленым светом.

Общую концентрацию Хл в препаратах ФС1
определяли спектрофотометрически после
экстракции пигментов 80 %�ным ацетоном [25].

Кинетику фотоиндуцированных изменений
поглощения, связанных с обратимым фото�
окислением Р700, измеряли в 10 мм кювете при
комнатной температуре на фосфороскопичес�
кой установке, позволяющей разделять действу�
ющий и измерительный свет [16]. Интенсив�
ность действующего света (660 < λ < 800 нм)
составляла ∼1000 мкмолей фотонов м–2 с–1.

Измерения проводили в среде, содержащей
50 мМ Hepes (pH 8,3) и обедненной по
СО2/HCO3

–. Удаление СО2/HCO3
– достигали бла�

годаря продуванию среды воздухом без CO2, для
чего его пропускали через 20 см слой аскарита и
50 %�ный раствор NaOH [26].

Визуализация взаимного расположения Р700

и аминокислотных остатков в ФС1 была выпол�
нена с помощью программы VMD (Иллинойс�
кий университет, США) [27] с использованием
данных о кристаллической структуре ФС1 из
высших растений (2WSE [28]), взятых с сайта
PBD (https://www.rcsb.org).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Пигмент�белковые комплексы ФС2 и ФС1 у
современных организмов строго разделены в
тилакоидной мембране: ФС2 преимущественно
находится в стэкированных мембранах гран, в
то время как ФС1 локализуется в мембранах ла�
мелл и поверхностных (нестэкированных)
мембранах гран [1, 3]. Это позволяет легко полу�
чать мембранные препараты, обогащенные ли�
бо ФС2, либо ФС1. Спектральные характерис�
тики обеих фотосистем в подобных препаратах
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хорошо известны и служат надежным способом
как для проверки степени чистоты той или дру�
гой фотосистемы, так и их фотоиндуцирован�
ной активности.

Дифференциальный спектр поглощения
«свет минус темнота» выделенных нами препа�
ратов ФС1 из гороха представлен на рис. 1. По
своим спектральным характеристикам он пол�
ностью соответствует опубликованным ранее
данным для высших растений [29–31]. Известно
[31], что полосы выцветания при 700 нм и 430 нм
отражают фотоиндуцированное образование и
накопление Р+

700, а максимум при 682 нм и, соот�
ветственно, минимум при 689 нм являются
электрохромным сдвигом полосы поглощения
Хл при 680 нм, вызванным электростатическим
полем образовавшегося Р+

700. Таким образом,
амплитуда изменения поглощения в области
700 нм (ΔА700) при освещении препаратов ФС1
действующим светом отражает непосредствен�
ное фотонакопление Р+

700, а темновая релакса�
ция, соответственно, восстановление до Р700.

Как показано на рис. 2 в препаратах ФС1 в
ответ на включение действующего света наблю�
далось быстрое (неразрешаемое) нарастание
ΔА700 до максимального значения (ΔА700

MAX), кото�
рое не изменялось со временем. На величину
ΔА700

MAX практически не оказывали влияния изве�
стные доноры электронов – аскорбат Na или
восстановленный 2,6�дихлорфенолиндофенол
(ДХФИФ). Это свидетельствовало о том, что из�
начально препараты не содержали окисленных

первичных доноров электрона, и при включе�
нии действующего света в окисленное состоя�
ние переходило 100% P700. То есть ΔА700

MAX эквива�
лентно переходу всех первичных доноров элект�
рона в окисленное состояние.

Тем не менее доноры электрона значительно
ускоряли кинетику темнового восстановления
Р+

700 (рис. 2). В отсутствиe добавок практически
полное темновое восстановление Р+

700 происхо�
дило ∼ за 150 с (τ ∼ 35 с) и значительно ускоря�
лось в присутствии доноров электронов – ас�
корбата Na (τ ∼ 7 с) или ДХФИФ.

Известно, что значение Em первичного доно�
ра электрона в РЦ ФС1 составляет ∼0,5 В [3, 10],
что эквивалентно Em первичного донора элект�
рона в РЦ пурпурных бактерий [9]. Как было
показано в  предыдущих работах [16–18], РЦ из
пурпурных бактерий в отсутствие на донорной
стороне цитохромной С�субъединицы способ�
ны к редокс�взаимодействию с Mn2+, но только
в присутствии ионов БК (HCO3

–), т.е., когда
Mn2+ находится в составе Mn2+�бикарбонатных
комплексов. Причем согласно ЭПР�данным,
полученным при криогенных температурах
(5K), бРЦ под действием света окисляют Mn2+ в
присутствии БК до Mn3+ [18]. 

Ранее экспериментально было установлено,
что значение Em первичного донора электрона
РЦ является одним из условий осуществления

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  6  2020

820

Рис. 1. Дифференциальный спектр поглощения «свет ми�
нус темнота» препаратов ФС1, выделенных из листьев го�
роха. Измерения проводили в присутствии 0,2 мМ аскор�
бата Na и 0,1 мМ 2,6�дихлорфенолиндофенола (режим фо�
тонакопления Р+

700). Содержание хлорофилла 10 мкг/мл.
Действующий свет 660 < λ < 800 нм, 1000 мкмолей фотонов
м–2 с–1

Рис. 2. Кинетика фотоиндуцированных изменений погло�
щения при 700 нм, связанных с фотоокислением и после�
дующим темновым восстановлением первичного донора
электрона, Р700, в препаратах ФС1. Кривые: 1 – в отсут�
ствии добавок (контроль), 2 – в присутствии 1 мМ аскор�
бата Na, 3 – в присутствии 1 мМ аскорбата Na и 0,1 мМ
2,6�дихлорфенолиндофенола. Стрелками (↑↓) обозначе�
ны, соответственно, включение и выключение действую�
щего света. Условия измерений см. в подписи к рис. 1. Для
удобства представления шкала поглощения здесь и далее
дана в обратных значениях
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подобного редокс�взаимодействия, которое
полностью исчезало в случае бРЦ типа II изоли�
рованных из зеленой нитчатой бактерии
Chloroflexus aurantiacus, характеризующихся бо�
лее низким значением Em первичного донора
электрона по сравнению с РЦ пурпурных бакте�
рий [17]. Другими необходимыми условиями ре�
докс�взаимодействия между Mn2+�бикарбонат�
ными комплексами и первичным донором
электрона бРЦ являются значение рН среды и
концентрация растворенного в ней БК. Так, сти�
мулирование восстановления Р+

870 в бРЦ в присут�
ствии Mn2+ и HCO3

– наблюдалось только при
рН ∼ 8,3 и концентрации БК > 30 мМ [16, 17].
Как было позднее показано с помощью электро�
химии, формирование и доминирование в раст�
воре «низкопотенциальных» (по сравнению с
аква�катионом Mn2+) комплексов [Mn(HCO3)2] c
потенциалом окисления Mn2+, равным 0,52 В,
помимо высокой концентрации ионов HCO3

–

[21–23], также требуется рН ∼ 8,3 [32]. Исходя из
полных констант устойчивости для разных ти�
пов Mn2+�бикарбонатных комплексов [22, 23],
было рассчитано распределение Mn2+ между ни�
ми в растворе при рН 8,3 в зависимости от кон�
центрации ионов HCO3

– [19], которое показало,
что при 30 мМ БК только ∼25% Mn2+ находится
в комплексе [Mn(HCO3)2], а при 50 мМ БК на
долю этого комплекса приходится уже более
40%.

РЦ ФС1, помимо «подходящего» для редокс�
взаимодействия с «низкопотенциальными»
Mn2+�бикарбонатными комплексами значения
Em первичного донора электрона, также харак�
теризуются оптимумом своей фотосинтетичес�
кой активности в области рН 8,5–9,0 [33, 34],
что совпадает с указанным выше необходимым
значением рН для формирования комплексов
[Mn(HCO3)2]. С одной стороны, это может слу�
жить косвенным указанием на то, что эволюци�
онный предшественник современной ФС1 мог
функционировать при значениях pH благопри�
ятных для формирования в среде комплексов
[Mn(HCO3)2]. С другой стороны, интересно от�
метить, что рН оптимум фотосинтетической ак�
тивности ФС2, с которой ФС1 параллельно
функционирует в тилакоидной мембране, нахо�
дится в более кислой области 6,2–6,5 [26], а рН
люмена тилакоидов современных оксигенных
фотосинтезирующих организмов колеблется в
диапазоне от 7,0 до 6,0 (возможно до 5,5) (см.
подробнее в [26]). Тем не менее в результате се�
рии проведенных нами экспериментов на пре�
паратах ФС1 было обнаружено, что при рН 8,3
присутствие 0,5 мМ Mn2+ вместе с 50 мМ HCO3

–

(т.е. в условиях формирования и доминирова�
ния в среде «низкопотенциальных» Mn2+�би�

карбонатных комплексов, способных к редокс�
взаимодействию с Р+

870 в бРЦ) не оказывает вли�
яния ни на величину ΔА700, ни на кинетику тем�
нового восстановления Р+

700 (рис. 3), что свиде�
тельствовало об отсутствии редокс�взаимодей�
ствия между комплексами [Mn(HCO3)2] и Р+

700.
Кристаллографические структуры РЦ из пур�

пурных бактерий и ФС1 (https://www.rcsb.org) ха�
рактеризуются схожим расстоянием между пер�
вичным донором электрона и поверхностью до�
норной стороны. Кроме того, оба РЦ имеют
близкие значения диэлектрической проницае�
мости этого участка, а перенос электрона от вто�
ричного к первичному донору электрона на
протеолипосомах, содержащих РЦ из пурпур�
ных бактерий или ФС1, сопровождается генера�
цией сравнимой разности электрических потен�
циалов Δψ (∼20% от трансмембранного значе�
ния Δψ) [11, 35]. Исходя из вышесказанного, наи�
более логичным объяснением наблюдаемого от�
сутствия редокс�взаимодействия между Mn2+�
бикарбонатными комплексами и Р+

700 могло быть
наличие некого стерического затруднения для
осуществления переноса электрона на донор�
ной стороне РЦ ФС1 от Mn2+ (в составе бикар�
бонатного комплекса) на Р+

700.
В ходе изучения данного предположения мы

искусственно переводили Р700 в препаратах ФС1
в «долгоживущее» окисленное состояние. Для
этого адаптированные к темноте ФС1 инкуби�
ровали в присутствии 1 мМ K3[Fe(CN)6] в тече�
ние 1 мин с последующим переосаждением пре�
паратов в исходном буфере, не содержащем
K3[Fe(CN)6]. В результате такой обработки у
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Рис. 3. Фотоокисление Р700 и его темновое восстановление.
Кривые: 1 – в отсутствие добавок (контроль), 2 – в присут�
ствии 0,5 мМ MnCl2 и 50 мМ NaHCO3. Стрелками (↑↓)
обозначены  соответственно включение и выключение
действующего света. Условия измерений см. в подписи к
рис. 1
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∼40–45% ФС1 первичный донор электрона на�
ходился в «долгоживущем» окисленном состоя�
нии («окисленные» ФС1), о чем свидетельство�
вало снижение величины ΔА700 на 40–45%
(рис. 4, кинетика 1) по сравнению с таковой,
наблюдаемой в присутствии экзогенных доно�
ров электрона (0,1 мМ аскорбата Na и 0,1 мМ
ДХФИФ), способных к быстрому и полному
восстановлению Р+

700 в темноте (рис. 4, кинетика
4). Учитывая, что ΔА700 в присутствии доноров
электрона соответствует ΔА700

MAX (рис. 2), детекти�
руемые 55–60% от ΔА700

MAX, соответственно, отра�
жали количество РЦ с восстановленными Р700,
способными к фотоокислению, от общего коли�
чества РЦ. Темновая инкубация «окисленных»
ФС1 в течение 20–30 мин не изменяла долю
ΔА700 относительно ΔА700

MAX, что свидетельствова�
ло об отсутствии спонтанного темнового восста�
новления Р+

700 в условиях эксперимента. 
При добавлении к таким «окисленным» ФС1

0,5 мМ Mn2+ вместе с 50 мМ HCO3
– нам удалось

обнаружить возрастание амплитуды ΔА700 до,
примерно, 80% от ΔА700

MAX (рис. 4, кинетика 2).
Это свидетельствовало о том, что в ходе экспе�
римента количество восстановленных в темноте

P700 в препаратах «окисленных» ФС1 возрастало
на 20–25%. Более того, было выявлено, что пос�
ледующее дополнительное темновое инкубиро�
вание «окисленных» ФС1 в присутствии Mn2+�
бикарбонатных комплексов приводит к увели�
чению доли восстановленных P700 в препаратах.
Через 10 мин темновой инкубации удавалось
достичь максимального эффекта, так что ΔА700

составляла ∼90% от ΔА700
MAX (рис. 4, кинетика 3).

