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Амилоиды – это белковые агрегаты с кросс�β�структурой. Интерес к изучению амилоидов, с одной сторо�
ны, связан с их ролью в развитии ряда социально значимых нейродегенеративных заболеваний человека, а
с другой – с обнаружением функциональных амилоидов, образование которых является неотъемлемой
частью некоторых клеточных процессов. На сегодняшний день известно более сотни белков с амилоидны�
ми свойствами. Активные исследования структурной организации агрегатов выявляют самые разнообраз�
ные варианты конформации белков в их составе. В обзоре мы собрали примеры этого разнообразия, рас�
смотрев укладку белка в амилоидоподобных агрегатах. Существенная часть статьи посвящена характерным
особенностям структуры этих белковых комплексов, которые определяют необычные свойства амилоидов,
в том числе их взаимодействие с амилоид�специфическими красителями и стабильность. В обзоре также
описаны многочисленные примеры разнообразия амилоидных агрегатов и его значения для живых
организмов.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: кросс�β�структура, амилоиды, амилоидоподобные агрегаты, полиморфизм амилоидов.
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СТРУКТУРА И ПОЛИМОРФИЗМ АМИЛОИДНЫХ
И АМИЛОИДОПОДОБНЫХ АГРЕГАТОВ

Обзор
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Ю.А. Барбитов1,2, Г.А. Журавлева1,3, С.А. Бондарев1,3*

ВВЕДЕНИЕ. КРОСС+ββ+СТРУКТУРА

Амилоиды – это белковые агрегаты с кросс�
β�структурой, которые могут обладать рядом не�
обычных свойств, таких как устойчивость к об�
работке детергентами, протеазами, а также взаи�
модействие с амилоид�специфическими краси�
телями [1–4]. Согласно рекомендациям номен�
клатуры ISA (International Society of
Amyloidosis) [1], именно наличие доказанной
кросс�β�структуры является наиболее убеди�
тельным параметром, который позволяет назы�
вать белковый агрегат амилоидом. Демонстра�
ция других перечисленных свойств позволяет

говорить только об амилоидоподобных агрега�
тах [1–4].

Амилоидные агрегаты имеют фибриллярную
морфологию, при этом отдельные фибриллы
могут включать несколько протофибрилл, кото�
рые закручены друг относительно друга [5].
В протофибриллах белковые молекулы собраны
в «стопки» и формируют так называемую кросс�
β�структуру. В её составе β�тяжи ориентированы
перпендикулярно оси протофибриллы и распо�
ложены на характерном расстоянии друг от дру�
га (рис. 1, a). Просвет между β�тяжами в составе
одного β�слоя (β�листа) составляет 4,7–4,8 Å,
при этом в протофибрилле присутствует мини�
мум два β�слоя, расстояние между которыми
порядка 10 Å (рис. 1, a). Такие повторяющиеся
элементы, расположенные на фиксированных
расстояниях друг от друга (4,7–4,8 и 10 Å), соз�
дают регулярную структуру. В экспериментах по
дифракции электронов или рентгеновских лу�
чей она обладает характерной картиной с двумя
меридиональными и двумя экваториальными

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : крио�ЭМ – метод криоэлек�
тронной микроскопии; Aβ – β�амилоид; LARKS – струк�
туры типа изогнутых β�листов, в составе которых преобла�
дают ароматические аминокислотные остатки (от англ.
low�complexity aromatic�rich kinked segments); PHF – пар�
ные спиральные филаменты; PrP – прионный белок; SF –
прямые филаменты; TTR – транстиретин.

* Адресат для корреспонденции.
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отражениями, которые соответствуют просве�
там между β�тяжами и β�листами [6].

Структурные особенности амилоидов также
определяют их способность взаимодействовать
с амилоид�специфическими красителями (на�
пример, тиофлавином Т и Конго красным), хо�
тя точные данные о локализации и организации
сайтов связывания этих красителей отсутству�
ют [6, 7]. Известно, что молекулы этих красите�
лей в комплексе с агрегатами ориентированы

вдоль оси фибрилл [8, 9]. Две основные гипоте�
зы сходятся на том, что красители встраивают�
ся в бороздки вдоль амилоидных фибрилл, но
отличаются с точки зрения расположения этих
сайтов связывания. Согласно наиболее попу�
лярной точке зрения, эти бороздки образованы
боковыми группами аминокислот (рис. 1, б, мо�
дель 1) [8]. Эта гипотеза согласуется с данными
о взаимодействии тиофлавина Т с химерным
белком PSAM (от англ. peptide self�assembly
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Рис. 1. Структурные основы амилоидных свойств. Расстояния между β�тяжами и β�листами в амилоидных агрегатах с
кросс�β�структурой и соответствующая схема дифракционной картины (а). Цветами здесь и далее обозначены разные мо�
лекулы белка, чередующиеся в составе фибриллы. Две модели взаимодействия амилоид�специфических красителей с
фибриллами на примере тиофлавина Т (б). Сайт связывания может располагаться в бороздке на стыке соседних β�листов
(модель 2) либо между боковыми цепями аминокислот в составе одного β�листа (модель 1). Схема расположения водо�
родных связей (жёлтые пунктирные линии) внутри межмолекулярных β�листов, обеспечивающих стабильность всей
структуры (в). Соседние β�листы на схеме антипараллельны друг другу с точки зрения ориентации водородных связей
между одинаковыми аминокислотами в пептидах, которые отмечены «*». Пунктирные стрелки обозначают условные на�
правления β�листов. Пример плотной упаковки аминокислотных остатков внутри амилоидной структуры, наличие таких
стерических застёжек между β�листами увеличивает стабильность всей структуры (г). PDB ID структур, использованных
при подготовке рисунка: 2BEG (а и б) и 2M5N (в и г). Оптимальное расположение молекулы тиофлавина Т было рассчи�
тано в программе AutoDock Vina [34]
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mimic), в структуре которого присутствует β�
лист, имитирующий внешнюю поверхность
амилоидной фибриллы [10]. Стоит отметить,
что в этой модели повторяющиеся β�тяжи в
составе β�листа антипараллельны друг другу,
что не характерно для большинства амилоид�
ных агрегатов с известной структурой (более
подробно это будет освещено далее). Согласно
другой гипотезе, аналогичные сайты для связы�
вания красителей могут быть расположены на
стыке двух β�листов (рис. 1, б, модель 2) (в част�
ности, такой способ взаимодействия был пред�
ложен для красителя Конго красный [11]). Мо�
лекулярный докинг (рис. 1, б, модель 2) свиде�
тельствует о том, что эта гипотеза применима и
для тиофлавина Т. Кроме этого, существует
предположение, что молекулы красителей мо�
гут взаимодействовать с амилоидными фибрил�
лами в местах латеральных контактов между
протофибриллами [12]. В совокупности суще�
ствующие экспериментальные данные не поз�
воляют сделать однозначных выводов в пользу
одной из перечисленных моделей. Для некото�
рых амилоидов было предположено наличие
разных сайтов связывания тиофлавина Т [13,
14]. Более того, агрегаты одного и того же белка
могут отличаться по способности связывать
этот краситель. Так, например, агрегаты
Sup35(1–61)�GFP, полученные in vitro с исполь�
зованием лизатов дрожжей с разными вариан�
тами приона [PSI+], отличаются по аффинности
к тиофлавину Т [15]. Тем не менее очевидно,
что именно особая структура амилоидных агре�
гатов даёт им возможность связывать такие кра�
сители вне зависимости от последовательности
конкретного белка. Однако существуют приме�
ры амилоидных фибрилл, не связывающих ти�
офлавин Т, например, агрегаты белка Sup35
Yarrowia lipolytica [16].

Несмотря на широкое использование ами�
лоид�связывающих красителей, вопрос об их
специфичности все ещё актуален. Например,
тиофлавин Т имеет сродство к фибриллярным
агрегатам PSMα3, которые не обладают кросс�
β�структурой [17]. Также флуоресценция этого
красителя возрастает при связывании с дву� и
однонитевой ДНК, а также РНК [18, 19]. В на�
стоящее время тиофлавин Т используется также
в качестве сенсора различных структур нуклеи�
новых кислот: G�триплексов и квадруплексов,
гуанидин�обогащённых участков и др. [20].
Конго красный называют «золотым стандар�
том» для детекции амилоидов [1–4, 21], однако
и для него есть примеры связывания с неамило�
идными белками [22–24].

Важным свойством структуры ряда амилои�
дов является её повышенная стабильность по

сравнению с мономерным белком или другими
видами агрегатов при различных воздействиях:
нагревании, обработке детергентами или проте�
азами. Высокая стабильность амилоидных агре�
гатов основана на двух особенностях. Во�пер�
вых, это большое количество межмолекулярных
водородных связей между пептидными цепя�
ми (рис. 1, в). Взаимодействия между остатками
полярных аминокислот, таких как аспарагин и
глутамин, дополнительно стабилизируют струк�
туру [5]. Во�вторых, соседние β�листы в составе
амилоидов тесно взаимодействуют друг с другом
по всей длине благодаря «стерическим застёж�
кам» (steric zipper) – плотно прилегающим друг к
другу поверхностям, образованным боковыми
радикалами аминокислот (рис. 1, г), которые за�
полняют всё пространство между белковыми це�
пями. В результате между β�листами практичес�
ки не остаётся «пустого» пространства и каких�
либо молекул, в том числе воды, поэтому внут�
реннюю сторону β�листов в кросс�β�структуре
иногда называют «сухой» [5, 25, 26]. Кроме это�
го, в стабилизации амилоидной структуры могут
играть роль ионные взаимодействия между ами�
нокислотными остатками с различными заряда�
ми, расположенными «внутри» фибриллы [5].

С другой стороны, описаны примеры термо�
лабильных агрегатов с кросс�β�структурой (на�
пример, FUS и hnRNPA1 человека). Они прин�
ципиально отличаются организацией стеричес�
кой застёжки. Такие агрегаты сформированы
неупорядоченными доменами с низким амино�
кислотным разнообразием (low complexity
domains, LC�домен), а ключевую роль в их обра�
тимой агрегации играют остатки тирозина [27].

Трёхмерная структура термолабильных агре�
гатов, формируемых отдельными пептида�
ми FUS, была независимо расшифрована в
2018 г. [28, 29]. В отличие от стерической застёж�
ки, пептиды FUS и hnRNPA1 формируют струк�
туры типа изогнутых β�листов, в составе кото�
рых преобладают ароматические аминокислот�
ные остатки. Такие изогнутые структуры полу�
чили название LARKS (от англ. low�complexity
aromatic�rich kinked segments). В фибриллах,
сформированных LARKS, взаимодействия меж�
ду листами в составе фибриллы происходят за
счёт полярных остатков серина и тирозина. В то
же время изгибы в таких структурах предотвра�
щают плотные взаимодействия между цепями
по всей длине, сокращая длину контактной по�
верхности между соседними белковыми цепя�
ми. Присутствие изгибов также позволяет иным
молекулам взаимодействовать с белковыми це�
пями в непосредственной близости от контакт�
ной поверхности, что нехарактерно для класси�
ческой структуры типа стерической застёжки.
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Пептиды FUS и hnRNPA1, соответствую�
щие LARKS, формируют амилоидные агрегаты
с характерной кросс�β�структурой, которые
растворяются при нагревании [29, 30]. В составе
одного из таких обратимых амилоидных коров,
FUS�RAC2, присутствует молекула воды, фор�
мирующая водородные связи с гидроксильными
группами остатков тирозина [29]. Наличие воды
непосредственно на контактной поверхности
подчёркивает значительное отличие структуры
фибрилл, сформированных LARKS, от класси�
ческой структуры амилоидной фибриллы, кон�
тактная поверхность которой является «сухой».

LARKS обнаружены в большом количестве
белков у различных организмов, причём их
представленность в протеомах варьирует
[28, 31]. В протеоме человека наибольшее коли�
чество LARKS в составе LC�доменов наблюда�
ется в белках, входящих в состав немембранных
органелл и способных к фазовым переходам
(например, белки стресс�гранул, телец Кахаля
и др.) [31]. Такие белки обычно содержат не�
сколько LARKS (9 – в случае hnRNPA2, 11 – в
случае FUS). За счёт большого количества таких
сегментов эти белки способны к мультивалент�
ным межмолекулярным взаимодействиям, кри�
тичным для формирования гидрогелей.

Стерические застёжки и LARKS являются
широко известными, но не единственными
структурными элементами амилоидных фиб�
рилл. Существует также концепция, согласно
которой большинство амилоидных агрегатов
состоит из мотивов β�тяж–поворот–β�тяж, наз�
ванных β�арками [32]. Пример стопки из β�арок

представлен на рис. 1, а. Подобные структурные
элементы также часто встречаются среди β�со�
леноидов [33].