Тем не менее, в проведенных экспериментах не
было обнаружено очевидного влияния присут�
ствия 0,5 мМ Mn2+ вместе с 50 мМ HCO3

– на ки�
нетику темнового восстановления Р+

700 в отличие
от того, как это наблюдалось в присутствии ас�
корбата Na или ДХФИФ (рис. 4, кинетика 4).
Важно отметить, что наблюдаемый эффект по�
казывал специфичность по отношению к Mn2+�
бикарбонатным комплексам. Как следует из
рис. 5, добавление к «окисленным» ФС1 0,5 мМ
Mn2+ или 50 мМ HCO3

– отдельно друг от друга не
оказывало влияния ни на ΔА700, ни на кинетику
темнового восстановления Р+

700 даже после инку�
бации в темноте в течение 10 мин (рис. 5, а).
Также эффект отсутствовал при добавлении
других двухвалентных катионов металлов (Mg2+

и Ca2+) в присутствии 50 мМ HCO3
– (рис. 5, б,

кинетики 3 и 4) или ионов ацетата и формиата в
присутствии 0,5 мМ Mn2+ после 10 мин инкуба�
ции в темноте (рис. 5, б, кинетики 5 и 6).

Как было сказано выше, одним из необходи�
мых условий для доминирования «низкопотен�
циальных» комплексов [Mn(HCO3)2] среди дру�
гих комплексов в растворе является повышен�
ная концентрация БК [21–23]. В то же время,
как было показано с помощью ЭПР�спектрос�
копии, от концентрации катионов Mn2+ зависит
лишь количество этих комплексов, но не их тип
[22]. В предыдущих работах на бРЦ мы наблю�
дали зависимость эффективности редокс�взаи�
модействия Mn2+�бикарбонатных комплексов с
Р+

870 от концентраций HCO3
– и Mn2+ [16]. Так, в

присутствии 0,5 мМ Mn2+ и при добавлении БК
до 10–15 мМ не наблюдалось ускорения темно�
вого восстановления Р+

870, которое начинало про�
являться при увеличении концентрации БК до
30 мМ и достигало максимального эффекта при
50 мМ БК [16]. В то же время в присутствии
50 мМ HCO3

– ускорение темнового восстановле�
ния Р+

870 наблюдалось уже при 0,01 мМ Mn2+ и
достигало максимума при 0,5 мМ Mn2+ [16], что,
по�видимому, отражало насыщение раствора
комплексами [Mn(HCO3)2], способными к ре�
докс�взаимодействию с Р+

870 в бРЦ.
На рис. 6, а показано влияние увеличиваю�

щейся концентрации Mn2+ на ΔА700 в «окислен�
ных» ФС1 в присутствии 50 мМ HCO3

–. Явное
увеличение ΔА700, по сравнению с исходным
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Рис. 4. Кинетики фотоиндуцированных изменений погло�
щения при 700 нм препаратов «окисленных» ФС1 (предин�
кубированных с K3[Fe(CN)6]). Кривые: 1 – в отсутствие до�
бавок, в присутствии 0,5 мМ MnCl2 и 50 мМ NaHCO3: ин�
кубирование перед измерением 3 мин (2) и 10 мин (3);
4 – в присутствии 0,1 мМ аскорбата Na и 0,1 мМ 2,6�ди�
хлорфенолиндофенола. Концентрация препаратов по хло�
рофиллу 30 мкг/мл. Действующий свет 660 < λ < 800 нм,
1000 мкмолей фотонов м–2 с–1. Стрелками (↑↓) обозначе�
ны, соответственно, включение и выключение действую�
щего света.
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а

б

Рис. 5. Кинетики фотоиндуцированных изменений погло�
щения при 700 нм препаратов «окисленных» ФС1 (предин�
кубированных с K3[Fe(CN)6]). а) Кривые: 1 – в присутствии
0,1 мМ аскорбата Na и 0,1 мМ 2,6�дихлорфенолиндофено�
ла; 2 – в отсутствие добавок; 3 – в присутствии 0,5 мМ
MnCl2; 4 – в присутствии 50 мМ NaHCO3; б) кривые: 1 – в
присутствии 0,1 мМ аскорбата Na и 0,1 мМ 2,6�дихлорфе�
нолиндофенола; 2 – в отсутствие добавок; 3 – в присут�
ствии 0,5 мМ MgCl2 и 50 мМ NaHCO3; 4 – в присутствии
0,5 мМ CaCl2 и 50 мМ NaHCO3; 5 – 0,5 мМ MnCl2 и 50 мМ
формиата; 6 – 0,5 мМ MnCl2 и 50 мМ ацетата. Стрелками
(↑↓) обозначены, соответственно, включение и выключе�
ние действующего света. Условия измерений см. в подписи
к рис. 4

а

б

Рис. 6. Зависимость стимулирующего эффекта Mn2+�би�
карбонатных комплексов на амплитуду ΔА700 в «окислен�
ных» ФС1 от концентрации Mn2+ (а) или HCO3

– (б). Изме�
рения проводили соответственно в присутствии 50 мМ
NaHCO3 или 0,5 мМ MnCl2. Черным треугольником обоз�
начено максимальное значение ΔА700 в присутствии 1 мМ
аскорбата Na и 0,1 мМ 2,6�дихлорфенолиндофенола
(ΔА700

MAX). На врезке показан тот же график, что и (а), но в
области концентраций Mn2+ от 0 до 50 мкМ. 

−
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значением в «окисленных» ФС1, наблюдалось
при 0,05 мМ Mn2+ и достигало максимума при
0,2–0,3 мМ Mn2+. В то же время в присутствии
0,5 мМ Mn2+ влияние HCO3

– на ΔА700 в «окислен�
ных» ФС1 начинало явно проявляться при кон�
центрациях выше 20 мМ, достигая максимума
при 40 мМ HCO3

– (рис. 6, б). Полученные ре�
зультаты хорошо коррелируют с зависимостью
доминирования в растворе комплексов
[Mn(HCO3)2] от концентрации БК. Кроме того,
они практически совпали с данными, получен�
ными нами ранее на бРЦ [16].

Интересно отметить, что зависимость эф�
фекта от концентрации Mn2+ отличалась от по�
лученной нами ранее на бРЦ [16]. В случае с
ФС1 эффект полностью отсутствовал при
0,01 мМ Mn2+ (в отличие от бРЦ), начиная про�
являться только при 0,05 мМ Mn2+ (рис. 6, а).
Учитывая, что Mn2+ влияет на концентрацию со�
держащихся в среде комплексов [Mn(HCO3)2],
можно предположить, что для инициирования
редокс�взаимодействия Mn2+�бикарбонатных
комплексов с Р+

700 требуется более высокое со�
держание в растворе комплексов [Mn(HCO3)2],
чем в случае с бРЦ, даже на предварительно
окисленных препаратах ФС1.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В предыдущих работах мы впервые экспери�
ментально показали способность бРЦ типа II к
редокс�взаимодействию с Mn2+ в присутствии
БК [16–18]. Учитывая, что бРЦ типа II считают�
ся наиболее вероятными эволюционными пред�
шественниками РЦ ФС2, полученные в тех ра�
ботах результаты рассматривались как подтверж�
дение гипотезы о возможном участии Mn2+�би�
карбонатных комплексов в эволюционном воз�
никновении Mn�кластера водоокисляющего
комплекса ФС2 в Архее (> 2,5 млрд лет назад)
[15–18].

Учитывая сходство структурно�функцио�
нальных характеристик донорных сторон [11] и
значений редокс�потенциалов первичных доно�
ров электрона в бРЦ типа II и ФС1 [3, 9, 10]
(см. Введение), было предположено, что ре�
докс�взаимодействие между комплексами
[Mn(HCO3)2] и первичным донором электрона
должно быть характерно и для РЦ ФС1. Однако,
как показали проведенные нами эксперименты,
присутствие «низкопотенциальных» Mn2+�би�
карбонатных комплексов не оказывало влияния
ни на фотоокисление Р700, ни на его восстанов�
ление в темноте (рис. 3).

Одной из наиболее вероятных причин по�
добного результата могло быть стерическое зат�

руднение на донорной стороне ФС1, препят�
ствующее возможному редокс�взаимодействию
Mn2+�бикарбонатных комплексов с Р+

700.
Действительно, как следует из кристаллографи�
ческих структур ФС1, изолированных из циано�
бактерий, зеленых водорослей и высших расте�
ний, их РЦ имеют консервативный гидрофоб�
ный мотив на донорной стороне, расположен�
ный прямо перед P700. Он сформирован амино�
кислотными остатками двух триптофанов, при�
надлежащих параллельным люменальным пет�
лям разных субъединиц РЦ (соответственно
PsaA�Trp655/Trp651 и PsaB�Trp631/Trp627 в циано�
бактериях/водорослях и высших растениях)
(рис. 7, а). Считается, что эти триптофаны обра�
зуют своеобразный сэндвич с объединенной
электронной системой в непосредственной бли�
зости от Р700 [36, 37]. Согласно современным
представлениям, такая структура играет важную
роль в корректном докинге молекул цитохро�
ма с6 и Пц для быстрого донирования электрона
на первичный донор электрона [36–38]. Допол�
нительно белковая поверхность около Р700 окру�
жена отрицательно заряженными (PsaA�Asp648 и
PsaB�Asp624) и положительно заряженными
(PsaA�Arg647 и PsaB�Arg623) аминокислотными
остатками, играющими роль в правильном ори�
ентировании гема в цитохроме с6 или меди в Пц
относительно гидрофобного сэндвича и Р+

700 [36,
37]. Более того, вокруг триптофанового сэндви�
ча легко прослеживается своеобразное кольцо,
сформированное гидрофобными аминокисло�
тами, которое вместе с ним практически пол�
ностью отделяет P700 от люмена (рис. 7, б и в). В
настоящее время в литературе отсутствуют дан�
ные о каком�либо функциональном значении
данного гидрофобного кольца на донорной сто�
роне ФС1.

Подобное окружение Р700 может сильно зат�
руднять редокс�взаимодействие Mn2+�бикарбо�
натных комплексов с Р+

700. Гидратная оболочка
Mn2+ в комплексах с БК сохраняет 5 или 4 моле�
кул воды в зависимости от типа комплекса (из 6
возможных в аква�катионе Mn2+) [20, 21]. Соот�
ветственно, гидрофобный сэндвич из двух трип�
тофанов, находящийся непосредственно перед
Р700, совместно с гидрофобным кольцом не поз�
воляют комплексам подходить достаточно близ�
ко к Р700 для осуществления прямого редокс�
взаимодействия. Как показано на рис. 7, а рас�
стояние между внешним кольцом триптофана,
обращенным в люмен, и ближайшим к нему
циклом в молекуле Хл в Р700 составляет
∼9,6–9,7 Å, а расстояние до центра молекулы Хл
составляет уже 13,6–13,8 Å. При этом, для Mn2+�
бикарбонатных комплексов эти значения могут
быть еще больше вследствие гидрофобного воз�
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действия сэндвича (рис. 7, а). Заряженные ами�
нокислотные остатки, в свою очередь, могут
оказывать влияние на электрохимические свой�
ства Mn2+ в комплексе с БК. Согласно имею�
щимся данным [20–23], «низкопотенциальные»
Mn2+�бикарбонатные комплексы формируются
с участием двух ионов HCO3

–, которые, помимо
снижения потенциала окисления Mn2+ до
∼0,52 В, также нейтрализуют и общий заряд
комплекса [Mn(HCO3)2]. Отрицательно заря�
женные PsaA�Asp648 и PsaB�Asp624, находящиеся
вблизи Р700, могут притягивать к себе Mn2+ в
комплексах, одновременно выталкивая HCO3

–

из их оболочки. При этом удаление даже одного
из двух ионов HCO3

–, т.е. изменение стехиомет�
рии комплекса [Mn(HCO3)2] → [Mn(HCO3)]+

(как показано ранее [20, 21, 23]) приводит к по�
вышению потенциала окисления Mn2+ до
∼0,61 В, делая термодинамически затруднитель�
ным его редокс�взаимодействие с Р+

700

(Em ∼ 0,5 В). Удаление обоих ионов HCO3
– повы�

шает потенциал окисления Mn2+ уже до ∼0,67 В
[20, 21, 23]. Положительно заряженные PsaA�
Arg647 и PsaB�Arg623, наоборот, могут оттягивать
на себя ионы HCO3

– из комплексов, отталкивая
положительно заряженные [Mn(HCO3)]+ или
даже Mn2+, также повышая потенциал окисле�
ния Mn2+ по описанному выше принципу. Учи�
тывая, что аминокислотные остатки в разноза�
ряженных парах PsaA�Asp648/Arg647 и PsaB�
Asp624/Arg623 находятся параллельно друг другу
на довольно близком расстоянии, соответствен�
но ∼4,0 и ∼3,3 Å (рис. 7, в), можно предположить
их совместное влияние на электрохимические
свойства Mn2+ в комплексе с БК. В результате
это может значительно затруднять редокс�взаи�
модействие Mn2+ с Р+

700 даже в присутствии высо�
ких концентраций БК.

Тем не менее редокс�взаимодействие Mn2+�
бикарбонатных комплексов с Р+

700 возможно, хо�
тя и сильно затруднено. Для этого первичный
донор электрона было необходимо перевести в
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Рис. 7. Взаимное расположение Р700 и гидрофобных и заряженных аминокислот в его окружении. Гидрофобный сэндвич
перед Р700 (зелёный цвет), образованный парой A�Trp651/B�Trp627 (желтый цвет), отрицательно заряженные A�Asp648 и B�
Asp624 (красный цвет) и положительно заряженные A�Arg647 и B�Arg623 (синий цвет), участвующие в корректном докинге ци�
тохрома с6 или Пц. A� и B�, соответственно, субъединицы PsaA и PsaB в РЦ ФС1. а – Стрелками указаны расстояния меж�
ду внешним кольцом Trp и ближайшим к нему кольцом и центром молекулы хлорофилла Р700; б – указано гидрофобное
кольцо, образованное A�Ala654/652 (темно�серый цвет), A�Val657 (серый цвет), A�Ile658 и B�Ile634 (темно�желтый), A�Leu646/650 и
B�Leu628/626/622 (коричневый); вид со стороны тилакоидной мембраны; в – то же самое, что б, но вид со стороны люмена.
(С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/)



ТЕРЕНТЬЕВ, ЖАРМУХАМЕДОВ

окисленное состояние и инкубировать в присут�
ствии Mn2+ и БК несколько минут (рис. 4). Но
даже в этом случае, по сравнению с эксперимен�
тами на бРЦ типа II [16–18], требовалось в 5 раз
больше Mn2+ (т.е. Mn2+�бикарбонатных комп�
лексов) для наблюдения эффекта (рис. 6, а). За�
висимость эффекта от присутствия Mn2+ и
HCO3

– (рис. 5), а также от высокой концентра�
ции БК (рис. 6, б), указывали на участие именно
«низкопотенциальных» комплексов
[Mn(HCO3)2] в редокс�взаимодействии с окис�
ленным первичным донором электрона ФС1. 

Недавно полученный кристалл бРЦ типа I из
гелиобактерии (гбРЦ) [39] позволяет провести
сравнительный анализ структурной организа�
ции между РЦ ФС1 и его наиболее возможного
эволюционного предшественника (бРЦ типа I).
Интересно, что, как указывают сами авторы ра�
боты, несмотря на то, что в структуре гбРЦ, так
же, как и в РЦ ФС1, на донорной стороне при�
сутствуют поверхностные параллельные спира�
ли двух белков РЦ, в гбРЦ они короче и не несут
гидрофобных триптофанов. Более того, поверх�
ность гбРЦ около первичного донора в основ�
ном содержит нейтральные и гидрофильные
аминокислотные остатки [39], хотя вторичным
донором электрона выступает цитохром с553, ко�
торый имеет очень схожую структуру c цитохро�
мом c6 [39].

Таким образом, можно предположить, что
эволюционный предшественник РЦ ФС1 (бРЦ
типа I) или даже РЦ примитивной ФС1 могли
не иметь описанных выше стерических затруд�
нений на донорной стороне и его РЦ был досту�
пен для редокс�взаимодействия с Mn2+�бикар�
бонатными комплексами, подобно бРЦ типа II.

Согласно данным геохимии, содержание
СО2 в древней бескислородной атмосфере Архея
(> 3 млрд лет назад) было гораздо выше совре�
менного уровня [40, 41], вследствие чего концен�
трация растворенного в воде БК могла достигать
200 мМ [15]. Очевидно, что это благоприятство�
вало нахождению большей части растворенного
Mn2+ в виде «низкопотенциальных» Mn2+�би�
карбонатных комплексов [20, 21, 23], которые,
вероятно, могли использоваться в качестве до�
норов электронов РЦ обоих типов.

В подтверждение предположения о широко
распространенной в Архее Mn2+�фототрофии у
фотосинтезирующих организмов можно рас�
сматривать данные, полученные при изучении
осадочных пород в глубоких скважинах Южной
Африки [42]. Согласно им, в слоях карбонатов,
относящихся ко времени >2,4 млрд лет назад,
детектируется аномально высокое содержание
Mn (до 16,6% по весу). Вторичное диагенетичес�
кое формирование подобных карбонатов хоро�

шо известно [43] и, согласно предположению
авторов, могло произойти в результате восста�
новления оксидов Mn (IV) углеродом органи�
ческого происхождения (уравнения 1 и 2) [42].

Однако при этом утверждается, что в анок�
сигенном Архее окисление Mn2+ с последую�
щим образованием его оксидов в концентраци�
ях, необходимых для формирования обнару�
женных пород, было невозможно в отсутствие
сильного окислителя [42]. Если принять во вни�
мание выдвигаемую нами гипотезу окисления
Mn2+ фотосинтетическими РЦ, то масштабное
образование и накопление MnO2 в осадочных
породах можно было бы объяснить следующими
процессами (ур. 3–7):

Интересно, что авторы вышеуказанной ра�
боты тоже приходят к выводу об отсутствии абио�
тических механизмов в Архее, которые могли бы
привести к окислению Mn2+ при формировании
изучаемых пород. Более того, они поддержива�
ют идею широкого присутствия Mn�окисляю�
щих фотосинтезирующих организмов в окружа�
ющей среде Архея непосредственно перед воз�
никновением и распространением оксигенных
организмов.

Перед возникновением единой ЭТЦ оба ти�
па РЦ должны были локализоваться в одной
мембране, но при этом функционировать неза�
висимо друг от друга. Вернее всего, тип II РЦ
был представлен бРЦ, которые уже обладали
специальным сайтом связывания Mn2+�бикар�
бонатных комплексов или даже содержали на
донорной стороне примитивный тетра�марга�
нец�бикарбонатный кластер (пред�ФС2). В то
же время тип I РЦ, по�видимому, был представ�
лен примитивной ФС1. Проводя аналогию со
схемой электронного транспорта в РЦ пурпур�
ных бактерий (бРЦ типа II) и зеленых серных
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бактерий (бРЦ типа I) [4], можно предполо�
жить, что, соответственно, пред�ФС2 имела
циклический транспорт электронов с участием
цитохромного bc1�комплекса, пронизывающего
мембрану, и небольшого растворимого белка –
цитохрома с2, а примитивная ФС1 могла осуще�
ствлять как циклический транспорт электронов
посредством цитохромного bc1�комплекса и ци�
тохрома с, так и линейный транспорт – от доно�
ра электрона на ферредоксин и далее на
НАДФ+. В случае линейного транспорта элект�
ронов примитивная ФС1 так же, как и бРЦ ти�
па II в аноксигенных бактериях, могла активно
использовать Mn2+�бикарбонатные комплексы
в качестве доноров электрона. Интересно, что
переключение между циклическим и нецикли�
ческим транспортом электронов характерно
также для ФС1 современных организмов. Одна�
ко неизвестно, является ли это сохраненным и
адаптированным свойством бРЦ типа I, кото�
рые были эволюционными предшественниками
ФС1, или это все же заново приобретенный ме�
ханизм. В пред�ФС2 часть электронов цикли�
ческого транспорта могла акцептироваться дру�
гими молекулами, выпадая из цикла, что вос�
полнялось электронами от Mn2+�бикарбонат�
ных комплексов. 

Предполагается, что молекулярный кисло�
род начал накапливаться в атмосфере Земли
∼2,5 млрд лет назад [6]. Однако резкая интенси�
фикация формирования слоистых железных
формаций (руд) (движущей силой мог быть фо�
тосинтетический О2) произошла гораздо рань�
ше, ∼3,1 млрд лет назад [6]. Следовательно, к
этому времени уже должно было произойти объ�
единение ФС2 и ФС1 в единую ЭТЦ и завер�
шиться формирование Mn�кластера на донор�
ной стороне ФС2, окисляющего воду и проду�
цирующего О2 в окружающую среду. Примерно
к этому же времени в атмосфере Земли прои�
зошло резкое снижение концентрации СО2 [40,
41], поэтому ∼3 млрд лет назад уровень СО2

практически достиг современного значения.
Это должно было сопровождаться значитель�
ным снижением в окружающей среде «низкопо�
тенциальных» Mn2+�бикарбонатных комплек�
сов, способных к редокс�взаимодействию с РЦ,
однако требующих высокого содержания HCO3

–

[15–19].
Эволюционное возникновение у пред�ФС2

Mn�кластера, и, соответственно, появление
способности к окислению воды (т.е. эволюци�
онное возникновение ФС2 и оксигенного фо�
тосинтеза) привело к снижению роли цикли�
ческого транспорта электронов у этого РЦ. В то
же время снижение доступности доноров элект�
ронов в виде Mn2+�бикарбонатных комплексов,

наоборот, могло привести к вовлечению прими�
тивной ФС1 в акцептирование электронов от
участников циклического транспорта электро�
нов пред�ФС2 (т.е. трансмембранного цито�
хромного bc1�комплекса и мобильного белка
цитохрома с), находящихся в той же самой фо�
тосинтетической мембране. Появление и пос�
ледующее эволюционное закрепление единой
ЭТЦ с участием обеих фотосистем, которая ха�
рактерна для всех современных оксигенных фо�
тосинтезирующих организмов, способствовали
максимальному переключению ФС2 на исполь�
зование воды в качестве донора электронов
и, соответственно, к повышению продуцирова�
ния О2.