ПОЛИМОРФИЗМ АМИЛОИДНЫХ
АГРЕГАТОВ

Разнообразие моделей структуры протофиб+
рилл. Существуют три основные модели, описы�
вающие различные варианты кросс�β�структу�
ры (рис. 2). Примеры белков, агрегаты которых
характеризуются различными типами структу�
ры, представлены в таблице. Отличия между ни�
ми касаются ориентации β�тяжей в β�листах:
они могут быть параллельными и антипарал�
лельными. Кроме этого, в отдельную группу вы�
деляют структуры β�соленоидов или β�спира�
лей: β�тяжи в них параллельны друг другу и
«закручены» вокруг оси фибриллы. Благодаря
этому могут образовываться не только меж�, но
и внутримолекулярные β�листы. В результате в
одном β�листе рядом друг с другом могут быть
расположены пептиды как из одной молекулы,
так и из разных. В случае параллельной и анти�
параллельной кросс�β�структуры все β�листы
межмолекулярные (рис. 2) [5, 35].

Отдельно хотелось бы отметить, что сущест�
вует целый ряд белков, которые формируют β�
соленоиды сами по себе, т.е. для этого не требу�
ется их агрегация [64]. Белок TSP бактериофа�
га P22 является одним из таких примеров [65].
Полноразмерный белок может формировать
тримеры, которые устойчивы к детергентам
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Рис. 2. Примеры моделей кросс�β�структуры амилоидов. Цветами выделены чередующиеся молекулы белка. Красной ли�
нией отмечена условная ось фибриллы. Идентификаторы структур, использованных при подготовке рисунка, в базе дан�
ных PDB ID: 2LNQ, 2BEG и 2KJ3
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[66], а его домен Bhx, который формирует β�со�
леноид, способен образовывать фибриллы, ок�
рашивающиеся Конго красным и демонстриру�
ющие яблочно�зелёное двулучепреломление
[67], что является характерным свойством ами�
лоидных агрегатов [3].

В литературе термин «антипараллельная
кросс�β�структура», к сожалению, используется
в разных значениях. Наиболее популярный ва�
риант описывает взаимную ориентацию β�тя�

жей в составе одного β�листа (рис. 2) [68]. Тем не
менее этот же термин можно встретить для обоз�
начения «направления» смежных β�слоёв, если
водородные связи в них ориентированы в про�
тивоположные стороны (рис. 1, в) [5].

Кроме трёх рассмотренных примеров струк�
турной организации амилоидов, существуют и
другие модели, которые скорее характерны для
амилоидоподобных агрегатов. Мы также рас�
сматриваем их, поскольку эти фибриллы обла�
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дают некоторыми общими с амилоидами свой�
ствами, хотя не являются ими с точки зрения
традиционного определения. В частности, су�
ществует гипотеза, что мономеры β2�микрогло�
булина «стыкуются» друг с другом в составе аг�
регата, сохраняя структуру, характерную для
мономеров и димеров этого белка (рис. 3). Рас�
шифровка этих структур показала, что при взаи�
модействии белки «обмениваются» фрагмента�
ми, т.е. участок одной молекулы встраивается в
структуру другой и наоборот. Такой механизм
взаимодействия не обязательно ограничивается
двумя молекулами и может лежать в основе
формирования более протяжённых фибрилл.
Любопытно, что такие агрегаты полноразмер�
ного белка демонстрируют дифракционную
картину, характерную для кросс�β�структуры.
Однако в данном случае высокая стабильность
таких полимеров обеспечивается не водород�
ными, а дисульфидными связями в участках
«обмена» доменами [69]. Отдельно стоит отме�
тить, что для β2�микроглобулина было убеди�
тельно продемонстрировано взаимодействие с
амилоид�специфическими красителями (тио�
флавином Т и Конго красным) [70]. Аналогич�
ная структура была предложена и для ряда дру�
гих белков [35], однако споры о её роли именно
в образовании амилоидных агрегатов продол�
жаются.

Для некоторых белковых агрегатов, облада�
ющих рядом амилоидных свойств, эксперимен�
тально показаны принципиально другие вари�
анты укладки белка, которые отличаются от
описанной выше кросс�β�структуры. В частнос�
ти, пептиды белка SOD1 формируют структуру,
которая получила название β�штопора. Она об�
разована антипараллельными β�тяжами, кото�
рые расположены под углом примерно 45° к оси
фибриллы (рис. 4, а). Несмотря на то что ато�
марная модель была получена на агрегатах ко�
роткого пептида, компьютерные симуляции по�
казали, что полноразмерный белок может фор�
мировать аналогичные агрегаты [61]. По другим
данным для агрегатов SOD1 показаны практи�
чески все амилоидные свойства: устойчивость к
протеазам, образование фибрилл, взаимодей�
ствие с тиофлавином Т [71–73].

Отдельно необходимо отметить кросс�α�
структуру. Такие агрегаты обогащены α�спира�
лями, которые ориентированы перпендикуляр�
но оси фибриллы. Эта структура была показана
для фибриллярных агрегатов PSMα3, которые
могут связывать тиофлавин Т (рис. 4, б) [17].
Другим примером агрегатов с кросс�α�структу�
рой стали фибриллы из пептидов аполипопро�
теина А�I [74], хотя для других фрагментов это�
го белка была показана традиционная кросс�β�
структура [75]. Белок MAVS образует агрегаты с
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Рис. 3. Модель фибрилл β2�микроглобулина. Цветами выделены чередующиеся молекулы белка. Идентификаторы струк�
тур, использованных при подготовке рисунка, в базе PDB ID: 1LDS, 3LOW и 3LOZ
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амилоидными свойствами и большим количест�
вом α�спиралей, но в этом случае такие фибрил�
лы состоят из состыкованных глобулярных мо�
лекул (рис. 4, в). Формирование филамен�
тов MAVS основано на совместном взаимодей�
ствии четырёх поверхностей каждой субъедини�
цы. В результате образуется компактная и плот�
ная упаковка доменов CARD в филаменты. Ве�
роятно, благодаря сильным электростатическим
взаимодействиям такие агрегаты обладают ус�
тойчивостью к детергентам [76, 77].

В этом подразделе мы представили разные
модели, описывающие укладку белка в составе
амилоидных и амилоидоподобных протофиб�
рилл, и в заключение хотим также отметить, что
внутри каждой из этих моделей может сущест�
вовать множество разных вариантов даже для
одного белка [5, 78].

Полиморфизм структуры фибрилл. Помимо
рассмотренного выше многообразия вариантов
организации кросс�β�структур амилоидные
фибриллы также характеризуются полиморфиз�
мом на молекулярном уровне. Во�первых, раз�
ные амилоидные структуры могут возникать в
результате таких изменений в первичной ами�
нокислотной последовательности, как точечные
мутации или делеции [78, 79]. Во�вторых, поли�
пептидные цепи с идентичной аминокислотной
последовательностью могут демонстрировать

разницу в укладке белка в составе протофила�
мента (полиморфизм протофиламентов), вклю�
чая различия в областях, образующих β�лист
(сегментный полиморфизм), структуру укладки
кора (полиморфизм упаковки) и наличие неко�
валентных кофакторов [78–80]. Сюда также
можно отнести гетероамилоиды, возникающие
в результате чередования мономеров с разной
последовательностью, например, фибриллы
RIP1/RIP3 [81]. В�третьих, к разнообразию ами�
лоидных агрегатов могут привести отличия в
составе фибрилл. Так, фибриллы могут вклю�
чать одинаковые или разные протофиламенты,
их количество также может варьировать. К тому
же фибриллы могут отличаться расположением
протофибрилл относительно друг друга (ультра�
структурный полиморфизм) [80]. Наконец,
структурный полиморфизм может возникать в
результате различий направления поворота, ша�
га спирали, позиции оси спирали и длины фиб�
риллы [79].

Впервые детально наличие полиморфизма
было продемонстрировано для фибрилл, выде�
ленных посмертно из мозга пациентов с бо�
лезнью Альцгеймера, которая была гистологи�
чески подтверждена наличием большого коли�
чества белковых бляшек в лобной и височной
коре [82]. Эти отложения преимущественно сос�
тояли из парных спиральных филаментов

БИОХИМИЯ  том  87  вып.  5  2022

593

Рис. 4. Модели белковых агрегатов SOD1 (a), PSMα3 (б) и MAVS (в), обладающих некоторыми амилоидными свойства�
ми. Красной линией отмечена условная ось фибриллы. Цветами выделены чередующиеся молекулы белка. Идентифика�
торы структур, использованных при подготовке рисунка, в базе данных PDB ID: 5IIW, 6GQC и 3J6C
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или PHF (от англ. paired helical filament). Их ши�
рина варьировала от 8 до 20 нм, а шаг спирали
составлял 80 нм. Другой тип агрегатов, обнару�
женный в отложениях, получил название пря�
мых филаментов или SF (от англ. straight fila�
ment). Их ширина составила около 15 нм и фак�
тически не отличалась для разных филаментов в
отличие от PHF. Описанные варианты имели
общие поверхностные эпитопы, в сечении фиб�
рилл в обоих случаях белок формировал сход�
ные С�образные структуры, относительное рас�
положение которых у PHF и SF различалось.
Также PHF и SF могли образовывать гибридные
филаменты, сочетающие обе морфологии. Та�
ким образом, было выдвинуто предположение,
что фибриллы PHF и SF отличаются расположе�
нием протофибрилл с одинаковой структурой.
Дальнейшие исследования показали, что PHF и
SF состоят из аномально гиперфосфорилиро�
ванного белка тау [83]. Впоследствии с исполь�
зованием метода криоэлектронной микроско�
пии (крио�ЭМ) были получены модели PHF и
SF с атомарным разрешением, которые под�
твердили высказанную гипотезу. В PHF два про�
тофиламента образуют идентичные структуры
со спиральной симметрией, а поверхность раз�
дела образована антипараллельной укладкой ос�
татков 332PGGGQ336. В SF два протофиламента
упаковываются асимметрично.

Структуры филаментов белка тау были также
определены с помощью крио�ЭМ в нескольких
последующих работах с использованием посмерт�
ных препаратов мозга людей с диагностирован�
ной болезнью Альцгеймера [84], болезнью Пи�
ка [85], хронической травматической энцефало�
патией [86] и кортикобазальной дегенераци�
ей [87]. Примечательно, что структуры фила�
ментов тау для этих заболеваний отличаются
между собой. Было также проведено крио�ЭМ�
исследование структуры филаментов двух ре�
комбинантных изоформ белка тау, полученных
in vitro, в присутствии гепарина. Оказалось, что
их структура отличается от агрегатов, выделен�
ных из мозга (в частности, уменьшенным разме�
ром складок), и для одной из изоформ представ�
ляет собой смесь из четырёх конформаций [88].
При этом показано, что амилоиды белка тау,
экстрагированные из тканей, более эффективно
индуцируют агрегацию мономерного белка по
сравнению с препаратами, полученными in vitro.
По всей видимости, за это отвечают конформа�
ционные различия между такими агрегата�
ми [89].

Структуры филаментов Aβ, выделенных
посмертно из мозга пациентов с болезнью Альц�
геймера, также отличаются от структур фила�
ментов, собранных in vitro из рекомбинантного

белка. Здесь стоит отметить, что филаменты Aβ,
выделенные из мозга, состояли из Aβ (1–40), в то
время как белки, полученные in vitro, состояли
из Aβ (1–42) [90, 91]. Подробно полиморфизм
фибрилл Aβ освещён в обзоре Lau et al. [92].

Среди амилоидных агрегатов человеческого
α�синуклеина в одних случаях наблюдают гомо�
генные закрученные фибриллы [93], а в дру�
гих – смесь скрученных и прямых фибрилл [94].
Фибриллы α�синуклеина из разных организмов
также могут отличаться между собой, что явля�
ется примером полиморфизма, вызванного пос�
ледовательностью белка. Например, спонтан�
ная агрегация in vitro α�синуклеина человека и
мыши приводит к образованию фибрилл с отли�
чающимися морфологическими и биохимичес�
кими характеристиками: α�синуклеин человека
формирует преимущественно закрученные фиб�
риллы, в то время как фибриллы белка мыши –
прямые [93]. Кроме этого, фибриллы мышиного
α�синуклеина более чувствительны к обработке
протеиназой К [93, 95]. Также морфология фиб�
рилл α�синуклеина человека зависит от амино�
кислотных замен. Как правило, белок с замена�
ми S87N, L100M и N122S формирует преимуще�
ственно скрученный тип фибрилл, с заме�
ной A53T – прямой тип фибрилл, а мутантные
варианты с заменами N103G, A107Y и D121G
образуют как скрученные фибриллы, так и пуч�
ки прямых фибрилл [93]. Варианты α�синукле�
ина дикого типа могут отличаться структурой
протофиламентов, их взаимным расположени�
ем и вариантом взаимодействия [79]. Например,
интерфейсы двух протофиламентов могут быть
образованы гидрофобными стерическими зас�
тёжками либо межмолекулярными солевыми
мостиками [96].