Присутствие все большего количества О2 в
фотосинтетической мембране оказывало нега�
тивное влияние на активность ФС1, поскольку
вероятность образования активных форм кис�
лорода около ее РЦ в результате взаимодей�
ствия О2 с кофакторами цепи переноса электро�
нов довольно высокая [44]. Как предполагается,
это могло привести к структурным изменениям
в архитектуре РЦ ФС1, направленных на сни�
жение вероятности образования активных
форм кислорода. В частности, это привело к
потере мобильности хиноновых акцепторов и
погружению их в белковый матрикс [45], а так�
же к изменению взаимного расположения ко�
факторов цепи переноса электронов [39, 45],
что вполне могло повлиять и на окружение Р700

и, как следствие, на механизм его редокс�взаи�
модействия со вторичными донорами электро�
на. Более того, в результате дальнейшего совер�
шенствования водоокисляющего комплекса, в
частности, вовлечения Ca в структуру Mn�клас�
тера, появления дополнительных белковых
субъединиц (внешние белки ФС2), во�
влечения антенных субъединиц в лигандирова�
ние Mn�кластера [14], возрастал поток электро�
нов от ФС2 в ЭТЦ, что могло способствовать
адаптации донорной стороны ФС1 к макси�
мально эффективному редокс�взаимодействию
со вторичным донором электрона, цитохро�
мом с6. В результате могло произойти эволюци�
онное появление и закрепление гидрофобного
сэндвича из двух триптофанов перед Р700 и заря�
женных аминокислот в окружении P700 (см. вы�
ше) [36, 37], обеспечивающих правильную ори�
ентацию гема в молекуле цитохрома с6 относи�
тельно Р700 и высокую скорость переноса элект�
рона на Р700. Однако одновременно с этим по�
добные адаптации донорной стороны ФС1
практически полностью заблокировали воз�
можность эффективного редокс�взаимодей�
ствия между Р+

700 и «низкопотенциальными»
Mn2+�бикарбонатными комплексами, несмотря
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The structure and functional organization of the photosystem I (PSI) reaction center (RC) donor side has a signifi�
cant similarity to the reaction centers of purple bacteria (bRCs), despite the fact that they belong to different types
of RCs. Moreover, the redox potential values of their primary electron donors are identical (∼0.5 V). In our earlier
reports [Khorobrykh et al. (2008) Phylos. Trans. R. Soc. B., 363, 1245�1251; Terentyev et al. (2011) Biochemistry
(Moscow), 76, 1360�1366; Khorobrykh et al. (2018) ChemBioChem, 14, 1725�1731], we have demonstrated redox
interaction of low�potential Mn2+�bicarbonate complexes with bRCs, which might have been one of the first steps
in the evolutionary origin of Mn�cluster of the photosystem II water�oxidizing complex that occurred in the Archean
(over 3 billion years ago). In this study, we investigated redox interactions between Mn2+�bicarbonate complexes and
PSI. Such interactions were almost absent in the original PSI preparations and emerged only in preoxidized PSI
preparations containing ∼50% oxidized RCs. The interaction between Mn2+�bicarbonate complexes and PSI
required increased Mn2+ concentrations, while its dependence on the HCO3

– concentration indicated involvement
of electroneutral low�potential [Mn(HCO3)2] complex in the process. Analysis of the PSI crystal structure revealed
steric hindrances on the RC donor side, which could block the redox interaction between Mn2+�bicarbonate com�
plexes and oxidized primary electron donor. Comparison of structures of RCs from the PSI and ancient RCs from
heliobacteria belonging to the same type of RCs suggested that such hindrances should be absent in the primitive PSI
in the Archean and allowed to explain their evolutionary origin as a consequence of PSI RCs into the united elec�
tron transport chain (ETC) of the photosynthetic membrane that was accompanied by the evolutionary loss of PSI
capacity for the redox interaction with Mn2+�bicarbonate complexes.

Keywords: photosynthesis, evolution of photosynthesis, photosystem I, photosynthetic reaction centers, Mn�bicar�
bonate complexes
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Эстераза PMGL2, ген которой был обнаружен в результате скрининга метагеномной библиотеки ДНК из
вечномерзлого грунта, относится к семейству HSL (гормон"чувствительной липазы млекопитающих). Ами"
нокислотная последовательность PMGL2 характеризуется наличием не описанного ранее варианта консер"
вативного мотива активного центра GXSXG, включающего остаток Cys173 рядом с каталитическим остат"
ком Ser174. С целью выяснения функциональной роли данного остатка цистеина сконструирован ряд мутант"
ных вариантов PMGL2, содержащих в этом положении остатки треонина, аспарагиновой кислоты или се"
рина, и определены их свойства. Удельная активность мутанта С173D по отношению к п"нитрофенилбути"
рату на 60% выше, чем для фермента дикого типа (wtPMGL2), в то время как вариант C173T/C202S проде"
монстрировал пониженную активность. По отношению к п"нитрофенилоктаноату, вариант С173D активнее
wtPMGL2 на 15%, тогда как замены C173T/C202S понизили активность на 17%. Для мутанта С173D также
характерна высокая активность в области пониженных температур (20–35 °C) при существенной потере
термостабильности. Значение kcat для данного белка на 56% выше, чем для исходного фермента, тогда как
для варианта С173S, который обнаружил наиболее высокую термостабильность среди исследованных му"
тантов, она такая же как для фермента дикого типа. Полученные результаты демонстрируют, что замены
аминокислотных остатков, соседних с каталитическим остатком серина в составе мотива GXSXG, оказыва"
ют существенное влияние на свойства эстеразы PMGL2.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: эстераза PMGL2, семейство HSL, мотив GCSAG, мутагенез, термостабильность,
пространственная структура.

DOI: 10.31857/S0320972520060081

ВЛИЯНИЕ ЗАМЕН ОСТАТКА ЦИСТЕИНА В СОСТАВЕ МОТИВА
GCSAG АКТИВНОГО ЦЕНТРА НА СВОЙСТВА ЭСТЕРАЗЫ PMGL2

© 2020 М.В. Крюкова1, Л.Е. Петровская2*, К.А. Новотоцкая$Власова3,
Е.А. Крюкова2, С.А. Якимов2, А.Ю. Николаева1,

К.М. Бойко4, Д.А. Долгих2,5, М.П. Кирпичников2,5

ВВЕДЕНИЕ

Липолитические ферменты (липазы и эсте"
разы; триацил"глицерол"ацилгидролазы)  ката"
лизируют реакции гидролиза эфиров глицерина
и высших карбоновых кислот и широко предс"
тавлены в царствах животных и растений, а так"
же в бактериях и археях [1, 2]. Липазы микроб"

ного происхождения находят применение в раз"
личных областях промышленности, включая
фармакологическую и пищевую отрасли, произ"
водство бытовой химии и тонкий органический
синтез [2, 3].

Липолитические ферменты относятся к су"
персемейству α/β"гидролаз, характерной осо"
бенностью строения которых является наличие
центрального (каталитического) домена, имею"
щего структуру α/β"сэндвича, и каталитической
триады, включающей остатки серина (нуклео"
фил), гистидина и дикарбоновой аминокислоты
(Asp/Glu) [4, 5]. Большинство подобных белков
содержит также cap"домен, расположенный над
активным центром и участвующий в связыва"

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : HSL – гормон"чувствитель"
ная липаза млекопитающих, wtPMGL2 – эстераза PMGL2
дикого типа, SOE"PCR (splicing by overlapping extension
PCR) – ПЦР с перекрывающимися праймерами, ПЭГ –
полиэтиленгликоль.

* Адресат для корреспонденции.
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нии субстрата. Структура каталитического до"
мена характеризуется наличием β"слоя, образо"
ванного 5–11 (обычно восемью) β"тяжами,
фланкированного α"спиралями [2]. Консерва"
тивный участок последовательности, содержа"
щий каталитический остаток серина, образует
т.н. «нуклеофильный локоть» – γ"поворот с нук"
леофилом на вершине. Каталитические остатки
дикарбоновой кислоты и гистидина чаще всего
расположены в петлях, следующих за тяжами β7
и β8 соответственно.

По классификации, основанной на сходстве
аминокислотных последовательностей, липоли"
тические ферменты делятся на несколько се"
мейств, число которых непрерывно растет за
счет обнаружения новых белков [6, 7]. Семей"
ство IV (семейство гормон"чувствительных ли"
паз, HSL) объединяет белки, аминокислотные
последовательности которых обнаруживают
сходство с последовательностью каталитическо"
го домена HSL липаз млекопитающих [6, 8]. Ха"
рактерной особенностью этих ферментов явля"
ется также наличие консервативного мотива ак"
тивного центра GXSXG, который включает в се"
бя каталитический остаток серина.

В последние десятилетия развитие метаге"
номных подходов открыло широкие возмож"
ности обнаружения генов новых биокатализато"
ров, которые ранее были ограничены доступ"
ностью геномов микроорганизмов, поддающих"
ся культивированию в лабораторных условиях
[9, 10]. В результате было выделено и охаракте"
ризовано значительное количество липолити"
ческих ферментов, в том числе относящихся к
семейству HSL, из различных местообитаний,
включая морские, озерные и арктические отло"
жения, лесные и горные почвы [7, 11].

Ранее нами были проведены конструирова"
ние и функциональный скрининг метагеном"

ной библиотеки ДНК из вечномерзлых грунтов,
что позволило обнаружить ряд генов, кодирую"
щих потенциальные липолитические ферменты
семейства HSL [12, 13]. Установлено, что ката"
литический остаток серина одного из таких
ферментов – эстеразы PMGL2 находится в сос"
таве последовательности GCSAG, которая явля"
ется новым, ранее не описанным вариантом
консервативного мотива GXSXG. Были получе"
ны рекомбинантный белок PMGL2 и определе"
ны его биохимические свойства [12] и простран"
ственная структура [14], а также точечный му"
тант C173T/C202S, содержащий остаток трео"
нина вместо остатка цистеина из мотива
GCSAG [14]. В данной работе с целью получе"
ния дополнительных данных о функциональной
роли остатка Cys173 был сконструирован ряд
новых точечных мутантов эстеразы PMGL2 и
определены их биохимические свойства.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали реактивы фирм «Bio"
Rad» (США), «Merck» (США), «Panreac» (Испа"
ния), субстраты для определения липолитичес"
кой активности «Sigma» (США), органические
растворители производства «Химмед» (Россия).
Растворы готовили на деионизованной воде
MilliQ.

Для множественного выравнивания амино"
кислотных последовательностей использовали
алгоритм ClustalOmega [15].

Клонирование рекомбинантных ДНК осущест"
вляли стандартными методами в клетках
Escherichia coli XL"1 Blue («Stratagene»). Исполь"
зовали ферменты производства «Thermo Fisher
Scientific» (США). Олигонуклеотиды были син"
тезированы в «Евроген» (Россия). Ген мутантно"
го варианта C173T/C202S был получен нами ра"
нее [14]. Для конструирования мутантов ис"
пользовали двухступенчатый SOE"PCR c прай"
мерами, приведенными в табл. 1. Мутантные ге"
ны клонировали в вектор pET32a («Novagen»,
США), как и ген исходного белка, и подтверж"
дали последовательность секвенированием
(«Евроген»).

Выделение рекомбинантных белков, опреде"
ление липолитической активности и стабиль"
ности проводили как описано ранее [12]. Изме"
рение липолитической активности осуществля"
ли спектрофотометрическим методом после ин"
кубации белка (1 мкг/мл) с 0,25 mM п"нитрофе"
нилбутиратом (С4) в буфере 50 mM CHES"
NaOH, pH 8,5, 100 mM NaCl в течение 15 мин
при 45 °C. Реакцию останавливали добавлением
SDS до 2%. Светопоглощение при 415 нм изме"
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Обозначение

C173Tfor

C173Trev

C202Sfor

C202Srev

C173Sfor

C173Srev

C173Dfor

C173Drev

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности праймеров,
использованных для конструирования генов мутантных
вариантов эстеразы PMGL2

Нуклеотидная последовательность, 5′–3′

CTTCGGCACCTCGGCGG

CGCCGAGGTGCCGAAGATG

GCACCCTGAGCGGCACC

GTGCCGCTCAGGGTGCC

CTTCGGCTCCTCGGCGG

CGCCGAGGAGCCGAAGATG

CTTCGGCGACTCGGCGG

CGCCGAGTCGCCGAAGATG
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ряли с помощью планшетного ридера Model 680 
(«Bio"Rad»).

Кинетические параметры реакции опреде"
ляли, варьируя концентрацию субстрата в диа"
пазоне 0,3–2,1 мМ. Реакцию проводили в тече"
ние 1 мин, концентрация фермента в реакцион"
ной смеси составляла 3 мкг/мл. Значения Km и
Vmax оценивали методом нелинейной регрессии
с помощью программы Origin 8 с использовани"
ем уравнения Михаэлиса–Ментен.