Фрагменты белка TDP�43 способны образо�
вывать различные агрегаты. Для сегмента SegA
(аминокислотные остатки 311–360) можно вы�
делить три типа фибриллярных структур, обоз�
начаемые SegA�sym, SegA�asym и SegA�slow. При
этом сегмент SegB (аминокислотные остат�
ки 286–331) образует иной тип фибрилл [97].
Все варианты агрегатов SegA312–346 имеют специ�
фическую укладку белка. Этот фрагмент в соста�
ве фибрилл образует вытянутую β�арку, напоми�
нающую кинжал (dagger�shape). Разнообразие
агрегатов сводится к отличиям в количестве
протофиламентов и в их симметрии. Фибриллы
SegA�sym содержат два одинаковых протофила�
мента, тогда как фибриллы SegA�asym содержат
два протофиламента с различными конформа�
циями. Фибриллы SegA�slow содержат четыре
протофиламента: два протофиламента, включа�
ющие по 50 остатков, окружённые двумя други�
ми протофиламентами из 10 остатков в составе
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фибриллярной структуры. SegB (с заменой
A315E) образует протофибриллы с одинаковой
R�образной укладкой белка в поперечном сече�
нии, а каждая фибрилла состоит из четырёх про�
тофиламентов [97].

При получении фибрилл β2�микроглобули�
на in vitro в одном образце могут образовываться
амилоидные агрегаты с широким спектром мор�
фологий, характеризующихся разным количест�
вом протофиламентов, а также отличающихся
шагом спирали скрученной фибриллы [98, 99].
Наиболее часто встречающийся тип фибрилл
имеет явную скрученность и сформирован дву�
мя протофиламентами. Субъединицы в таких
фибриллах имеют упорядоченное L�образное
поперечное сечение [98, 99]. Детальный анализ
при помощи крио�ЭМ позволяет наблюдать
различные морфологии: более тонкие фибрил�
лы, состоящие из одного протофиламента, и бо�
лее толстые, сформированные четырьмя прото�
филаментами [99]. Кроме того, β2�микроглобу�
лин может образовывать фибриллы с разной
структурой в зависимости от эксперименталь�
ных условий. Например, при различных концен�
трациях 2,2,2�трифторэтанола формируются
амилоидные агрегаты со схожей «игольчатой»
морфологией, различающиеся по интервалу
между витками фибриллы, интенсивности флуо�
ресценции тиофлавина Т и спектрам флуорес�
ценции триптофана даже в одинаковых раство�
рителях, что указывает на формирование раз�
личных структур [100].

Инсулин способен формировать большой
спектр морфологически различных амилоидных
агрегатов. Его фибриллы могут состоять из пары
протофиламентов, закручивающихся друг вок�
руг друга, четырёх протофиламентов в компакт�
ной фибрилле, шести протофиламентов, закру�
ченных лент, а также плоских лент параллель�
ных протофиламентов [101]. При низких концен�
трациях инсулина отмечают образование более
мелких, отделённых друг от друга фибрилл, не�
жели при высоких концентрациях [102]. На об�
разование различных типов фибрилл инсулина
также могут влиять соли и температура инкуба�
ции [103].

Фрагменты белка PSMα3 могут формиро�
вать агрегаты, обогащённые β�листами, но от�
личающиеся от «традиционной» кросс�β�струк�
туры. Для них также показан полиморфизм
структуры фибрилл [104]. Один вариант прин�
ципиально отличается отсутствием сухой поверх�
ности между парами β�листов. Вместо этого гек�
самеры β�листов образуют цилиндрические ка�
налы, идущие вдоль агрегата. Второй вариант
состоит из β�листов «вне регистра». Это означа�
ет, что β�тяжи не перпендикулярны оси фиб�

риллы, а находятся под углом ~ 50° [104]. В обо�
их вариантах β�слои состоят из антипараллель�
ных тяжей. Полноразмерный белок, в свою оче�
редь, собирается в кросс�α�фибриллы. Мутанты
полноразмерного PSMα3 также способны обра�
зовывать различные кросс�α�фибриллы [62].

Морфологически отличные структуры были
отмечены для фибрилл амилина. Так, они могут
состоять из одного, двух, трёх или пяти прото�
филаментов [105]. Кроме того, отличаются мор�
фологии фибрилл полноразмерного белка и его
фрагментов [106]. Амилоидные агрегаты амили�
на, состоящие из двух протофиламентов, могут,
в свою очередь, отличаться их структурой и вза�
имным расположением [107]. К тому же к изме�
нению морфологических особенностей фиб�
рилл амилина может приводить наличие амино�
кислотных замен [108].

Необычные структуры могут образовывать
фрагменты транстиретина (TTR) in vitro. Фиб�
риллы TTR образованы переплетением двух
протофиламентов и могут быть представлены
тремя разными вариантами, а именно: дуплет�
ными, триплетными и квадруплетными. В попе�
речном сечении видно, что такие фибриллы вме�
щают пары из двух, трёх и четырёх взаимо�
связанных протофиламентов соответствен�
но [60]. Принципиально другая картина наблю�
дается для фибрилл, полученных из образцов
больных с транстиретиновым амилоидозом.
В этом случае фибрилла состоит из одного про�
тофиламента, который образован N�концевым и
С�концевым фрагментами транстиретина [109].

Среди фибрилл белка сывороточного амило�
ида А (SAA) наблюдаются различные варианты
структур как в образцах из тканей мыши, так и в
препаратах, полученных in vitro. В первом случае
фибриллы отличаются количеством протофила�
ментов (двух или трёх) в своём составе. Вырав�
нивание структур белков, входящих в состав
фибрилл с разной морфологией, показывает
лишь небольшие конформационные различия в
их укладке. В случае агрегатов in vitro фибриллы
могут состоять из двух или четырёх протофиб�
рилл. Фибриллы ex vivo и in vitro также отлича�
ются между собой укладкой белка в составе про�
тофиламентов и чувствительностью к протеоли�
зу [110].

Большинство описанных примеров относят�
ся к патологическим амилоидам. В связи с этим
может возникнуть вопрос, почему разнообразие
возможных амилоидных конформаций для од�
ного белка гораздо больше по сравнению с гло�
булярными вариантами укладки. В литературе
было выдвинуто предположение, что вариабель�
ность структур, наблюдаемая в амилоидных
фибриллах, возникает из�за отсутствия эволю�
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ционного давления, которому подвержены бел�
ки, конформация которых важна для выполне�
ния конкретных функций [97].

БИОЛОГИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ
СТРУКТУРНЫХ ВАРИАЦИЙ
АМИЛОИДНЫХ ФИБРИЛЛ

Наиболее ярким примером взаимосвязи
между структурой агрегатов и их биологической
ролью являются прионы, которые зачастую яв�
ляются инфекционными амилоидами. В случае
первого описанного приона, PrP, его варианты
приводят к развитию разных заболеваний, кото�
рые отличаются по зонам поражения головного
мозга, скорости развития, патологической кар�
тине, возможности передачи другим видам и т.д.
Важно отметить, что первичная структура бел�
ка PrP остаётся неизменной, а наблюдаемые
различия определяются трёхмерной структурой
агрегатов этого белка [111–114]. В то же время
небольшие вариации в последовательности,
связанные с аминокислотными заменами, а так�
же вариации в посттрансляционных модифика�
циях могут приводить к появлению новых
структурных вариантов [41, 115, 116].

Похожий феномен описан и для других ами�
лоидов, прионные свойства которых остаются
под вопросом. Например, разные по форме аг�
регаты α�синуклеина (олигомеры, фибриллы и
ленточные агрегаты) приводят к различной гис�
топатологической картине после инъекции в
мозг животных [117]. Показано, что в случае та�
ких синуклеинопатий, как болезнь Паркинсона,
множественная системная атрофия (МСА) и де�
менция с тельцами Леви, структуры филаментов
α�синуклеина из мозга больных людей различа�
ются [118–121].

Фибриллы и олигомеры Aβ (1–40) значи�
тельно различались по токсичности в нейро�
нальных культурах клеток. В частности, фиб�
риллы, полученные in vitro без перемешивания,
более токсичны, чем фибриллы, полученные
при перемешивании [122]. Несмотря на поли�
морфную природу агрегации Aβ (1–40), фиб�
риллярные структуры у конкретного пациента с
болезнью Альцгеймера однородны по всей коре
головного мозга и отличаются от таковых у дру�
гих пациентов [91, 123]. Для агрегированного
белка тау также описано существование различ�
ных конформаций, определяющих разнообра�
зие клинических проявлений многочисленных
подтипов таупатии [124].

Аналогичные примеры описаны и для прио�
нов дрожжей: [PSI+], [PIN+] и [URE3] [125].
В этих случаях агрегаты с различными варианта�

ми структуры приводят к разным по силе изме�
нениям клеточных процессов. Например, при�
он [PSI+] приводит к нонсенс�супрессии (рас�
познаванию преждевременных стоп�кодонов
как значащих), а его варианты отличаются эф�
фективностью этого процесса [126, 127]. Хотя
некоторые авторы выделяют множество вариан�
тов [PSI+] [128], детальный анализ показывает,
что основными являются два варианта, сильный
и слабый, в то время как другие варианты явля�
ются более редкими [129]. Показано, что NM�
домен Sup35, ответственный за образование
приона [PSI+], в случае сильных и слабых вари�
антов [PSI+] характеризуется различной кон�
формацией. При этом фибриллы, полученные
на основе лизатов штамма с сильным [PSI+], бо�
лее тонкие по сравнению с фибриллами из
штамма со слабым [PSI+] [130]. Тот факт, что
именно структура фибрилл определяет фенотип
приона, а не наоборот, был впервые наглядно
продемонстрирован с помощью метода белко�
вой трансформации дрожжей. Фибриллы
Sup35NM, полученные in vitro при различных
температурах и отличающиеся по структуре,
приводили к возникновению различных по силе
фенотипа вариантов приона in vivo [131]. Позд�
нее эти результаты получили независимое под�
тверждение [132, 133].

Значительной проблемой, обнаруженной в
последние годы, является существование струк�
турных различий между белками, полученными
in vitro (т.е. белками, наработанными в клетках
бактерий или синтезированными химически), и
белками, выделенными из тканей. Например, с
помощью крио�ЭМ и атомно�силовой микро�
скопии (АСМ) показано, что неинфекционные
рекомбинантные фибриллы PrP, выделенные из
клеток Escherichia coli, по своей структуре отли�
чаются от инфекционных фибрилл, выделен�
ных из мозга больных мышей [134]. Авторы объ�
ясняют эти различия гликозилированием PrP,
присутствующим в его нормальном клеточном
окружении и отсутствующим в клетках бакте�
рий. Похожий феномен описан для α�синуклеи�
на, при наработке которого в клетках бактерий
значительная часть рекомбинантного белка
(до 50%) может содержать замену Y136С. Мутант�
ный белок образуется за счёт ошибок трансля�
ции эукариотической мРНК в клетках бакте�
рий, и, в отличие от белка дикого типа, характе�
ризуется низкой способностью к агрегации и от�
сутствием амилоидных свойств [135]. Также по�
казано, что структуры филаментов α�синуклеи�
на из головного мозга больных МСА отличают�
ся от структур, образованных рекомбинантны�
ми белками, выделенными из бактерий; основ�
ные отличия заключаются в протяжённых
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складках протофиламентов, их асимметричной
упаковке и наличии небелковых молекул между
протофиламентами [121]. Аналогично, фибрил�
лы Aβ (1–40), изолированные из тканей голов�
ного мозга пациентов, умерших от болезни
Альцгеймера, по своей структуре отличались от
тех, которые были охарактеризованы в случае
химически синтезированного пептида Aβ (1–40)
[91]. Авторы объясняют эти различия тем, что
использованные условия образования фибрилл
in vitro не совсем соответствуют условиям обра�
зования фибрилл in vivo. Для приона дрож�
жей [PSI+] также получены сходные результаты,
согласно которым данные, полученные с ис�
пользованием фибрилл Sup35, спонтанно обра�
зующихся in vitro, могут значительно отличаться
от данных, полученных с вариантами прио�
на [PSI+] in vivo [129].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Амилоиды являются уникальными белковы�
ми комплексами с кросс�β�структурой и рядом
необычных свойств. В рамках этой статьи мы
рассмотрели возможные модели связывания тио�
флавина Т и Конго красного с амилоидными
комплексами, а также то, что подобное взаимо�
действие не всегда является специфическим.
Необычная структура амилоидов объясняет по�

вышенную стабильность агрегатов по сравне�
нию с мономерным белком при различных воз�
действиях. Однако существуют примеры и тер�
молабильных амилоидов с кросс�β�структурой,
таких как FUS и hnRNPA1. Амилоиды и амило�
идоподобные агрегаты характеризуются различ�
ными конформациями белков в составе прото�
филаментов, такими как параллельные и анти�
параллельные β�листы, β�соленоиды, а также
другими, более редкими вариантами. Помимо
многообразия вариантов кросс�β�структуры,
амилоидные комплексы также характеризуются
полиморфизмом на различных уровнях органи�
зации фибрилл. Дальнейшее изучение структу�
ры амилоидов, а также систематизация данных
об их разнообразии может помочь связать вари�
анты их укладки с молекулярными механизма�
ми развития патологий при амилоидозах.
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STRUCTURE AND POLYMORPHISM OF AMYLOID
AND AMYLOID+LIKE AGGREGATES

Review

A. B. Matiiv1, N. P. Trubitsina1, A. G. Matveenko1,
Y. A. Barbitoff1,2, G. A. Zhouravleva1,3, and S. A. Bondarev1,3*
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Amyloids are protein aggregates with a cross�β structure. Interest in the study of amyloids, on the one hand, is asso�
ciated with their role in the development of a number of socially significant neurodegenerative diseases in humans,
and on the other hand, with the discovery of functional amyloids, the formation of which is an integral part of some
cellular processes. To date, more than a hundred proteins with amyloid or amyloid�like properties are known. Active
studies of the structural organization of aggregates reveal a wide variety of protein conformations in their composition.
In the review, we collected examples of this diversity, also considering protein conformation in amyloid�like aggre�
gates. An important part of the article is devoted to the characteristic features of the structure of these protein com�
plexes, which determine the unusual properties of amyloids, including their interaction with amyloid�specific dyes
and stability. The review also describes numerous examples of the diversity of amyloid aggregates and its significance
for living organisms.