Аналитическую гель$фильтрацию проводили
на колонке Superdex 75 10/300 GL («GE
Healthcare») при скорости потока 0,4 мл/мин в
буфере 100 мМ Tris"HCl, рН 8,0, 150 мМ NaCl.
Детекцию белка осуществляли по светопогло"
щению при 230 нм.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Конструирование мутантных вариантов
PMGL2. В результате сравнения аминокислотных

последовательностей липолитических ферментов
семейства HSL, гомологичных wtPMGL2, было
установлено, что в положении N"1 по отноше"
нию к каталитическому остатку Ser174 чаще
всего обнаруживается один из следующих остат"
ков – треонин, серин или аспартат (рис. 1, а).
Соответственно нами были получены и иссле"
дованы три точечных мутанта PMGL2 –
C173T/C202S, C173S и С173D. Мутагенез остат"
ка Cys202 при получении первого мутанта был
проведен с целью предотвращения его участия в
замыкании межмолекулярных дисульфидных
связей, однако в результате исследований
пространственной структуры показано, что бо"
ковая цепь этого остатка направлена внутрь бел"
ковой глобулы и практически недоступна для
растворителя [12, 14]. Гены мутантных вариан"
тов PMGL2 были сконструированы с помощью
ПЦР и клонированы в вектор pET32а под конт"
ролем промотора Т7lac аналогично гену PMGL2
дикого типа. Экспрессию полученных генов и
выделение мутантных белков проводили соглас"
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Рис. 1. Получение и свойства мутантных вариантов PMGL2. а – Выравнивание аминокислотных последовательностей эс"
тераз семейства HSL, содержащих различные варианты мотива GXSXG, с помощью ClustalOmega. Показан участок
152–191 (нумерация wtPMGL2), содержащий каталитический остаток серина (обозначен черным кружком). 4Q3O – эс"
тераза MGS"MT1 [16]; 4Q05 – эстераза Е25 [17]; 3K6K – эстераза EstE7; б – электрофорез в 13%"ном  SDS"ПААГ по Лэм"
мли очищенного белка wtPMGL2 (дорожка 1) и мутантов C173T/C202S (дорожка 2), C173S (дорожка 3), С173D (дорож"
ка 4). М – маркеры мол. массы (кДа); в – гель"фильтрационный анализ wtPMGL2 и мутантных вариантов на колонке
Superdex 75. Расчетная мол. масса PMGL2 составляет 37,5 кДа, время выхода с колонки 23,8 мин. Штриховыми линиями
обозначены время выходов бычьего сывороточного альбумина (24,3 мин, мол. масса 66,5 кДа) и овальбумина (27,4 мин,
43 кДа). Данные гель"фильтрационного анализа wtPMGL2 и мутанта C173T/C202S взяты из ранней публикации [14].
(С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/)

M     1         2         3          4
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но протоколу, описанному для wtPMGL2 [12]. С
помощью белкового электрофореза в присут"
ствии SDS показано, что все мутантные белки
демонстрируют высокую чистоту и электрофо"
ретическую подвижность, соответствующую
расчетной мол. массе (рис. 1, б).

Монодисперсность выделенных белков была
подтверждена с помощью аналитической гель"
фильтрации на предварительно откалиброван"
ной колонке Superdex 75 (рис. 1, в). Установле"
но, что время выхода с колонки мутантных ва"
риантов PMGL2 составляет 23,8 мин, что соот"
ветствует димерной форме аналогично исходно"
му белку [14].

Липолитическая активность мутантных вари$
антов PMGL2. Ранее нами было установлено,
что максимальный уровень липолитической ак"
тивности PMGL2 наблюдается при 45 °C с ис"
пользованием п"нитрофенилбутирата (С4) в ка"
честве субстрата [12]. Измерения липолитичес"
кой активности мутантных вариантов PMGL2
проводили в данных условиях. Удельная актив"
ность варианта С173D превысила удельную ак"
тивность PMGL2 на 60% и составила 3200 ед/мг,
в то время как вариант C173T/C202S продемон"
стрировал пониженную активность (60% от ак"
тивности PMGL2, 1215 ед/мг). Белок C173S об"
ладал удельной активностью, сопоставимой с
исходным ферментом (2330 ед/мг).

Исследование субстратной специфичности
полученных мутантов показало, что, как и для
PMGL2, предпочтительным субстратом для них
является п"нитрофенилбутират (С4) (рис. 2). По
сравнению с PMGL2, вариант С173D продемо"
нстрировал увеличенную на 15% активность по
отношению к п"нитрофенилоктаноату (С8), в то
же время активность мутанта C173T/C202S,
напротив, была на 17% снижена. Активность ис"
следованных белков по отношению к субстра"
там большей длины (С10, С12, С16) оказалась
незначительной.

Для определения температурной зависимос"
ти липолитической активности мутантных ва"
риантов PMGL2 реакцию проводили с исполь"
зованием п"нитрофенилбутирата (С4) в качест"
ве субстрата в диапазоне температур 5–60 °C
(рис. 3, а). Температурный оптимум активности
мутантных белков составил 45 °C, как и у дико"
го типа. Для всех вариантов наблюдалось резкое
падение активности при повышении температу"
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Рис. 2. Специфичность PMGL2 и его мутантов по отноше"
нию к субстратам. Реакцию проводили в стандартных ус"
ловиях с субстратами с разной длиной углеводородной це"
пи (C4, C8). Активность wtPMGL2 по отношению к п"нит"
рофенилбутирату принята за 100%. Представлены средние
значения из трех повторностей ± стандартное отклонение

Рис. 3. а – Зависимость активности PMGL2 и мутантных вариантов от температуры. Ферменты инкубировали в реакци"
онной смеси, содержавшей 50 мM CHES"NaOH, pH 8,5, 100 мM NaCl и 0,25 мМ С4 в течение 15 мин при указанной тем"
пературе; б – сравнение относительной активности PMGL2 и мутантных вариантов при 20, 30, 40 и 50 °C. Активность при
45 °C принята за 100%. Представлены средние значения трех опытов ± стандартное отклонение
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ры реакционной смеси до 60 °C. При температу"
ре 55 °С активность PMGL2 и C173S оставалась
достаточно высокой (75 и 78% от максималь"
ной), в то время как активность мутантов
C173T/C202S и С173D существенно снижалась
и составляла 31 и 9,5% соответственно. По срав"
нению с белком дикого типа и другими мутанта"
ми,  вариант С173D показал наибольшую актив"
ность в области пониженных температур
(20–35 °C). Так, его активность при 20 °C соста"
вила 68% от максимальной, тогда как для
wtPMGL2 – лишь 44% (рис. 3, б). Более высо"
кую активность в этой области, по сравнению с
исходным ферментом (52% от максимальной),
имел также вариант C173S.

Термостабильность мутантных вариантов
PMGL2. В предыдущей работе нами было пока"
зано, что wtPMGL2 обладает относительно вы"
сокой термостабильностью и выдерживает ин"
кубацию в течение 1 ч при 45 °C без существен"
ной потери активности [12]. Остаточная актив"
ность этого фермента после инкубации в тече"
ние 1 ч при 40 °С составила 85,5% от исходной, а
при 50 °С – 75% (рис. 4). Аналогичные экспери"
менты, проведенные для мутантных вариантов,
продемонстрировали, что они обладают пони"
женной стабильностью по сравнению с исход"
ным ферментом. Активность мутанта C173T/
C202S в результате инкубации при 40 °С умень"
шалась до 68% от исходной, а при 50 °С – до
51%. Наиболее стабильным оказался мутант
C173S, сохранявший после прогрева 67 и 66%
активности соответственно. Существенное сни"
жение термостабильности обнаружил вариант
С173D. После прогрева при 40 °С он сохранил
61% активности, а после инкубации при 50 °С –
всего лишь 34%.

Кинетические параметры реакции мутантных
вариантов PMGL2. Как видно из табл. 2, по ве"
личине Km мутантный вариант C173S похож на

фермент дикого типа, в то время как для мутан"
та С173D Km выше в 1,3 раза, а для мутанта
C173T/C202S – в 1,7 раза [14]. По «числу оборо"
тов» (kcat) мутант C173S похож на фермент дико"
го типа, а для C173T/C202S и С173D этот пара"
метр выше в 1,3 и 1,6 раза соответственно. Уве"
личение Km привело к уменьшению каталити"
ческой эффективности (kcat/Km) варианта
C173T/C202S на 24%, что отразилось в наблюда"
емом понижении удельной активности данного
белка, измеренной при ненасыщающей концен"
трации субстрата (0,25 мМ). Каталитическая
эффективность варианта C173S примерно такая
же как для wtPMGL2, а для варианта С173D она
в 1,2 раза выше (табл. 2).
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Рис. 4. Анализ температурной стабильности мутантных ва"
риантов PMGL2. Белки инкубировали в реакционной сме"
си без субстрата при 30, 40 и 50 °C в течение 1 ч, остаточ"
ную активность измеряли в стандартных условиях с
0,25 мМ С4. Активность до прогрева принимали за 100%.
Представлены средние значения трех экспериментов
± стандартное отклонение

Таблица 2. Кинетические параметры реакции wtPMGL2 и мутантных вариантов

Параметр

Km, мМ

kcat, с
−1

kcat/Km, с−1/мМ−1*

wtPMGL2

1,13 ± 0,10

38 ± 1

33 (100%)

С173D

1,45 ± 0,07

59 ± 1

41 (124%)

C173T/C202S

1,88 ± 0,06

48 ± 1

25 (76%)

C173S

1,03 ± 0,05

36 ± 0,6

35 (106%)

Численное значение

* В скобках приведен процент по отношению к величине kcat/Km для wtPMGL2.
Измерения проводили в буфере 50 мM CHES"NaOH, pH 8,5, 100 мM NaCl при 45 °C с использованием п"нитрофенилбу"
тирата (С4) в качестве субстрата в диапазоне концентраций 0,3–2,1 мМ.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Сайт"направленный мутагенез аминокис"
лотных остатков, расположенных рядом с остат"
ками, образующими каталитическую триаду,
широко используется в белковой инженерии
липолитических ферментов, в том числе отно"
сящихся к семейству HSL, с целью повышения
их термостабильности, изменения субстратной
специфичности и энантиоселективности [18,
19]. Так, замена в молекуле эстеразы PsyEst из
психрофильной бактерии Psychrobacter sp.
Ant300 остатка глицина, расположенного в пет"
ле по соседству с активным центром, на остаток
пролина привела к значительному увеличению
времени полуинактивации фермента [20]. Мутант"
ный вариант эстеразы E. coli R48S отличался от
исходного белка повышенной каталитической
эффективностью (величина kcat возросла в три
раза), а также более высокой термостабиль"
ностью [21]. Замены остатков Мet211 и Arg215,
находящихся в участке связывания субстрата
термофильной эстеразы 2 Alicyclobacillus acido+
caldarius, существенно увеличивали эффектив"
ность расщепления длинноцепочечных субстра"
тов [22]. Аналогичный эффект наблюдался в ре"

зультате мутагенеза эстеразы Thermogutta terri+
fontis [23], холодоактивной липазы Salinisphaera
sp. P7"4 [24] и липазы MgMDL2 Malassezia glo+
bosa [25].

В настоящей работе впервые исследовано
влияние замен аминокислотных остатков, явля"
ющихся частью консервативного мотива
GXSXG, на свойства эстеразы PMGL2, относя"
щейся к семейству HSL. Классическим вариан"
том данного мотива считается GDSAG, который
обнаруживается в последовательностях большин"
ства микробных липолитических ферментов
данного семейства. Недавно в последователь"
ностях ряда эстераз, полученных в результате
скрининга метагеномной библиотеки ДНК из
литоральных отложений, был обнаружен новый
вариант этого мотива GTSAG, что послужило
основанием для выделения содержащих его бел"
ков в отдельное подсемейство [26]. В результате
выравнивания последовательностей липолити"
ческих ферментов, относящихся к семейству
HSL, установлено, что в положении N"1, где N
обозначает нуклеофил (остаток серина), могут
находиться остатки Asp (Glu), Thr, Ser, Cys [17].
Для уточнения роли остатка цистеина в данном
положении на свойства липолитических фер"
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Рис. 5. Наложение пространственных структур wtPMGL2 (PDB 6QIN) и mPMGL2 (PDB 6QLA), выполненное с помощью
программы COOT [32]. Показаны аминокислотные остатки, входящие в каталитическую триаду (подчеркнуты) и образу"
ющие участок связывания субстрата. Темно"серым цветом обозначены боковые цепи остатков, относящихся к wtPMGL2,
а также молекула ПЭГ в структуре мутантной формы фермента. Для остатка Tyr208 в структуре wtPMGL2 приведены два
положения боковой цепи, наблюдаемые в кристаллической структуре
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ментов семейства HSL ранее мы сконструирова"
ли мутант С173Т/C202S [14]. В данной работе
были дополнительно получены и охарактеризо"
ваны мутанты С173S и С173D. Были определе"
ны субстратная специфичность, температурный
оптимум, термостабильность мутантных вари"
антов, а также кинетические параметры катали"
зируемой ими реакции.