Keywords: cross�β structure, amyloids, amyloid�like aggregates, amyloid polymorphis
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Появление структур бактериальных, архейных и эукариотических рибосом, полученных методами крис�
таллографии и криоэлектронной микроскопии, послужило толчком к исследованию внутриклеточных ре�
гуляторных белков, влияющих на различные этапы трансляции. Среди них присутствуют факторы гибер�
нации рибосом, которые стали активно изучаться в последнее десятилетие. Они участвуют в регуляции
процесса биосинтеза белка в стрессовых для организма условиях. Основные задачи гибернационных фак�
торов – снизить энергетические затраты на биосинтез белка и сохранить от деградации имеющиеся функ�
циональные рибосомы, тем самым увеличив выживаемость клеток в неблагоприятных условиях. Несмот�
ря на широкий интерес к данной теме, опубликовано всего несколько работ, посвящённых исследованию
фактора RsfS (Ribosome silencing factor S). Согласно результатам этих работ, фактор RsfS принято относить
к группе факторов гибернации. Однако последняя работа в области структурных исследований созревания
50S�субъединицы рибосомы демонстрирует наличие у RsfS признаков, присущих факторам биогенеза,
например, ассоциированность с незрелой рибосомной субъединицей, как и у его митохондриального ор�
толога MALSU1. В данном обзоре мы обобщили имеющуюся информацию по фактору RsfS, его функци�
ям и структурным особенностям, а также провели сравнительный анализ фактора с митохондриальным
ортологом MALSU1, для того чтобы попытаться ответить на возникающий вопрос: «RsfS – фактор гибер�
нации или фактор биогенеза рибосомы?» Данный обзор может послужить толчком для исследования мо�
лекулярных механизмов, в которых задействован фактор RsfS и которые на сегодняшний день остаются
полностью неизвестными.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: рибосома, фактор биогенеза рибосомы, фактор гибернации, RsfS.

DOI: 10.31857/S0320972522050025, EDN: ASSKBQ

RsfS – ФАКТОР ГИБЕРНАЦИИ
ИЛИ ФАКТОР БИОГЕНЕЗА РИБОСОМЫ?

Обзор

© 2022 Б.Ф. Фатхуллин1,2*, А.Г. Габдулхаков1, М.М. Юсупов2,3

ВВЕДЕНИЕ

Рибосома – рибонуклеопротеидный комп�
лекс, отвечающий во всех живых организмах за
синтез белков и трансляцию генетического ко�
да. У бактерий рибосома (70S) состоит из боль�
шой и малой субъединиц. Малая 30S�субъеди�
ница, содержащая 16S рибосомную РНК

(рРНК) и около 20 рибосомных белков, связы�
вает мРНК и обеспечивает опосредованное ко�
дон�антикодоновое взаимодействие. Большая
50S�субъединица, состоящая из 23S� и 5S�рРНК
и более 30 рибосомных белков, содержит ката�
литический сайт пептидилтрансферазы [1].
Трансляция – это четырёхэтапный процесс,
состоящий из стадий инициации, роста поли�
пептидной цепи, терминации и рециклинга ри�
босом. Каждый из этих этапов катализируется
соответствующими трансляционными фактора�
ми: инициации, элонгации, терминации и ре�
циклинга [2]. Одним из способов регуляции
экспрессии генов является биогенез самого
трансляционного аппарата [3]. Биогенез рибо�
сомы – сложный многоступенчатый процесс,
включающий в себя синтез и созревание рРНК,
синтез, модификацию и фолдинг рибосомных

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : крио�ЭМ – криоэлектрон�
ная микроскопия; GTPBP – ГТФ�связывающий белок
(GTP Binding Protein); HPF – фактор гибернации рибосо�
мы (Hibernation Promoting Factor); MALSU1 – фактор ми�
тохондриальной сборки большой субъединицы рибосо�
мы 1 (Mitochondrial Assembly of ribosomal Large Subunit 1);
mt�ACP – митохондриальный белок�носитель ацильного
остатка (mitochondrial Acyl Carrier Protein); RsfS – фактор
сайленсинга рибосомы S (Ribosome silencing factor S).

* Адресат для корреспонденции.

2*
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белков и последовательную сборку рибосомных
субъединиц [4]. Данный процесс жёстко конт�
ролируется широким спектром факторов биоге�
неза, среди которых транскрипционные факто�
ры, эндорибонуклеазы, рРНК�хеликазы, моле�
кулярные шапероны, ферменты, модифициру�
ющие рРНК и белок, и факторы сборки рибо�
сом [5]. Биогенез рибосом, а, следовательно, и
количество готовых для трансляции рибосом�
ных субъединиц напрямую зависит от стрессо�
вых условий, клеточного цикла и от доступнос�
ти для клетки питательных веществ [6, 7]. Клет�
ки бактерий могут длительное время находиться
в стационарной фазе роста, повышая свою ус�
тойчивость к воздействию со стороны окружаю�
щей среды [8]. Так как биосинтез белка является
одним из самых энергозатратных процессов в
бактериальной клетке (в Escherichia coli на это
расходуется до 40% всего энергооборота), то
функционирование аппарата трансляции долж�
но строго регулироваться [3]. Контроль обеспе�
чивается механизмами гибернации рибосом,
которые запускаются индуцированными стрес�
сом белками (стресс�факторами) – гибернаци�
онными факторами (рис. 1). Набор этих факто�
ров в разных штаммах и видах различен [8–11].
К факторам гибернации относят HPF
(Hibernation Promoting Factor), фактор, модули�
рующий рибосому (RMF, Ribosome Modulation
Factor), фактор, ассоциированный с рибосомой
ингибитор А (RaiA, Ribosome�associated
inhibitor A) и энергозависимый регулятор транс�
ляции А (EttA, Energy�dependent translational
throttle A) [12]. В отличие от факторов биогене�
за, ассоциированных с незрелыми рибосомами
на этапе биогенеза, факторы гибернации наце�
лены на контроль уровня трансляции путём
блокирования зрелых, готовых к трансляции,
рибосом в неактивном состоянии. Именно к
факторам гибернации принято относить и фак�
тор сайленсинга рибосомы S (RsfS, ribosome
silencing factor S) – однодоменный белок с моле�
кулярной массой 13–15 кДа, ранее известный
как YbeB [13–15]. На сегодняшний день в лите�
ратуре имеется всего несколько работ, посвя�
щённых фактору RsfS, наиболее значимыми ре�
зультатами которых являются определение вли�
яния делеции гена rsfs на рост культуры клеток
E. coli, определение структуры гомодимера RsfS
из Mycobacterium tuberculosis, структуры гетеро�
димера uL14 c RsfS и комплекса RsfS с 50S�субъ�
единицей рибосомы из Staphylococcus aureus. Эти
работы были выполнены в рамках концепции
фактор RsfS – стресс�фактор, что согласовыва�
лось с получаемыми результатами. Однако по�
следняя работа, посвящённая исследованию
созревания 50S�субъединицы рибосомы из

E. coli, продемонстрировала возможность учас�
тия фактора RsfS, как фактора биогенеза рибо�
сомы, что не соответствует концепции гиберна�
ционного фактора. Данный факт дополнительно
подтверждается наличием структурных и функ�
циональных аналогий между RsfS и фактором
биогенеза митохондриальной рибосомы MALSU1
(Mitochondrial Assembly of ribosomal Large
Subunit 1 или фактор митохондриальной сборки
большой субъединицы рибосомы 1).

В данном обзоре мы попытались разобраться
в возникшем противоречии классификации
фактора RsfS, а также привлечь внимание науч�
ного сообщества к «белым пятнам» в молеку�
лярных механизмах, в которых задействован
фактор RsfS. В частности, на сегодняшний день
не известно: за счёт каких механизмов происхо�
дит активация/инактивация внутриклеточного
синтеза фактора RsfS; как регулируется его ко�
личество в цитоплазме и задействованы ли в
этом алармоны [16], характерные регуляторы
для стресс�факторов; каков механизм диссоциа�
ции RsfS от 50S�субъединицы рибосомы и име�
ется ли белок�регулятор этого процесса? Мы
считаем, что собранная в этом обзоре информа�
ция может послужить базисом для новых иссле�
дований в этом направлении.

ЛОКАЛИЗАЦИЯ И ПОИСК
ПАРТНЕРОВ ФАКТОРА RsfS

Фактор RsfS, а точнее являющийся им гипо�
тетический белок YbeB, был выделен из пула не�
охарактеризованных консервативных белков
как один из приоритетных консервативных бел�
ков [14], ген которого (или его ортолога) был об�
наружен как минимум в 2928 видах, включая
большинство бактерий [17], растений (ортолог
Iojap [13]) и человека (ортолог C7orf30 [18]). При
этом выравнивание аминокислотных последо�
вательностей RsfS даёт достаточно низкий про�
цент идентичности, не превышающий 40%, в
зависимости от организма [19]. Соседствующее
расположение гена ybeB с геном nadD мононук�
леотид аденилилтрансферазы никотиновой кис�
лоты в геноме большинства бактерий позволило
предположить участие данного белка в метабо�
лизме NAD. Также сообщалось, что наличие или
отсутствие продукта гена ybeB в E. coli не приво�
дит к значительному изменению фенотипа кле�
ток [20]. Первым этапом в определении функ�
ционального значения фактора RsfS (YbeB) в
бактериальных клетках стала работа по обнару�
жению места его посадки [21]. Эксперименты
по изотопному мечению белков и анализу про�
филей центрифугирования рибосом в градиен�
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тах сахарозы продемонстрировали связанность
фактора RsfS с большой 50S�субъединицей ри�
босомы, при этом комплексов RsfS с малой 30S�
субъединицей, 70S�рибосомами и с полисомами
не наблюдалось.

Следующим шагом стало исследование бе�
лок�белковых взаимодействий между RsfS и
различными мишенями. В результате исследо�

ваний сети белок�белковых взаимодействий в
Treponema pallidum методом двугибридного ана�
лиза обнаружены взаимодействия ортолога фак�
тора RsfS (TP0738) с белками GatC, bL9, InfA,
uL29, bL31, Thil, Def, bL32 и RimM (табли�
ца) [22]. Из полученных данных следовало, что
RsfS может участвовать в процессе трансляции.
Применение методов LC�MS и MALDI�TOF
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Рис. 1. Регуляция трансляции гибернационными факторами в γ�протеобактериях и других бактериях. При переходе в ста�
ционарную фазу или в условиях стресса наблюдается снижение уровня трансляции в γ�протеобактериях за счёт: образо�
вания 100S�димеров рибосом при участии фактора, модулирующего рибосому (RMF), и короткого фактора гибернации
рибосомы (shHPF) (а); увеличения количества неактивных 70S�мономеров в комплексе с ассоциированным с рибосомой
ингибитором А (RaiA) (б); остановки рибосом, прошедших этап инициации энергозависимым регулятором трансляции А
(фактором EttA) (в) и предотвращения ассоциации 30S� и 50S�субъединиц фактором сайленсинга рибосомы S (RsfS) (г).
В остальных бактериях снижение уровня трансляции в условиях стресса и стационарной фазы роста опосредовано через
увеличение количества 100S�димеров рибосом, индуцированных длинным фактором гибернации рибосомы (lHPF) (д), а
также через работу факторов EttA (в) и RsfS (г)
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для анализа белок�белковых взаимодействий в
E. coli выявило ряд белков, контактирующих с
фактором RsfS (YbeB) [23]. Среди них присут�
ствовало четыре рибосомных белка большой
50S�субъединицы рибосомы: uL4, bL7/L12,
uL14 и bL19 (таблица). Двугибридный анализ со
всеми потенциальными партнёрами факто�
ра RsfS, обнаруженными в T. pallidum [22] и
E. coli [23], продемонстрировал наиболее силь�
ное взаимодействие между RsfS и рибосомным
белком uL14 как в T. pallidum, так и в E. coli [17].
Это взаимодействие оказалось консервативным
и в протестированных клетках грамположитель�
ной бактерии Streptococcus pneumoniae, циано�
бактерии Synechocystis PCC 6803, Zea mays (орто�
лог Iojap и хлоропластный uL14) и Homo sapiens
(ортолог C7orf30 и митохондриальный uL14).
Таким образом, uL14 идентифицирован как ос�
новной специфический партнёр для связывания
RsfS на большой субъединице рибосомы. Остав�
шиеся партнёры RsfS, с которыми фактор взаи�
модействует слабее, чем с uL14, оказались забы�
ты. Мы считаем, что именно среди этих партнё�
ров может находиться «ключ» к пониманию по�
ка неизвестных этапов функционирования RsfS,

например, его диссоциация и высвобождение
50S�субъединицы рибосомы. Обнаруженные
молекулярные взаимодействия также могут сви�
детельствовать о наличии неизвестных нам мо�
лекулярных механизмов, в которых может быть
задействован фактор RsfS.

МОДЕЛИ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ RsfS
С 50S�СУБЪЕДИНИЦЕЙ РИБОСОМЫ

Теоретическая модель взаимодействия фак�
тора RsfS с 50S�субъединицей рибосомы была
предложена Hauser et al. [17] на основе молеку�
лярного докинга и биохимических эксперимен�
тов. Для молекулярного докинга модель факто�
ра RsfS E. coli была сгенерирована на основе го�
мологичных структур (PDB: 2ID1, 2O5A), мо�
дель рибосомного белка uL14 использовалась из
кристаллической структуры 70S�рибосомы
E. coli (PDB: 2AWB). Критерием отбора финаль�
ной модели являлось отсутствие стерических
препятствий между фактором RsfS и компонен�
тами 50S�субъединицы рибосомы при наложе�
нии сгенерированной модели гетеродимера
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Белок

ThiI

InfA

bL32

RimM

Def

uL29

bL9

GatC

bL31

DhaK

YehL

YehQ

bL19

Cca

uL4

YihU

bL7/L12

uL14

Белки, взаимодействие которых с RsfS протестировано методом двугибридного анализа

Источник

[22]

[23]

Описание (UniProt)

вероятная тРНК серотрансфераза ThiI

трансляционный инициаторный фактор IF�1

рибосомный белок bL32 50S�субъединицы

фактор созревания RimM

пептид деформилаза Def

рибосомный белок uL29 50S�субъединицы

рибосомный белок bL9 50S�субъединицы

С�субъединица глутамил�тРНК (Gln) амидотрансферазы

рибосомный белок bL31 50S�субъединицы

дигидроацетон киназа

АТФаза семейства MoxR

белок, содержащий домен SWIM (цинковый палец)

рибосомный белок bL19 50S�субъединицы

мультифункциональный ССА�белок

рибосомный белок uL4 50S�субъединицы

3′�сульфолактодегидроредуктаза

рибосомный белок bL7/L12 50S�субъединицы

рибосомный белок uL14 50S�субъединицы

Организм

Treponema pallidum

Escherichia coli

Примечание. Представлены данные из работы Hauser et al. [17]. Список партнёров из E. coli предложен на основе масс�
спектрометрического анализа комплексов с RsfS [23].
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Рис. 2. Модели взаимодействия RsfS и его митохондриального ортолога MALSU1 с рибосомным белком uL14 в составе
большой субъединицы рибосомы (серый). а – Теоретическая модель для Escherichia coli на основе биохимических экспе�
риментов [17]. Модели на основе данных криоэлектронной микроскопии: б – комплекс из Mycobacterium tuberculosis [15];
в – комплекс из Staphylococcus aureus [19]; г – комплекс из E. coli [24]; д – комплекс из Homo sapiens [25] и е – комплекс из
Trypanosoma brucei [26] с дополнительными белками L0R8F8 и митохондриальным белком�носителем ацильного остат�
ка (mt�ACP)
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RsfS*uL14 на структуры 70S�рибосомы E. coli
(PDB: 2AWB, 2AW7). Для подтверждения теоре�
тической модели комплекса RsfS с 50S�субъеди�
ницей рибосомы (рис. 2, а) в белке uL14 прово�
дились одиночные замены на аланин а.о., рас�
положенных в предполагаемой области контак�
та между RsfS и uL14 [17]. Далее методом дву�
гибридного анализа отслеживалось сохранение
гетеродимера RsfS и uL14. На основании полу�
ченных данных были идентифицированы а.о. в
uL14, формирующие область контакта этих двух
белков в E. coli: Lys114, Thr97, Arg98, Ser117, из
которых первые два оказались наиболее критич�
ными для сохранения комплекса, а замена
Ser117Ala эффекта не оказала. При этом Thr97 и
Arg98 участвуют в формировании межсубъеди�
ничного моста между 30S� и 50S�субъединица�
ми 70S�рибосомы E. coli. Согласно предложен�
ной теоретической модели взаимодействия RsfS
и uL14, при посадке фактора на 50S�субъедини�
цу блокируются Thr97 и Arg98 и возникают сте�
рические препятствия для ассоциации субъеди�
ниц до 70S�рибосомы, что согласовывалось с
биохимическими данными.

Первая кристаллическая структура изолиро�
ванного фактора RsfS – это структура мутант�
ной формы фактора с одиночной заменой
Tyr102Ala из M. tuberculosis [15]. Так как авторам
не удалось получить кристаллы полноразмерно�
го фактора дикого типа, был применён скри�
нинг мутантов RsfS с одиночными замена�
ми а.о., предположительно, находящихся на по�
верхности белка. Только один из девяти мутан�
тов – с заменой Tyr102Ala – сформировал крис�
таллы, отражавшие рентгеновские лучи с разре�
шением 2,1 Å. Согласно полученной структуре,
фактор RsfS – однодоменный белок, имеющий
укладку α1�β1�β2�α2�β3�β4�β5�α3, где пять β�
тяжей образуют β�лист. Спирали α1 и α2 распо�
лагаются с одной стороны β�листа, а спи�
раль α3 – на его краю с другой (взаимное распо�
ложение элементов вторичной структуры изоб�
ражено на рис. 2, б).

Первая структура комплекса 50S�субъедини�
цы рибосомы с фактором RsfS получена мето�
дом криоэлектронной микроскопией (крио�
ЭМ) с разрешением 9 Å для M. tuberculosis [15].
В области рядом с рибосомным белком uL14 ав�
торы обнаружили плотность, в которую вписали
мономер кристаллической структуры фактора
RsfS M. tuberculosis (рис. 2, б). Был сделан вывод,
что водородные связи и электростатические си�
лы, предположительно, являются превалирую�
щим взаимодействием между RsfS и uL14, так
как электростатический потенциал интерфей�
са RsfS, преимущественно, отрицательный, а
uL14 – положительный. Контакты между ними

формируются следующими элементами вторич�
ной структуры: со стороны uL14 – это две
C�концевые α�спирали (Arg104–Leu117); со сто�
роны RsfS – это β�листы (β1, Val26–Asp30; β2,
Cys40–Gly46; β3, Arg72–Gly75; β4, Trp81–Asp85;
β5, Ile89–His95), петля между β1� и β2�тяжа�
ми (Val31–Asp39) и C�концевая α3�спираль
(Phe101–Gly109). Сравнение полученной струк�
туры комплекса 50S*RsfS M. tuberculosis с пред�
ложенной Hauser et al. [17] теоретической мо�
делью 50S*RsfS E. coli выявило существенное от�
личие: поворот фактора RsfS на 172° по нормали
к плоскости интерфейсов. При этом взаимодей�
ствие RsfS с uL14 происходит через те же эле�
менты вторичной структуры: α3�спираль, β�
лист и петлю между β1� и β2�тяжами.
Li et al. [15] протестировали влияние четырнад�
цати одиночных замен а.о. на факторе RsfS,
формирующих интерфейс с uL14, на его способ�
ность ингибировать трансляцию. Только замена
Glu74Ala позволила получить растворимый пре�
парат белка, продемонстрировавший потерю
активности фактора на 64%, что, скорее всего,
связано со снижением аффинности RsfS к 50S�
субъединице рибосомы.

Структура комплекса 50S�субъединицы с
фактором RsfS из S. aureus с высоким разреше�
нием (3,2 Å) получена методом крио�ЭМ в ис�
следовании Khusainov et al. [19]. Модель взаимо�
действия в RsfS с uL14 (рис. 2, в) оказалась близ�
ка к модели из M. tuberculosis (рис. 2, б) и не сов�
падала с моделью для E. coli (рис. 2, а) [15, 17].
Кроме основного контакта в комплексе между
RsfS и uL14, высокое разрешение позволило
предположить наличие дополнительных потен�
циальных контактов между RsfS и 50S�субъеди�
ницей: с рибосомным белком bL19 и спиралью
H95 23S рРНК (рис. 3, а). В частности, могут
формироваться водородные связи между отри�
цательно заряженными а.о. Asp32 и Asp84 факто�
ра RsfS и положительно заряженными а.о. Arg39,
Arg41 и Gln43, находящимися в петле рибосом�
ного белка bL19. Контакты между отрицательно
заряженным сахарофосфатным остовом спира�
ли H95 23S рРНК и боковыми группами Gln49,
Arg53 и Lys56 фактора RsfS также могут участво�
вать в его стабилизации на 50S�субъединице [19].

Для определения комплексообразующих
взаимодействий между RsfS и uL14 S. aureus
Khusainov et al. [19] получили кристаллическую
структуру комплекса гетеродимера RsfS*uL14 с
разрешением 2,3 Å. Сравнение кристаллической
и крио�ЭМ�структур показало полную идентич�
ность третичных структур uL14, в то время как
RsfS в кристалле имел более компактную струк�
туру. Высокое разрешение кристаллической
структуры позволило определить сеть водород�
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ных связей и области гидрофобных взаимодей�
ствий в интерфейсе гетеродимера. При этом ос�
новные контакты между а.о. Arg97, Arg107,
Lys113 из uL14 и Glu70, Asp81, Tyr98 из RsfS яв�
ляются консервативными в бактериях [19]. Из
них только Arg97 и Lys113 обнаруживаются в
списке важных остатков (Arg98 и Lys114 соответ�
ственно) для формирования комплекса
RsfS*uL14 в E. coli [17]. В кристаллической
структуре гетеродимера они образуют по одной
водородной связи, что, возможно, опровергает
их критичную значимость для комплекса в
S. aureus. В ходе выделения и очистки RsfS
S. aureus Khusainov et al. [19] не наблюдали гомо�
димерную фракцию, как в случае с RsfS M. tuber*

culosis, что может говорить либо о различии в
механизмах действия, либо о необходимости
модифицировать теоретическую модель работы
фактора RsfS [15].