Установлено, что мутант С173S по удельной
активность, температурному профилю актив"
ности и термостабильности и кинетическим
константам очень похож на исходный белок.
Мутантный вариант С173D проявил повышен"
ную на 15% активность по п"нитрофенилокта"
ноату и повышенную активность по п"нитрофе"
нилбутирату в температурном диапазоне
20–35 °C, а также существенное снижение тер"
мостабильности по сравнению с диким типом и
другими мутантами. График температурной за"
висимости эстеразной активности С173D при"
обрел более «сглаженный» вид (рис. 3), что ра"
нее было продемонстрировано нами для неко"
торых липолитических ферментов психротроф"
ной бактерии Psychrobacter cryohalolentis K5T

[27–29]. Для данного варианта значение kcat ока"
залось на 56%, а значение Km – на 30 % выше,
чем соответствующие параметры wtPMGL2.
Повышение каталитической константы kcat фер"
ментов является одной из адаптивных страте"
гий, направленных на нейтрализацию негатив"
ного воздействия низких температур у приспо"
собленных к холодным местообитаниям орга"
низмов. Также холодоактивные ферменты дос"
таточно часто демонстрируют более высокие
значения Km по сравнению с гомологами из ме"
зофильных организмов [30]. Таким образом,
свойства мутанта С173D оказались приближен"
ными к свойствам холодоактивных ферментов
[30, 31].

В данной работе была обнаружена понижен"
ные удельная активность и термостабильность
мутантного варианта C173T/C202S. Ранее нами

было показано, что для этого мутанта характер"
но более высокое значение константы Михаэ"
лиса по сравнению с белком дикого типа [14].
Каталитическая эффективность данного мутан"
та оказалась сниженной на 24%. Сравнение
пространственных структур активного центра
wtPMGL2 и мутанта C173T/C202S не обнаружи"
ло существенных различий между ними за иск"
лючением присутствия в активном центре му"
танта молекулы ПЭГ, входившей в состав крис"
таллизационной смеси [14]. Наблюдаемые раз"
личия в конформациях некоторых остатков,
например, Phe273 и Tyr208, по"видимому, связа"
ны с присутствием молекулы ПЭГ в участке свя"
зывания субстрата мутантной формы (рис. 5).
Можно предположить, что причиной измене"
ния каталитических характеристик варианта
C173T/C202S является различная конформаци"
онная подвижность остатков, образующих
субстрат"связывающий «карман» белка дикого
типа и мутантной формы.

Таким образом, в результате проведенной
работы показано, что замены аминокислотных
остатков, входящих в состав консервативного
мотива GXSXG, приводят к изменению свойств
PMGL2 и, возможно, других липолитических
ферментов семейства HSL. Полученные данные
могут быть использованы для дальнейшей опти"
мизации каталитических характеристик
PMGL2, а также других ферментов, относящих"
ся к данному семейству.
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THE INFLUENCE OF SUBSTITUTIONS OF THE CYSTEINE RESIDUE
IN GCSAG MOTIF OF THE ACTIVE CENTER

ON THE PROPERTIES OF THE PMGL2 ESTERASE
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The gene coding for PMGL2 esterase, which belongs to the family of mammalian hormone"sensitive lipases (HSLs),
was discovered by screening a metagenomic DNA library from a permafrost soil. The active site of PMGL2 contains
conserved GXSXG motif which includes Cys173 residue next to the catalytic Ser174. In order to clarify the func"
tional role of the cysteine residue in the GCSAG motif, we constructed a number of PMGL2 mutants with Cys173
substitutions and studied their properties. The specific activity of the C173D mutant exceeded the specific activity
of the wild"type enzyme (wtPMGL2) by 60%, while the C173T/C202S mutant displayed reduced catalytic activity.
The activity of the C173D mutant with p"nitrophenyl octanoate was 15% higher, while the activity of the
C173T/C202S mutant was 17% lower compared to wtPMGL2. The C173D mutant was also characterized by a high
activity at low temperatures (20"35°C) and significant loss of thermal stability. The kcat value for this protein was 56%
higher than for the wild"type enzyme. The catalytic constants of the C173S mutant were close to those of
wtPMGL2; this enzyme also demonstrated the highest thermal stability among the studied mutants. The obtained
results demonstrate that substitutions of amino acid residues adjacent to the catalytic serine residue in the GXSXG
motif can have a significant effect on the properties of PMGL2 esterase.

Keywords: PMGL2 esterase, HSL family, GCSAG motif, mutagenesis, thermal stability, three"dimensional structure
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На основе гриба Penicillium verruculosum создан рекомбинантный штамм, комплекс внеклеточных фермен�
тов которого содержит хитиназу Myceliophtora thermophila. Активность ферментных препаратов, полученных
из культуральной жидкости штамма�продуцента, достигала 0,55, 0,53 и 0,66 ед/мг белка по хитину и хитоза�
нам с мол. массой 200 и 1000 кДа соответственно. Оптимумы температуры и рН рекомбинантной хитиназы
составили 52–65 °С и рН 4,5–6,2, что соответствует литературным данным для ферментов этого класса. Со�
держание гетерологичной хитиназы в исследованных ферментных препаратах составило 47% от общего со�
держания белка в культуральной жидкости. Показано, что новые ферментные препараты, полученные на
основе рекомбинантного штамма Penicillium verruculosum ХТ403 и содержащие гетерологичную хитиназу,
способны разрушать мицелий микроскопических, в том числе фитопатогенных грибов, и весьма эффектив�
ны в процессах биоконверсии отходов микробиологической промышленности.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: хитиназа, хитин, хитозан, Penicillium verruculosum, фитопатогенные грибы, биокон�
версия отходов.
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ВВЕДЕНИЕ

Хитиназа (ХТ, эндо�1,4�β�поли�N�ацетил�
глюкозаминидаза) является ключевым фермен�
том, ответственным за деструкцию хитина и хи�
тозана (линейных гомополимеров 1,4�β�N�аце�
тил�D�глюкозамина). ХТ эффективно расщеп�
ляет гликозидные связи хитина и хитозана вбли�
зи остатков N�ацетилглюкозамина (через один
углеводный остаток), поэтому её активность
сильно зависит от степени деацетилирования
(СД) субстрата [1].

В настоящее время в биотехнологии сущест�
вует ряд направлений, в которых используются
хитинолитические ферменты. В последнее вре�
мя интенсивно разрабатываются подходы к
применению этих ферментов для биохимичес�
кой трансформации хитина в биологически ак�
тивные хитоолигосахариды, обладающие про�
тивомикробной (антигрибной и антибактери�
альной), элиситорной, ростостимулирующей,
противоопухолевой и противовоспалительной
активностями [1–4]. Кроме того, сами мономе�
ры хитина – N�ацетилглюкозамин и D�глюкоза�
мин – также являются физиологически актив�
ными веществами [5–7]. Другое современное
направление использования хитиназ – это кон�
версия отходов хитин�содержащего сырья в
микробную и дрожжевую биомассу, белок и био�
топливо [8–11]. Хитиназы играют ключевую

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ХТ – хитиназа, ФП – фер�
ментный препарат, КЖ – культуральная жидкость, СД –
степень деацетилирования, ЦБГI – целлобиогидролаза I,
ЭГ – эндоглюканаза, КСИЛ – ксиланаза.

* Адресат для корреспонденции.
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роль в комплексе гидролаз, лизирующих кле�
точную стенку грибов, и являются эффектив�
ным инструментом для выделения протоплас�
тов грибных клеток [12, 13].

Хитинолитические ферменты имеют фунги�
цидную, инсектицидную и антипаразитарную
(нематицидную) активности и привлекательны
с практической точки зрения для использова�
ния их в качестве биопестицидов, которые мог�
ли бы заменить химические пестициды, массово
используемые как в открытом грунте, так и в
парниках [4]. Во всех этих случаях функция
ферментов заключается в разрушении хитина,
входящего в состав клеточной стенки или струк�
турных элементов микроорганизмов, экзоскеле�
та насекомых и оболочки яиц паразитов. Важ�
ную роль хитинолитические ферменты играют
как антимикробные агенты при борьбе с гриб�
ной и бактериальной контаминацией пищевых
и сельскохозяйственных продуктов [14].

Мицелиальные грибы занимают лидирую�
щую позицию в качестве объектов биотехноло�
гического производства благодаря высокой про�
дуктивности при культивировании на дешевых
производственных средах и способности к син�
тезу широкого круга ферментов и таких метабо�
литов, как антибиотики, витамины и органичес�
кие кислоты. Однако в процессе ферментации в
качестве отхода образуется большое количество
грибного мицелия – например, в результате
производства лимонной кислоты с помощью
штамма Aspergillus niger в мире образуется до 0,34
млн т мицелия  в год [15]. Грибная биомасса не
подлежит длительному хранению и служит ис�
точником загрязнения окружающей среды; наи�
более распространенным способом её утилиза�
ции является сжигание [3, 16]. Хитин является
структурно важным компонентом грибной кле�
точной стенки, его содержание различно у гри�
бов разных таксонов и составляет в зависимости
от систематического положения организма и ус�
ловий культивирования от 0,2 до 26% от сухой
массы [17]. Весьма перспективным представля�
ется способ ферментативной деструкции поли�
сахаридов клеточной стенки мицелиальных гри�
бов, в первую очередь хитина, который позволя�
ет осуществить экологически и экономически
оправданный процесс переработки биомассы
грибного мицелия как отхода микробиологи�
ческой промышленности с получением биоло�
гически ценных компонентов в легкоусвояемой
форме [18].

Вышесказанное делает очевидным необхо�
димость создания высокоактивных штаммов�
продуцентов, которые позволят осуществить
промышленное производство хитинолитичес�
ких ферментов. Целью работы является созда�

ние продуцента ХТ на основе реципиентного
штамма Penicillium verruculosum 537 (ΔniaD), об�
ладающего высокой секреторной способностью
(до 50–60 г/л внеклеточного белка), в котором
редуцирована репрессия катаболизма глюкозы
[19–21], и использование полученного фермент�
ного препарата (ФП) для разрушения клеточ�
ной стенки микроскопических грибов. В каче�
стве кандидата на клонирование была выбрана
хитиназа Myceliophtora thermophyla (ранее
Chrysosporium lucknowense), поскольку известно,
что ферменты этого аскомицета обладают ши�
роким рН� и температурным оптимумом актив�
ности, что существенно облегчает их практичес�
кое применение [22, 23].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Реагенты. Для приготовления ПААГ�гелей и
буферных растворов использовали реагенты
фирмы «Bio�Rad» (США), «MP Biochemicals
Inc.» (Франция), «Ferak» (Германия) и «Реахим»
(Россия). ПААГ�гели окрашивали Кумасси
бриллиантовым синим R�250В, а в качестве
маркёров для определения мол. массы белков
использовали набор MW�SDS 200 (10–200 кДа)
(«ThermoScientific», CША). В качестве калиб�
ровочного стандарта при определении концен�
трации белков в растворе методом Лоури и др.
использовали БСА («БелНИИЭМ», Белорус�
сия).