Последние данные в области исследования
бактериального фактора RsfS получены на ри�
босомах E. coli методом крио�ЭМ Nikolay et al.
[24]. Им удалось определить три структуры на�
тивных комплексов 50S�субъединиц на поздних
этапах созревания с факторами биогенеза. Так�
же были определены структуры комплексов зре�
лой 50S�субъединицы c фактором RsfS и ГТФа�
зой ObgE, являющейся бактериальным факто�
ром созревания. В структурах трёх промежуточ�
ных этапов биогенеза рибосомы обнаружены
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Рис. 3. Партнёры, взаимодействующие с RsfS и с его ортологом MALSU1, по данным крио�ЭМ: а – 50S�субъединица ри�
босомы S. aureus (PDB: 6SJ6); б – 50S�субъединица рибосомы E. coli (PDB: 7BL4); в и г – промежуточные состояния боль�
шой субъединицы миторибосомы H. sapiens (PDB: 7O9K, 7ODT)
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плотности для факторов RsfS и ObgE [24]. Об�
ласть связывания RsfS и его ориентация относи�
тельно 50S�субъединицы рибосомы (рис. 2, г)
совпадает с полученными ранее структурами,
что подтверждает консервативность данного ме�
ханизма в бактериях и опровергает теоретичес�
кую модель Hauser et al. [17] для E. coli (рис. 2, а).
Мы проанализировали интерфейс между 50S и
RsfS E. coli (PDB: 7BL4). В нём присутствуют
а.о., боковые группы которых могут формиро�
вать водородные связи между uL14 и RsfS
в E. coli – Arg98, Gln93, Lys114, Arg108 на поверх�
ности uL14 и Glu70, Asp81, Tyr98 – со сторо�
ны RsfS. При формировании комплекса Ile33,
Met37, Trp77, Val79, Met90 на RsfS и Met113,
Ile116, Leu118 – на uL14 становятся недоступ�
ными молекулам растворителя, формируя гид�
рофобное ядро. Список перечисленных амино�
кислот хорошо согласуются со списком амино�
кислот, формирующих интерфейс в гетеродиме�
ре uL14*RsfS из S. aureus [19], что позволяет ин�
терпретировать результаты Hauser et al. [17] по
влиянию мутаций на формирование комплек�
сов uL14*RsfS в E. coli. Мы считаем, что Arg98 и
Lys114 участвуют в формировании водородных
связей, поэтому их боковые группы важны для
стабилизации гетеродимера. Боковая группа
Ser117 находится в области гидрофобного ядра,
и её потеря не может оказать диссоциирующего
эффекта. Причины, по которым боковая группа
Thr97 является критичной для формирования
гетеродимера, не очевидны, так как данная ами�
нокислота находится на периферии интерфейса
и никаких связей не образует. Возможно, боко�
вая группа Thr97 участвует в правильном пози�
ционировании боковой группы Tyr98 RsfS, ко�
торая, в свою очередь, формирует водородную
связь и закрывает гидрофобное ядро в интер�
фейсе гетеродимера.

В структурах созревающих рибосом из
E. coli [24] также обнаруживаются контакты,
аналогичные структуре комплекса RsfS с рибо�
сомой из S. aureus [19]: между положительно за�
ряженными а.о. Lys36, Arg38 и Gln40 bL19 и от�
рицательно заряженными Ser32, Asp84 факто�
ра RsfS. В сторону отрицательно заряженного
сахарофосфатного остова спирали H95
23S рРНК направлены боковые группы Arg46,
Gln57 и Arg60 RsfS, вероятно, участвующие в
стабилизации фактора на 50S�субъединице
E. coli. Комплекс зрелой 50S�субъединицы E. coli
с RsfS и ObgE, полученный со средним разреше�
нием крио�ЭМ�карты в 2,4 Å (рис. 3, б), позво�
лил визуализировать взаимодействия между
факторами [24]. Использование нерасщепляе�
мого аналога ГТФ, GMPPNP, зафиксировало
ГТФазу ObgE в связанном состоянии. Обнару�

жено, что RsfS (Arg46, His47) совместно со спи�
ралью H95 23S рРНК (A2660–A2662) формиру�
ют аналог связывающего кармана для β�шпиль�
ки (Leu198–Val211) G�домена ObgE, при этом с
противоположной стороны G�домен фиксиру�
ется спиралями H43 и H44 23S рРНК.
Nikolay et al. [24] предполагают, что такое распо�
ложение может ограничивать подвижность G�
домена ObgE и тем самым запускать ГТФазную
активность.

Сравнивая результаты структурных исследо�
ваний фактора RsfS и его комплекса с 50S�субъ�
единицей рибосомы, мы обнаруживаем высо�
кую схожесть моделей комплексов RsfS как со
зрелыми 50S�субъединицами, так и с созреваю�
щими субъединицами. Площадь интерфейса
между RsfS и uL14 значительно превосходит
контакты RsfS с дополнительными партнёрами
bL19 и H95 23S рРНК в комплексе с 50S�субъ�
единицей рибосомы, что демонстрирует высокую
аффинность фактора не к субъединице, а имен�
но к рибосомному белку uL14, как к основному
партнёру. Следовательно, можно предположить,
что для связывания фактора RsfS на большой
субъединице рибосомы необходим только лишь
свободный интерфейс uL14. Это предположе�
ние подтверждается высокой аффинностью RsfS
только к рибосомному белку uL14 [17, 23], нали�
чием структуры гетеродимера RsfS с uL14 [19] и
совпадением моделей созревающей и зрелой
50S�субъединиц рибосомы [15, 19, 24]. Из полу�
ченных структурных данных комплексов мы
можем заключить, что добавление фактора RsfS
к 50S�субъединице рибосомы in vitro (к зрелой
или на любой стадии созревания) априори будет
образовывать комплекс при условии доступнос�
ти интерфейса рибосомного белка uL14. Имен�
но так проводились эксперименты [15, 19]. Воз�
можно, что таких комплексов не наблюдалось
бы, если бы в смеси присутствовал агент, кото�
рый либо запускает процесс диссоциации фак�
тора RsfS с 50S�субъединицы рибосомы, либо
препятствует связыванию фактора RsfS за счёт
его инактивации. Khusainov et al. [19] выдвинули
гипотезу, что для диссоциации фактора RsfS с
50S�субъединицы рибосомы необходим допол�
нительный ГТФазный фактор, по аналогии с
HfIX�механизмом высвобождения фактора ги�
бернации HPF, который мог бы запускать про�
цесс диссоциации через гидролиз ГТФ [27]. Сам
факт наличия крио�ЭМ�комплексов [15, 19] го�
ворит о том, что ни RsfS, ни субъединицы рибо�
сомы процесс диссоциации фактора не регули�
руют. В случае созревающих рибосом E. coli [24]
комплексы с RsfS были получены из лизатов
клеток, собранных на экспоненциальной фазе
роста клеточной культуры, что исключает нали�
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чие стресса, как в стационарной фазе роста [17].
В целом это позволяет трактовать функцию
фактора RsfS как фактора созревания большой
субъединицы рибосомы, но, безусловно, нужны
дополнительные функциональные тесты, кото�
рые однозначно бы продемонстрировали отли�
чия в созревании большой субъединицы рибо�
сомы в зависимости от наличия и отсутствия
фактора RsfS в клетках.

ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ АКТИВНОСТЬ
ФАКТОРА RsfS

Поскольку делеционные мутанты с нару�
шенным процессом биогенеза рибосом приво�
дят к холодочувствительным штаммам [28–30],
то в первых тестах по определению функций
фактора RsfS в бактериальных клетках E. coli
проводилась оценка влияния отсутствия факто�
ра RsfS на рост клеток. Эксперименты продемон�
стрировали, что делеция гена rsfs не приводит к
холодочувствительному фенотипу [21]. Экспе�
рименты по отслеживанию конкурентного рос�
та штаммов E. coli Δrsfs и дикого типа показали
низкую конкурентоспособность клеток с деле�
цией в богатой питательной среде и абсолютную
неконкурентоспособность при переносе клеток
в ходе их роста из богатой питательной среды в
бедную [17]. Если в первом случае соотношение
количества клеток дикого типа к клеткам деле�
ционного штамма достигало значения 9 : 1 за
35 поколений, то во втором случае – всего за
5 поколений. Перенос клеток с делецией из бо�
гатой питательной среды в бедную также приво�
дил к остановке их роста при достижении стацио�
нарной фазы на 14 часов с последующим возоб�
новлением скорости удвоения до уровня ско�
рости клеток дикого типа [22].

Эксперименты по экспрессии β�галактози�
дазы в клетках E. coli дикого типа и с делецией
гена Δrsfs выявили накопление продукта транс�
ляции в стационарной фазе роста в клетках с де�
лецией, в то время как в клетках дикого типа
уровень экспрессии значительно снижался [17].
Аналогичное снижение трансляции наблюда�
лось и в экспериментах in vitro с бесклеточной
системой трансляции. Фактор RsfS, связываясь
со свободной 50S�субъединицей рибосомы,
предотвращал ассоциацию 30S� и 50S�субъеди�
ниц и тем самым приводил к снижению уровня
трансляции в 5 раз по сравнению с контролем.
Стоит отметить, что такого эффекта не наблю�
далось при добавлении фактора к 70S�рибосо�
мам [17]. Полученные экспериментальные дан�
ные позволили сделать следующие выводы о
функциях RsfS: фактор препятствует ассоциа�

ции рибосомных субъединиц до 70S�рибосомы,
при этом не взаимодействует с транслирующи�
ми рибосомами (рис. 1, г). Отсутствие RsfS при�
водит к низкой адаптируемости клеток при пе�
реходе от богатой питательной среды к бедной и
к снижению их жизнеспособности в стационар�
ной фазе роста, что в итоге ведёт к гибели кле�
ток [17].

Работа Hauser et al. [17] – первая работа, пос�
вящённая исследованию бактериального факто�
ра RsfS. Именно из её результатов вытекает ги�
потеза о факторе RsfS как о стресс�факторе.
Смоделированные авторами условия голодания
(перенос клеток из богатой питательной среды в
бедную), как и стационарная фаза роста – это
условия стресса, в которых отсутствие факто�
ра RsfS приводило к снижению выживаемости
клеток. Отсюда следует важное заключение о
необходимости фактора RsfS в условиях стресса.
Отсутствие накопления продуктов трансляции
β�галактозидазы в стационарной фазе роста
клеток in vivo (стрессовые условия), что также
воспроизведено в экспериментах in vitro, являет�
ся яркой демонстрацией функции RsfS – оста�
новка трансляции ради выживания. Если рас�
сматривать фактор RsfS с точки зрения концеп�
ции фактора созревания, то это подразумевает
его активную вовлечённость в процесс биогене�
за рибосомы. В этом случае RsfS должен быть
важен на этапе активного роста и деления кле�
ток (экспоненциальная фаза роста культуры
клеток). Однако результат отсутствия факто�
ра RsfS в делеционных мутантах E. coli проявля�
ется только в стационарной фазе роста (стрессо�
вые условия), когда большинство рибосом уже
созрели и не нуждаются в факторах биогенеза.

В последней работе, посвящённой созрева�
нию 50S�субъединицы E. coli [24], обнаружено,
что как зрелые, так и незрелые 50S�субъедини�
цы способны связывать ГТФазу ObgE. Однако
только зрелые 50S�субъединицы стимулируют
ГТФазную активность G�домена ObgE, которая
увеличивается на 15% при добавлении RsfS [24].
Анализ ГТФазной активности с течением вре�
мени показал увеличение скорости гидролиза
при добавлении фактора RsfS на 45%. Таким об�
разом, одной из функций RsfS является стиму�
ляция 50S�опосредованной ГТФазной актив�
ности ObgE [24].

Работа Nikolay et al. [24] – последняя вышед�
шая работа, в которой исследовался бактериаль�
ный фактор RsfS, и первая работа, в которой бы�
ло сделано однозначное заключение, что фак�
тор RsfS обладает функциями фактора созрева�
ния 50S�субъединицы рибосомы. В пользу дан�
ного утверждения приводятся функциональные
тесты с обнаруженным стимулирующим эффек�
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том фактора RsfS ГТФазной активности G�до�
мена фактора биогенеза рибосомы ObgE.
Действительно, если бы фактор RsfS не участво�
вал в биогенезе рибосомы, то сложно объяснить
«случайно» возникший стимулирующий эффект
ГТФазной активности ObgE от связывания RsfS
на 50S�субъединице рибосомы.

MALSU1 – МИТОХОНДРИАЛЬНЫЙ
ОРТОЛОГ RsfS

Li et al. [15] выдвинули гипотезу, что RsfS мо�
жет иметь более широкий спектр функций в
клетках, помимо регуляции уровня трансляции.
Такие выводы были сделаны на основе обнару�
женных функций ортолога MALSU1 (ра�
нее C7orf30) человека. Данный белок участвует в
сборке и стабилизации большой субъединицы
митохондриальных рибосом [18, 31, 32]. В эука�
риотической рибосоме с uL14 связывается фак�
тор eIF6, который предотвращает преждевре�
менную ассоциацию большой и малой субъеди�
ниц, однако структурной схожести с RsfS не
имеет [33, 34].

В качестве подтверждения этой гипотезы
можно рассматривать структуры позднего этапа
созревания большой субъединицы митохондри�
альной рибосомы (миторибосомы) человека в
комплексе с ортологом RsfS – MALSU1 [25].
Комплексы получены методом крио�ЭМ со
средним разрешением 3 Å. В процессе интер�
претации карт крио�ЭМ обнаружено, что фак�
тор MALSU1 связан с белком uL14m большой
субъединицы (рис. 2, д). 3D�Модель MALSU1
для крио�ЭМ�структуры была построена на ос�
нове ортолога из M. tuberculosis. Сравнение
пространственных структур MALSU1 и RsfS
M. tuberculosis показало их схожесть
(rmsd = 1,9 Å), а контактирующая область согла�
совывалась с мутациями, которые приводили к
диссоциации комплекса в E. coli [17]. В комп�
лексе обнаружено взаимодействие MALSU1 с
bL19m и сарцин�рициновой петлёй (H95) мито�
хондриальной рРНК большой субъединицы,
что, возможно, помогает правильному сворачи�
ванию митохондриальной рРНК в ходе биогене�
за. Эти контакты аналогичны описанным выше
дополнительным контактам в комплексах RsfS с
большой 50S�субъединицей рибосомы S. aureus
и E coli [19].