Субстраты. В качестве субстратов при опре�
делении ферментативных активностей исполь�
зовали натриевую соль карбоксиметилцеллюло�
зы (КМЦ), берёзовый ксилан («Sigma�Aldrich»,
США) и микрокристаллическую целлюлозу
(МКЦ) («МКЦ Центр», Россия). Хитозан с мол.
массой 1000 кДа и СД 85%, хитозан с мол. мас�
сой 200 кДа и СД 87%, а также коллоидный хи�
тин из краба были предоставлены проф. В.П.
Варламовым (ФИЦ «Биотехнология» РАН).

Получение штамма P. verruculosum – продуA
цента хитиназы. В качестве реципиентного ис�
пользовали штамм P. verruculosum B1�537
(ΔniaD), дефектный по гену niaD. Штамм
Escherichia coli Mach�1 (ΔrecA1398 endA1 tonA
Φ80ΔlacM15 ΔlacX74 hsdR(rK

–m+
K)) («Invitrogen»,

США) был использован для клонирования це�
левых генов, получения и выделения плазмид.

Плазмида. В составе использованной в рабо�
те экспрессионной плазмиды pChi403 целевой
ген chi403 (GenBank: XM_0036663496), кодиру�
ющий хитиназу M. thermophila, находился под
контролем гомологичного промотора гена cbh1,
кодирующего целлобиогидролазу 1 (ЦБГ1)
P. verruculosum [23].
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СИНИЦЫНА и др.

Плазмида pChi403 была получена согласно
методу, основанному на амплификации гена
chi403 методом ПЦР с использованием геном�
ной ДНК штамма M. thermophila в качестве мат�
рицы и пары олигонуклеотидов [24]:

(Chi403�LIC) 5’�CAAACAGAAGCAACCGA�
CACAATGGGCGGCGGACCTACGGA,

(Chi403�LIC) 3’�GAGGAGAAGCCCGGTC�
TAATTGTTCGGGAATCCCTCCCTCA.

Клонирование полученного ПЦР�продукта
в вектор pUC�CBH обеспечивало экспрессию
целевого гена chi403 за счёт стабильного интег�
ративного встраивания в хромосому гриба
P. verruculosum с использованием сайтов незави�
симого лигирования [25].

Трансформация штамма�реципиента. Реком�
бинантные штаммы серии ХТ403 были получе�
ны в результате трансформации штамма�реци�
пиента P. verruculosum B1�537 (ΔniaD) плазмидой
pChi403 [23]. 

Стандартные процедуры выделения геном�
ной ДНК, выделение ПЦР�продуктов из агароз�
ного геля, а также выделение плазмидной ДНК
осуществляли с помощью наборов фирмы
«Qiagen» (США) по методикам производителя.
ПЦР проводили с использованием набора Long
Polimerase Mix («ThermoScientific», США) на
приборе MyCycler («Bio�Rad», США) по следую�
щей схеме: 94 °С – 3,5 мин – 1 цикл; 94 °С – 30 с,
50 °С – 2 мин, 72 °С – 1 мин – 30 циклов; 72°С –
10 мин, 4 °С – 25 мин.

Культивирование штаммов. Штаммы P. verruA
culosum ХТ403 выращивали на качалках в колбах
Эрленмейера ёмкостью 750 мл в 100 мл фермен�
тационной среды следующего состава (%):
KH2PO4 – 1,5, (NH4)2SO4 × 7H2O – 0,5, MgSO4 ×
× 7H2O – 0,03, CaCl2 × 2H2O – 0,03, глюкоза –1,0,
дрожжевой экстракт–1,0, пшеничные отру�
би–1,0, МКЦ – 4,0. После культивирования в
течение 6 сут на качалке при 220 об/мин и 30 °С
КЖ отделяли от мицелия центрифугированием
в течение 10 мин при 10 700 g. В КЖ определяли
концентрацию белка и соответствующие актив�
ности по отношению к коллоидному хитину, хи�
тозанам, КМЦ и ксилану.

Получение биомассы мицелиальных грибов для
разрушения хитиназой. Штамм Aspergillus awamori
M2002 (ВКМ F�3771D) культивировали в колбах
в течение 6 сут при 35 °С в ферментационной сре�
де, содержавшей 24% пшеничной муки, обрабо�
танной термостабильной α�амилазой. Штамм
Penicillium canescens Pep�4 (ВКМ F�4677D) культи�
вировали в колбах в течение 7 сут при 30 °С в сре�
де, в состав которой входили (%): соевая шелуха –
4,5, кукурузный экстракт – 5,0, KH2PO4 – 2,5.

Биомассу мицелиальных грибов Fusarium
culmorum, Fusarium sambucinum, Fusarium gramA

inearum получали путем их глубинного культи�
вирования в среде Чапека, на картофельно�глю�
козной среде (Stagonospora nodorum, Septoria tritiA
ci) или среде Пайна–Хэглера (Aspergillus flavus)
при 220 об/мин и 25–26 °С в течение 7 сут
(Fusarium spp., A. flavus) или 10–12 сут (St. nodorA
um, S. tritici). Все штаммы, использованные в
данной части работы, были из Государственной
коллекции фитопатогенных микроорганизмов и
сортов растений�идентификаторов патогенных
штаммов микроорганизмов на базе ВНИИФ
(Большие Вязёмы, Московская обл.).

В конце ферментации грибную биомассу от�
деляли фильтрованием через нетканый матери�
ал.

Получение ФП. Культивирование отобран�
ных в качалочных колбах рекомбинантных (и ре�
ципиентного) штаммов P. verruculosum осущест�
вляли в ферментационной установке КФ�108 на
ферментёрах с рабочим объёмом 1 л в ИБФМ
РАН (г. Пущино) в течение 6–7 сут, используя
ферментационную среду следующего состава
(%): KH2PO4 – 0,7, (NH4)2SO4 × 7H2O – 0,5,
MgSO4 × 7H2O – 0,03, CaCl2 × 2H2O – 0,023, глю�
коза – 4,0, дрожжевой экстракт – 1,0, пшенич�
ные отруби – 1,0, МКЦ – 4,0; рН не ниже 4,5,
температура 32,0 ± 0,5 °C, аэрация 1 л/л/мин.
После окончания процесса культивирования
КЖ отделяли от мицелия гриба�продуцента
центрифугированием и подвергали лиофильно�
му высушиванию на распылительной сушилке
Mini Spray Dryer B�290 («Buchi», Швейцария).

Определение ферментативных активностей.
Активность по отношению к полисахаридным
субстратам (хитозанам, КМЦ, МКЦ, ксилану)
измеряли по начальным скоростям образования
восстанавливающих сахаров (ВС) при 50 °С, рН
5,0 (0,1 М Na�ацетатный буфер) при исходной
концентрации субстрата 5 г/л. ВС определяли
модифицированным методом Шомоди–Нель�
сона [26–28] или с использованием бицинхони�
натного метода (для фракций после хроматогра�
фического фракционирования [29]). За единицу
активности принимали такое количество фер�
мента, которое приводит к образованию
1 мкмоль ВС за 1 мин.

Активность по отношению к коллоидному
хитину определяли двумя способами: модифи�
цированным феррицианидным методом [30]
или по уменьшению светопоглощения суспен�
зии хитина при 700 нм [31]. При использовании
феррицианидного метода измеряли начальную
скорость образования ВС (глюкозамина) при
50 °С, рН 5,0 (Na�ацетатный буфер); за единицу
активности принимали такое количество фер�
мента, которое приводит к образованию
1 мкмоль ВС (глюкозамина) за 1 мин. Согласно
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второй методике, реакцию проводили при 37 °С,
рН 5,0 (Na�ацетатный буфер), за единицу хити�
назной активности принимали уменьшение све�
топоглощения суспензии на 1% от начального её
значения на длине волны 700 нм.

Определение концентрации белка. Содержа�
ние белка в КЖ и ФП определяли модифициро�
ванным методом Лоури и др. [32], используя в
качестве стандарта БСА. Содержание белка в
хроматографических фракциях определяли по
светопоглощению при 280 нм, считая средний
коэффициент экстинкции белка равным 2,0.

Электрофорез в ПААГ. Электрофорез в 12%�
ном ПААГ с Ds�Na проводили на приборе
MiniProtein («Bio�Rad», США) согласно руковод�
ству к прибору.

Хроматографическое фракционирование ФП.
Анализ состава ФП проводили по схеме, вклю�
чавшей три стадии: предварительную очистку
ФП, анионообменную и гидрофобную хрома�
тографию. Раствор ФП осаждали (NH4)2SO4

(80% от насыщения при 25 °С), перерастворяли
в 0,02 М бис�Tris�HСl буфере, рН 6,8 и обессо�
ливали на колонке с биогелем Р�4, уравнове�
шенной с тем же буфером. Последующие стадии
проводили на жидкостном хроматографе NGC
Chromatography System («Bio Rad», США). Для
анионообменной хроматографии обессоленно�
го ФП использовали колонку с носителем
Source 15Q («Pharmacia», Швеция), уравнове�
шенную со стартовым буфером 0,02 М бис�Tris�
HСl, рН 6,8. Элюирование белков вели в линей�
ном градиенте концентраций NaCl от 0 до 0,4 М.
В полученных фракциях значение рН доводили
до 5,0 с помощью 1,0 М Na�ацетатного буфера,
рН 5,0. Фракции, содержавшие целевые фер�
менты, подвергали гидрофобной хроматогра�
фии на колонке с носителем Source 15 Isopropyl
(объём геля 1 мл, «Pharmacia», Швеция), урав�
новешенной с 1,7 М раствором (NH4)2SO4 в
0,05 М Na�ацетатном буфере, рН 5,0. Элюирова�
ние белков вели в линейном градиенте концент�
раций (NH4)2SO4 от 1,7 до 0 М.

В полученных фракциях определяли содер�
жание белка и активность ферментов по отно�
шению к различным субстратам. Кроме того,
все фракции исследовали методом электрофо�
реза в ПААГ с Ds�Na.

Определение состава ФП. Для определения
качественного состава ФП сопоставляли дан�
ные по активности хроматографических фрак�
ций по отношению к различным субстратам и
результаты их электрофоретического анализа.
Количественный состав исследуемого ФП был
рассчитан как отношение количества фермента
в гомогенной фракции к суммарному количест�
ву белка в исследуемом образце. Кроме того, со�

держание индивидуальных ферментов в ФП оп�
ределяли, анализируя данные электрофореза в
ПААГ с Ds�Na с помощью денситометрии, ис�
пользуя программное обеспечение «Gel
Analyser».

Деструкция грибной биомассы. Гидролиз био�
массы глубинного мицелия грибов A. awamori,
P. canescens, F culmorum, F. sambucinum, F. gramiA
nearum, St. nodorum, S. tritici и A. flavus (расшиф�
ровано выше, см. раздел «Получение биомассы
мицелиальных грибов для разрушения хитина�
зой») проводили в стеклянных градуированных
пробирках объемом 10 мл с притертыми пробка�
ми в течение 24, 36 или 48 ч при гидромодуле 1 : 10
(1 г сырого мицелия на 10 мл дистиллированной
воды) при температуре 25–27 °C без перемеши�
вания. ФП вносили в дозировке 10 мг белка на
1 г сырого мицелия, а результат их действия на
грибную биомассу оценивали визуально, изме�
ряя объем оставшегося осадка по градуирован�
ной шкале пробирки, а также с помощью мик�
роскопирования, используя лабораторный мик�
роскоп Eclipse Ci («Nikon Corporation», Япония).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Получение продуцентов хитиназы. Ген chi403
(GenBank AN: NC_016476), кодирующий ХТ M.
thermophile, которая относится к семейству гли�
козил�гидролаз GH18, был клонирован в вектор
pUC�CBHI, который обеспечивает экспрессию
целевых генов в реципиентном штамме P. verruA
culosum B1�537 (ΔniaD) под контролем индуци�
бельного промотора cbh1, кодирующего ЦБГ1.

В результате клонирования была получена
плазмида pChi403, экспрессионная кассета ко�
торой схематично представлена на рис. 1. Плаз�
мида pChi403 состояла из гомологичного про�
мотора и терминатора гена cbh1 гриба P. verrucuA
losum и гетерологичного гена chi403, для секре�
ции XT был использован гомологичный сиг�
нальный пептид ЦБГI.