В крио�ЭМ�карте комплекса в области посад�
ки MALSU1 также обнаружена плотность, кото�
рую интерпретировали как соответствующую
двум белкам. Первый белок – L0R8F8, непосред�
ственно взаимодействующий с MALSU1, вто�
рой – митохондриальный белок�носитель ациль�

ного остатка (mt�ACP, mitochondrial Acyl Carrier
Protein), соединяющийся с L0R8F8 (рис. 2, д).
В дальнейшем установлено, что L0R8F8 является
митохондриальным элонгационным фактором 1
(MIEF1) и участвует в регуляции трансляции ми�
тохондриальных рибосом [35]. Белок mt�ACP
также обнаружен в комплексах NADH, в сборке
железосерного кластера и в созревании как боль�
шой, так и малой субъединиц митохондриальных
рибосом Trypanosoma brucei [26, 36]. Предполо�
жительная функция тройного комплекса
MALSU1*L0R8F8*mt�ACP заключается в орга�
низации стерического препятствия для прежде�
временной ассоциации большой и малой мито�
хондриальных субъединиц рибосом. Одного фак�
тора MALSU1 для этого может быть недостаточ�
но из�за отсутствия спирали h14 в рРНК малой
субъединицы митохондриальной рибосомы,
столкновение с которой и препятствует ассоциа�
ции в случае бактериального RsfS. Brown et al.
[25] предполагают, что тройной комплекс
MALSU1*L0R8F8*mt�ACP эволюционировал
совместно с эволюцией митохондриальной рибо�
сомы для обеспечения стерического препятствия
со спиралями h5, h15 митохондриальной рРНК и
N�концом mS26 малой субъединицы рибосомы.
На финальном этапе созревания данный комп�
лекс должен покинуть большую субъединицу ри�
босомы для снятия стерических ограничений.

Комплекс из трёх факторов
MALSU1*L0R8F8*mt�ACP идентифицирован в
структуре промежуточного состояния созреваю�
щей миторибосомы для T. brucei (рис. 2, е). [26].
В двух полученных интермедиатах рибосом
комплекс присутствовал только на более позд�
нем этапе созревания, при этом характер его
взаимодействия с рибосомой аналогичен опи�
санному в работе Brown et al. [25], а именно: че�
рез контакт между MALSU1 и uL14m. Взаимное
расположение элементов вторичной структуры
в области контакта uL14 (uL14m) и RsfS
(MALSU1) сохраняется как в бактериях, так и в
митохондриях.

В работе, посвящённой исследованию си�
стемы контроля преждевременного прерывания
трансляции, запускающей процесс высвобож�
дения миторибосом H. sapiens, обнаружен тот
же комплекс MALSU1*L0R8F8*mt�ACP [37].
На основе полученных крио�ЭМ�структур
больших субъединиц миторибосом в комплек�
се с факторами высвобождения авторы выдви�
нули гипотезу о необходимости комплекса
MALSU1*L0R8F8*mt�ACP как препятствия
преждевременной ассоциации большой и малой
субъединиц во время высвобождения тРНК и
растущего полипептида. Это позволяет отнести
MALSU1 в составе комплекса к таким факто�
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рам, как eIF6, ABCE1 и eIF3, предотвращаю�
щим преждевременную ассоциацию рибосом�
ных субъединиц в ходе инициации трансляции,
рециклинга и биогенеза рибосомы.

Последние работы, посвящённые исследо�
ванию промежуточных состояний созревающих
миторибосом H. sapiens, продемонстрировали
наличие комплекса MALSU1*L0R8F8*mt�ACP
практически во всех полученных структурах ин�
термедиатов поздней стадии [38–41]. В одном из
интермедиатных состояний созревающей боль�
шой субъединицы миторибосомы обнаружено
формирование контактов между MALSU1
и mtEF�Tu, являющимся митохондриальным
аналогом бактериального элонгационного фак�
тора EF�Tu (рис. 3, в) [39]. Такой контакт, пред�
положительно, становится возможным благода�
ря связыванию ГТФазы, являющейся гомоло�
гом бактериального фактора ObgE, ГТФ�связы�
вающим белком (GTPBP5, GTP Binding
Protein 5) (другое название MTG2, Mitochondrial
Ribosome Associated GTPase 2). В остальных
структурах связывание тройственного комплек�
са (mtEF�Tu*GTP*аа�тРНК) на большой субъ�
единице миторибосомы затруднено из�за воз�
никающих стерических препятствий между ним
и комплексом MALSU1*L0R8F8*mt�ACP. Кро�
ме контакта с mtEF�Tu, MALSU1 также взаимо�
действует с GTPBP5 и GTPBP7 (MTG1) – ещё
одним фактором созревания, гомологом бакте�
риального RbgA [39] (рис. 3, в). Контакт между
GTPBP5 и MALSU1 присутствует и в других
структурах созревающих миторибосом
(рис. 3, г), однако GTPBP5, в отличие от ObgE,
функционирует независимо от ортолога RsfS –
MALSU1 [38, 41]. Ещё один митохондриальный
функционально консервативный гомолог бак�
териального ObgE – GTPBP10. Он присутство�
вал в первом из девяти промежуточных состоя�
ний биогенеза большой субъединицы митори�
босомы, практически все из которых содержали
комплекс MALSU1*L0R8F8*mt�ACP [40]. Авто�
ры не исключают, что фактор GTPBP10 может
сохраняться и в более поздних интермедиатах.
GTPBP10 в полученной структуре взаимодей�
ствовал с выступом L7/L12 и сарцин�рициновой
петлёй, что характерно для этого семейства бел�
ков как в прокариотах, так и эукариотах. Так как
GTPBP10 связывается в той же области, что и
GTPBP5, предполагается, что они являются взаи�
моисключающими, при этом GTPBP10 на опре�
делённом этапе созревания субъединицы поки�
дает своё положение, уступая место GTPBP5
[41]. Авторы серии работ, посвящённой ис�
следованию созревания миторибосомы H. sapi*
ens, сходятся во мнении, что комплекс
MALSU1*L0R8F8*mt�ACP присоединяется на

ранних этапах созревания большой субъедини�
цы и покидает её на заключительном этапе, ока�
зывая анти�ассоциативный эффект. ГТФазы
GTPBP5 и GTPBP10, сохранив структуру, гомо�
логичную бактериальному фактору ObgE, пред�
положительно, имеют другую функцию в про�
цессе сборки рибосомы, так как ассоциированы
с более ранними её этапами и не регулируются
ортологом RsfS.

Подводя итог обзору серии работ, посвящён�
ных исследованию созревания большой субъ�
единицы митохондриальной рибосомы, можно
отметить схожесть анти�ассоциативного меха�
низма рибосомных субъединиц, реализованного
через факторы RsfS и MALSU1. Они имеют схо�
жую третичную структуру, ассоциированы с ана�
логичными партнёрами на рибосоме (рибосом�
ные белки uL14, bL19/mtL19, спираль H95
рРНК), взаимодействуют с фактором созрева�
ния ObgE/GTPBP5 и формируют стерические
препятствия для ассоциации рибосомных субъ�
единиц. При этом имеются и существенные от�
личия между RsfS и MALSU1. MALSU1 оказыва�
ет анти�ассоциативной эффект только в комп�
лексе с L0R8F8 и mt�ACP, а RsfS – в одиночку.
MALSU1 взаимодействует с гомологами бакте�
риального фактора ObgE (GTPBP5 и GTPBP10)
и фактором GTPBP7 (нет аналога в бактериях),
но не регулирует их, в то время как RsfS стимули�
рует ГТФазную активность фактора ObgE.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Резюмируя проведённый анализ, мы сталки�
ваемся с противоречивыми данными. С одной
стороны, фактор RsfS – стресс�фактор, снижа�
ющий уровень трансляции в стационарной фазе
роста культуры клеток за счёт анти�ассоциатив�
ного эффекта рибосомных субъединиц. Отсут�
ствие фактора снижает выживаемость клеток в
условиях голодания, но при этом не даёт холо�
дочувствительный фенотип, как в случае с дру�
гими факторами созревания рибосом. С другой
стороны, RsfS – фактор созревания биогенеза
рибосомы, проявляющий анти�ассоциативный
эффект на этапе сборки 50S�субъединицы.
RsfS формирует комплексы с созревающими
50S�субъединицами рибосом, взаимодействует с
фактором созревания ObgE и стимулирует его
ГТФазную активность, имеет схожую структуру
и область связывания с митохондриальным
фактором созревания рибосомы MALSU1. Ис�
ходя из приведённых данных, можно предполо�
жить, что фактор RsfS является бифункциональ�
ным белком, который одновременно выполняет
функции и стресс�фактора, и фактора биогенеза

БИОХИМИЯ  том  87  вып.  5  2022

613



1. Korostelev, A., Ermolenko, D. N., and Noller, H. F. (2008)

Structural dynamics of the ribosome, Curr. Opin. Chem.

Biol., 12, 674�683, doi: 10.1016/j.cbpa.2008.08.037.

2. Melnikov, S., Ben�Shem, A., Garreau de Loubresse, N.,

Jenner, L., Yusupova, G., et al. (2012) One core, two shells:

Bacterial and eukaryotic ribosomes, Nat. Struct. Mol. Biol.,

19, 560�567, doi: 10.1038/nsmb.2313.

3. Wilson, D. N., and Nierhaus, K. H. (2007) The weird and

wonderful world of bacterial ribosome regulation, Crit. Rev.

Biochem. Mol. Biol., 42, 187�219, doi: 10.1080/

10409230701360843.

4. Maksimova, E. M., Korepanov, A. P., Kravchenko, O. V.,

Baymukhametov, T. N., Myasnikov, A. G., et al. (2021)

RbfA is involved in two important stages of 30S subunit

assembly: Formation of the central pseudoknot and dock�

ing of Helix 44 to the decoding center, Int. J. Mol. Sci., 22,

doi: 10.3390/ijms22116140.

5. Guo, Q., Goto, S., Chen, Y. L., Feng, B. Y., Xu, Y. J., et al.

(2013) Dissecting the in vivo assembly of the 30S ribosomal

subunit reveals the role of RimM and general features of

the assembly process, Nucleic Acids Res., 41, 2609�2620,

doi: 10.1093/nar/gks1256.

6. Klinge, S., and Woolford, J. L. (2019) Ribosome assembly

coming into focus, Nat. Rev. Mol. Cell Biol., 20, 116�131,

doi: 10.1038/s41580�018�0078�y.

7. Ronneau, S., and Hallez, R. (2019) Make and break the

alarmone: Regulation of (p)ppGpp synthetase/hydrolase

enzymes in bacteria, FEMS Microbiol. Rev., 43, 389�400,

doi: 10.1093/femsre/fuz009.

8. Ueta, M., Wada, C., and Wada, A. (2010) Formation of

100S ribosomes in Staphylococcus aureus by the hiberna�

tion promoting factor homolog SaHPF, Genes Cells, 15, 43�

58, doi: 10.1111/j.1365�2443.2009.01364.x.

9. Ueta, M., Wada, C., Daifuku, T., Sako, Y., Bessho, Y.,

et al. (2013) Conservation of two distinct types of 100S

ribosome in bacteria, Genes Cells, 18, 554�574,

doi: 10.1111/gtc.12057.

10. Ueta, M., Yoshida, H., Wada, C., Baba, T., Mori, H., et al.

(2005) Ribosome binding proteins YhbH and YfiA have

opposite functions during 100S formation in the stationary

phase of Escherichia coli, Genes Cells, 10, 1103�1112,

doi: 10.1111/j.1365�2443.2005.00903.x.

11. Ueta, M., Ohniwa, R. L., Yoshida, H., Maki, Y., Wada, C.,

et al. (2008) Role of HPF (hibernation promoting factor)

in translational activity in Escherichia coli, J. Biochem.,

143, 425�433, doi: 10.1093/jb/mvm243.

12. Prossliner, T., Winther, K. S., Sorensen, M. A., and

Gerdes, K. (2018) Ribosome hibernation, Annu. Rev.

Genet., 52, 321�348, doi: 10.1146/annurev�genet�120215�

035130.