Реципиентный штамм P. verruculosum B1�537
(ΔniaD) был котрансформирован 10 мкг плазми�
ды pChi403 совместно с 1 мкг плазмиды pSTA10
(niaD). В результате были получены ∼250 транс�
формантов серии ХТ403, что соответствует
средней трансформационной частоте мицели�
альных грибов [33]. Далее случайным образом
выбраны 10 трансформантов, которые были пе�
ренесены на минимальную селективную среду
[23], а затем проанализированы методом ПЦР
на наличие целевого гена с использованием
олигонуклеотидов для его амплификации. Все
анализируемые трансформанты содержали гете�
рологичный ген chi403.
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Отобранные трансформанты культивирова�
ли в качалочных колбах. После завершения фер�
ментации в КЖ определяли концентрацию бел�
ка и ферментативную активность по отноше�
нию к коллоидному хитину, хитозанам с мол.
массой 200 и 1000 кДа, КМЦ и ксилану. В каче�
стве контроля использовали КЖ реципиентного
штамма P. verruculosum B1�537 (ΔniaD). По ре�
зультатам измерений был отобран трансфор�
мант Chi403�4, обладавший максимальной ак�
тивностью ХТ (данные не приведены). Этот
трансформант далее культивировали в 1�литро�
вых ферментёрах, и, в конечном итоге, был по�
лучен препарат ФП ХТ403�4, представлявший
собой лиофильно высушенную КЖ. 

Активность рекомбинантного ФП. В получен�
ном ФП ХТ403�4 было определено содержание
белка и активность по отношению к различным
субстратам (табл. 1). В качестве контроля ис�
пользовали ФП из КЖ реципиентного штамма

P. verruculosum B1�537 (ΔniaD). Удельная актив�
ность ФП ХТ403�4 по отношению к хитозанам
200 и 1000 кДа составила 0,53 и 0,66 ед/мг белка
соответственно, по отношению к коллоидному
хитину – 0,55 ед/мг. Активность контрольного
ФП по отношению к хитозанам с мол. массой
200 и 1000 кДа и хитину составила 0,04, 0,04 и
0,05 ед/мг соответственно.

Удельная активность рекомбинантного ФП
ХТ403�4 по отношению к МКЦ, отражающая
целлобиогидролазную активность, снижалась в
2,7 раза по сравнению с контролем, что, вероят�
но, связано с недостатком положительных фак�
торов транскрипции в рекомбинантном штамме
[34].

Удельная активность эндоглюканазы (ЭГ) по
КМЦ и ксиланазы (КСИЛ) по березовому кси�
лану рекомбинантного ФП ХТ403�4 также сни�
зилась – в 6,2 и 9,4 раза, соответственно, по
сравнению с контролем.
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Рис. 1. Схематическое изображение экспрессионной кассеты в плазмиде pChi403 с геном chi403, кодирующим ХТ GH18
M. thermophila

Таблица 1. Удельная активность ФП по отношению к различным субстратам

Удельная активность, уд/мг
Ферментный

препарат

ХТ403�4

Контроль

ХТЗ 200 кДа*

0,53 ± 0,02

0,040 ± 0,003

ХТЗ 1000 кДа**

0,66 ± 0,02

0,040 ± 0,003

КХТ***

0,55 ± 0,02

0,050 ± 0,003

КМЦ

1,70 ± 0,07

10,6 ± 0,2

Ксилан

1,80 ± 0,07

16,9 ± 0,3

* Хитозан 200 кДа.
** Хитозан 1000 кДа.

*** Коллоидный хитин.

Содержание белка,
мг/г

300 ± 16

680 ± 25

МКЦ

0,22 ± 0,01

0,61 ± 0,02

Таблица 2. Компонентный состав ФП

Содержание фермента, % общего белка

Ферментный препарат

ФП ХТ403�4

Контроль

ХТ

47

0

ЦБГ

26

60

ЭГ

1

12

Другие

24

25

КСИЛ

2

3
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Состав рекомбинантного ФП. На рис. 2
представлены результаты анализа рекомбинант�
ного ФП с помощью электрофореза в ПААГ с
Ds�Na. Видно, что его электрофореграмма отли�
чается от контрольного ФП наличием хорошо
выраженной новой полосы в области 43 кДа, со�
ответствующей гетерологичной ХТ, и заметным
уменьшением площади полос, соответствующих
ЦБГ1 (66 кДа), ЭГ2 (39 кДа) и КСИЛ (32 кДа).

Изучение компонентного состава рекомби�
нантного ФП ХТ403�4 проводили путем хрома�
тографического фракционирования. Очищен�
ный от низкомолекулярных веществ с помощью
гель�фильтрации ФП ХТ403�4 подвергали анио�
нообменной хроматографии на колонке с носи�
телем Source 15Q при pH 6,8. Фракции, содер�
жавшие ХТ, подвергали гидрофобной хроматог�
рафии на колонке с носителем Source 15
Isopropyl. Во всех случаях в элюенте определяли
содержание белка и активность ферментов по
отношению к хитозанам, хитину, КМЦ, МКЦ и
ксилану. Кроме того, все фракции анализирова�
ли методом электрофореза в ПААГ с Ds�Na. На
основании полученных данных было рассчита�
но содержание основных компонентов исследу�
емого ФП (табл. 2). Количество гетерологичной
ХТ в нём составило 47% от общего содержания
белка. Содержание ЦБГI в ФП ХТ403�4 снизи�
лось в 2,3 раза по сравнению с контролем, что
согласуется со снижением удельной активности
по отношению к МКЦ (табл. 1). В рекомбинант�
ном ФП ХТ403�4 наблюдали также снижение
содержания ЭГ и КСИЛ, что соответствовало
снижению их удельной активности по отноше�
нию к соответствующим специфическим суб�
стратам.

Термостабильность, рН и температурные оптиA
мумы ФП ХТ. Были определены рН� и темпера�

турные оптимумы хитиназной активности ре�
комбинантного ФП ХТ 403�4, а также стабиль�
ность ХТ при различных температурах. Полу�
ченные результаты представлены в табл. 3.
Максимальную активность ХТ проявляла при
60 °С и рН 4,7–5,5; область значений темпера�
туры и рН, в которой ХТ проявляла 80% актив�
ности от максимальной, составила 52–65 °С и
4,5–6,2, что соответствует описанным в литера�
туре для ферментов этого класса [1]. ХТ облада�
ла достаточно высокой стабильностью в водном
растворе к продолжительному воздействию по�
вышенных температур (в растворе): за 3 ч инку�
бации при 40 и 50 °С (рН 5) она сохраняла 90 и
83% исходной активности соответственно
(табл. 3).

Применение ФП ХТ для разрушения грибного
мицелия. В качестве источника грибного мице�
лия использовали A. awamori – промышленный
продуцент глюкоамилазы, а также P. canescens –
промышленный продуцент протеаз. Для прове�
дения деструкции мицелия использовали ФП
ХТ403�4 в дозировке 10 мг белка на 1 г сырой
биомассы грибов. Остаточный объём биомассы
мицелия A. awamori поcле 24 ч под действием
препарата ХТ403�4 уменьшался в 2,2 раза,
P. canescens – ∼ в 2 раза (рис. 3). ФП, получен�
ный с помощью реципентного штамма В1�537
(ΔniaD), обладающий в основном только целлю�
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Рис. 2. Электрофорез в ПААГ в присутствии Ds�Na. 1 –
ФП ХТ403�4; 2 – контрольный ФП, полученный с по�
мощью реципиентного штамма B1�537 (ΔniaD)

Измеряемый параметр

рН�оптимум активности

рН�диапазон активности ≥80%

рН�диапазон активности ≥50%

Температурный оптимум
активности, °С

Температурный диапазон
активности ≥80%, °С

Температурный диапазон
активности ≥50%, °С

Остаточная активность после
инкубации при 40 °С (рН 5), %

Остаточная активность после
инкубации при 50 °С (рН 5), %

Таблица 3. Биохимические характеристики ферментного
препарата ФП ХТ 403�4 (определены при использовании
коллоидного хитина в качестве субстрата)

Значение параметра

4,7–5,5

4,5–6,2

3,7–6,5*

60

52–65

45–75

90**

83**

* Измерение активности при значениях рН выше 6,5 для
коллоидного хитина затруднительно из�за свойств
субстрата.
** Aктивность через 3 ч инкубации.
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лолитической активностью (активность ХТ
очень низка, см. табл. 1), никак не влиял на объ�
ём биомассы мицелия обоих штаммов (рис. 3).

Результаты, полученные с помощью анализа
остаточного объёма осадка мицелия, подтверж�
даются данными микроскопирования (рис. 4),
которые свидетельствуют о деструкции клеточ�
ной стенки A. awamori и P. canescens под дейт�
ствием ФП ХТ403�4.

ФП ХТ403�4 был использован для разруше�
ния мицелия фитопатогенных грибов F. culmorum,
F. sambucinum, F. graminearum, St. nodorum, S. tritici
и A. flavus (условия обработки мицелия препара�
том ХТ были такие же, как и использованные для
обработки грибов�продуцентов ферментов). Ос�
таточный объём биомассы мицелия перечислен�
ных выше фитопатогенов после инкубации с ФП
ХТ403�4 уменьшался в 2,3, 2,0, 2,3, 2,1, 2,2 и 2,4
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Рис. 3. Остаточный объем мицелия после 24 ч гидролиза
биомассы A. awamori (1) и P. canescens (2) ферментным пре�
паратом хитиназы: I – контроль без ФП, II – ХТ403�4,
III – ФП из реципиентного штамма B1�537 (ΔniaD)

Рис. 5. Остаточный объем мицелия после 24 ч гидролиза ФП хитиназы ХТ403�4 (1) и ФП из реципиентного штамма
B1�537 (2) биомассы фитопатогенных грибов, где I – F. culmorum , II – F. sambucinum, III – F. graminearum, IV – St. nodorum,
V – S. tritici и VI – A. flavus

Рис. 4. Результаты микроскопирования мицелия грибов A. awamori (a) и P. canescens (б) после 24 ч гидролиза препаратом
хитиназы ХТ403�4, где: 1 – мицелий без ФП; 2 – мицелий, обработанный ХТ403�4; 3 – мицелий, обработанный ФП из
реципиентного штамма B1�537 (ΔniaD)
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раза, соответственно, по сравнению с контролем
(рис. 5). Результаты, полученные с помощью ана�
лиза остаточного объёма осадка мицелия подтвер�
ждаются микроскопированием (данные не при�
ведены). Контрольный ФП, полученный с по�
мощью реципиентного штамма, никак не влиял
на объём биомассы мицелия фитопатогенных
штаммов.

Полученные результаты показали перспек�
тивность использования ФП ХТ, полученного с
помощью экспрессионной системы на базе
P. verruculosum, для эффективной биоконверсии
отходов микробиологической промышленнос�
ти, а также для разрушения мицелия фитопато�
генных грибов.
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держке Министерства науки и высшего образо�
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DEVELOPMENT OF THE CHITINASE PRODUCER AND USE OF ENZYME
PREPARATION FOR DISRUPTION OF MYCELIAL FUNGAL CELL WALL
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A recombinant strain producing a complex of extracellular enzymes including chitinase from Myceliophtora therA
mophila was created based on the fungus Penicillium verruculosum. The activity of the enzyme preparations obtained
from the cultural fluid of the producer strain was 0.55, 0.53, and 0.66 U/mg protein with chitin and chitosans with
the molecular weight of 200 and 1000 kDa, respectively. The temperature optimum for the recombinant chitinase
was 52�65°C; the pH optimum was 4.5�6.2, which corresponded to the published data for this class of the enzymes.
The content of heterologous chitinase in the obtained enzyme preparations was 47% of total protein content in the
cultural fluid. Enzyme preparations produced by the recombinant P. verruculosum XT403 strain and containing het�
erologous chitinase were able to degrade the mycelium of micromycetes, including phytopathogenic ones, and were
very efficient in the bioconversion of microbiological industry waste.

Keywords: chitinase, chitin, chitosan, Penicillium verruculosum, phytopathogenic fungi, waste bioconversion
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