13. Han, C. D., Coe, E. H., and Martienssen, R. A. (1992)

Molecular�cloning and characterization of iojap (Ij), a pat�

tern striping gene of maize, EMBO J., 11, 4037�4046,

doi: 10.1002/j.1460�2075.1992.tb05497.x.

14. Galperin, M. Y., and Koonin, E. V. (2004) “Conserved

hypothetical” proteins: Prioritization of targets for experi�

mental study, Nucleic Acids Res., 32, 5452�5463,

doi: 10.1093/nar/gkh885.

15. Li, X., Sun, Q., Jiang, C., Yang, K., Hung, L. W., et al.

(2015) Structure of ribosomal silencing factor bound to

Mycobacterium tuberculosis ribosome, Structure, 23, 1858�

1865, doi: 10.1016/j.str.2015.07.014.

16. Basu, A., Shields, K. E., Eickhoff, C. S., Hoft, D. F., and

Yap, M. N. (2018) Thermal and Nutritional regulation of

ribosome hibernation in Staphylococcus aureus,

J. Bacteriol., 200, doi: 10.1128/JB.00426�18.

ФАТХУЛЛИН и др.

рибосомы (к этому склоняется Nikolay et al.
[24]). В этом случае возникают следующие воп�
росы. Почему не наблюдается фенотипического
различия в штаммах с делецией Δrsfs? Действи�
тельно ли наличие фактора RsfS на этапе сборки
большой субъединицы рибосомы является кри�
тичным и к каким дефектам сборки 50S это при�
ведёт? Объективно говоря, заключение, что
фактор RsfS является фактором биогенеза рибо�
сомы, сделано по косвенным признакам, так
как напрямую не показано, как наличие или от�
сутствие фактора влияет на процесс сборки 50S�
субъединицы рибосомы. Также остаётся откры�
тым важнейший вопрос, касающийся регуляции
функций RsfS. Если фактор действительно яв�
ляется бифункциональным, тогда как он ассо�
циирует/диссоциирует с незрелыми и созрев�
шими рибосомами, и как происходит их распоз�
навание? Вне зависимости от того, является ли
RsfS фактором биогенеза или стресс�фактором,
остаётся актуальным вопрос регуляции его свя�
зывания с большой субъединицей рибосомы.

Мы считаем, что только детальное изучение
этих вопросов позволит выявить причины и ме�
ханизмы, включающие внутриклеточный син�
тез фактора RsfS и регулирующую его функцио�
нальную активность, а также поможет коррект�
но классифицировать RsfS к той или иной груп�
пе факторов, отнесение к которым пока остаёт�
ся на уровне гипотез.

Финансирование. Работа выполнена на сред�
ства, выделенные по государственному заданию
ФИЦ «Казанский научный центр РАН».

Конфликт интересов. Авторы заявляют об от�
сутствии конфликта интересов.

Соблюдение этических норм. Настоящая
статья не содержит описания каких�либо иссле�
дований с участием людей или животных в каче�
стве объектов.

Дополнительная информация. Рисунки под�
готовлены с использованием программы
Chimera [42].

БИОХИМИЯ  том  87  вып.  5  2022

614

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ



RsfS – ФАКТОР ГИБЕРНАЦИИ ИЛИ ФАКТОР БИОГЕНЕЗА РИБОСОМЫ?

БИОХИМИЯ  том  87  вып.  5  2022

615

17. Hauser, R., Pech, M., Kijek, J., Yamamoto, H., Titz, B.,

et al. (2012) RsfA (YbeB) proteins are conserved ribosomal

silencing factors, PLoS Genet., 8, e1002815,

doi: 10.1371/journal.pgen.1002815.

18. Rorbach, J., Gammage, P. A., and Minczuk, M. (2012)

C7orf30 is necessary for biogenesis of the large subunit of

the mitochondrial ribosome, Nucleic Acids Res., 40, 4097�

4109, doi: 10.1093/nar/gkr1282.

19. Khusainov, I., Fatkhullin, B., Pellegrino, S., Bikmullin, A.,

Liu, W. T., et al. (2020) Mechanism of ribosome shutdown

by RsfS in Staphylococcus aureus revealed by integrative

structural biology approach, Nat. Commun., 11, 1656,

doi: 10.1038/s41467�020�15517�0.

20. Bernhardt, T. G., and de Boer, P. A. (2004) Screening for

synthetic lethal mutants in Escherichia coli and identifica�

tion of EnvC (YibP) as a periplasmic septal ring factor with

murein hydrolase activity, Mol. Microbiol., 52, 1255�1269,

doi: 10.1111/j.1365�2958.2004.04063.x.

21. Jiang, M., Sullivan, S. M., Walker, A. K., Strahler, J. R.,

Andrews, P. C., et al. (2007) Identification of novel

Escherichia coli ribosome�associated proteins using isobar�

ic tags and multidimensional protein identification tech�

niques, J. Bacteriol., 189, 3434�3444, doi: 10.1128/

JB.00090�07.

22. Titz, B., Rajagopala, S. V., Goll, J., Hauser, R., McKevitt,

M. T., et al. (2008) The binary protein interactome of

Treponema pallidum – the syphilis spirochete, PLoS One,

3, e2292, doi: 10.1371/journal.pone.0002292.

23. Butland, G., Peregrin�Alvarez, J. M., Li, J., Yang, W.,

Yang, X., et al. (2005) Interaction network containing con�

served and essential protein complexes in Escherichia coli,

Nature, 433, 531�537, doi: 10.1038/nature03239.

24. Nikolay, R., Hilal, T., Schmidt, S., Qin, B., Schwefel, D.,

et al. (2021) Snapshots of native pre�50S ribosomes reveal

a biogenesis factor network and evolutionary specializa�

tion, Mol. Cell, 81, 1200�1215.e1209, doi: 10.1016/j.molcel.

2021.02.006.

25. Brown, A., Rathore, S., Kimanius, D., Aibara, S., Bai,

X. C., et al. (2017) Structures of the human mitochondrial

ribosome in native states of assembly, Nat. Struct. Mol.

Biol., 24, 866�869, doi: 10.1038/nsmb.3464.

26. Jaskolowski, M., Ramrath, D. J. F., Bieri, P.,

Niemann, M., Mattei, S., et al. (2020) Structural insights

into the mechanism of mitoribosomal large subunit bio�

genesis, Mol. Cell, 79, 629�644.e4, doi: 10.1016/

j.molcel.2020.06.030.

27. Basu, A., and Yap, M. N. (2017) Disassembly of the

Staphylococcus aureus hibernating 100S ribosome by an

evolutionarily conserved GTPase, Proc. Natl. Acad. Sci.

USA, 114, E8165�E8173, doi: 10.1073/pnas.1709588114.

28. Gutgsell, N. S., Deutscher, M. P., and Ofengand, J. (2005)

The pseudouridine synthase RluD is required for normal

ribosome assembly and function in Escherichia coli, RNA,

11, 1141�1152, doi: 10.1261/rna.2550105.

29. Charollais, J., Dreyfus, M., and Iost, I. (2004) CsdA, a

cold�shock RNA helicase from Escherichia coli, is involved

in the biogenesis of 50S ribosomal subunit, Nucleic Acids

Res., 32, 2751�2759, doi: 10.1093/nar/gkh603.

30. Phadtare, S., and Inouye, M. (2008) The cold shock

response, EcoSal Plus, 3, doi: 10.1128/ecosalplus.5.4.2.

31. Wanschers, B. F., Szklarczyk, R., Pajak, A., van den Brand,

M. A., Gloerich, J., et al. (2012) C7orf30 specifically asso�

ciates with the large subunit of the mitochondrial ribosome

and is involved in translation, Nucleic Acids Res., 40, 4040�

4051, doi: 10.1093/nar/gkr1271.

32. Fung, S., Nishimura, T., Sasarman, F., and Shoubridge,

E. A. (2013) The conserved interaction of C7orf30 with

MRPL14 promotes biogenesis of the mitochondrial

large ribosomal subunit and mitochondrial translation,

Mol. Biol. Cell, 24, 184�193, doi: 10.1091/mbc.E12�09�

0651.

33. Gartmann, M., Blau, M., Armache, J. P., Mielke, T.,

Topf, M., et al. (2010) Mechanism of eIF6�mediated inhi�

bition of ribosomal subunit joining, J. Biol. Chem., 285,

14848�14851, doi: 10.1074/jbc.C109.096057.

34. Klinge, S., Voigts�Hoffmann, F., Leibundgut, M.,

Arpagaus, S., and Ban, N. (2011) Crystal structure of the

eukaryotic 60S ribosomal subunit in complex with initia�

tion factor 6, Science, 334, 941�948, doi: 10.1126/

science.1211204.

35. Rathore, A., Chu, Q., Tan, D., Martinez, T. F.,

Donaldson, C. J., et al. (2018) MIEF1 microprotein regu�

lates mitochondrial translation, Biochemistry, 57, 5564�

5575, doi: 10.1021/acs.biochem.8b00726.

36. Saurer, M., Ramrath, D. J. F., Niemann, M., Calderaro,

S., Prange, C., et al. (2019) Mitoribosomal small subunit

biogenesis in trypanosomes involves an extensive assembly

machinery, Science, 365, 1144�1149, doi: 10.1126/

science.aaw5570.

37. Desai, N., Yang, H. T., Chandrasekaran, V., Kazi, R.,

Minczuk, M., et al. (2020) Elongational stalling activates

mitoribosome�associated quality control, Science, 370,

1105�1110, doi: 10.1126/science.abc7782.

38. Lenarcic, T., Jaskolowski, M., Leibundgut, M., Scaiola,

A., Schonhut, T., et al. (2021) Stepwise maturation of the

peptidyl transferase region of human mitoribosomes, Nat.

Commun., 12, 3671, doi: 10.1038/s41467�021�23811�8.

39. Cipullo, M., Gese, G. V., Khawaja, A., Hallberg, B. M.,

and Rorbach, J. (2021) Structural basis for late matura�

tion steps of the human mitoribosomal large subunit,

Nat. Commun., 12, 3673, doi: 10.1038/s41467�021�

23617�8.

40. Cheng, J., Berninghausen, O., and Beckmann, R. (2021)

A distinct assembly pathway of the human 39S late pre�

mitoribosome, Nat. Commun., 12, 4544,

doi: 10.1038/s41467�021�24818�x.

41. Hillen, H. S., Lavdovskaia, E., Nadler, F., Hanitsch, E.,

Linden, A., et al. (2021) Structural basis of GTPase�

mediated mitochondrial ribosome biogenesis and recy�

cling, Nat. Commun., 12, 3672, doi: 10.1038/s41467�021�

23702�y.

42. Pettersen, E. F., Goddard, T. D., Huang, C. C., Couch, G.

S., Greenblatt, D. M., et al. (2004) UCSF Chimera –

a visualization system for exploratory research and analy�

sis, J. Comput. Chem., 25, 1605�1612, doi: 10.1002/jcc.

20084.



ФАТХУЛЛИН и др.

БИОХИМИЯ  том  87  вып.  5  2022

616

IS RsfS A FACTOR OF HIBERNATION
OR A FACTOR OF RIBOSOME BIOGENESIS?

Review

B. F. Fatkhullin1,2*, A. G. Gabdulkhakov1, and M. M. Yusupov2,3

1 Institute of Protein Research, Russian Academy of Science, 142290 Pushchino,
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3 Laboratory of Structural Analyze of Biomacromolecules, Federal Research Center
“Kazan Scientific Center of Russian Academy of Sciences”, 420111 Kazan, Russia

The appearance of bacterial, archaeal, and eukaryotic ribosome structures, obtained by crystallography and cryogenic
electron microscopy, served as an impetus for the study of intracellular regulatory proteins that affect various stages of
translation. Among them are ribosome hibernation factors, which have been actively studied in the last decade. They
are involved in the regulation of protein biosynthesis under stressful conditions. The main tasks of hibernation factors
are to reduce the energy consumption for protein biosynthesis and to preserve existing functional ribosomes from
degradation, thereby increasing cell survival in unfavorable conditions. Although the wide interest to this topic, only
a few works have been published to the study of the RsfS factor (Ribosome silencing factor S). According to their
results, the RsfS factor is usually referred to the group of hibernation factors. However, a recent work in the field of
structural studies of the 50S ribosomal subunit maturation demonstrates that RsfS has features inherent to biogenesis
factors, for example, association with an immature ribosomal subunit, like its mitochondrial orthologue MALSU1. In
this review, we summarized available information about the RsfS factor, its functions and structural features, and also
carried out a comparative analysis of the factor with the mitochondrial ortholog MALSU1 in order to try to answer
the emerging question: “Is RsfS a hibernation factor or a ribosome biogenesis factor?” This review may serve as an
impetus for the study of molecular mechanisms in which the RsfS factor is involved, which, to date, remain com�
pletely unknown.

Keywords: ribosome, ribosome biogenesis factor, hibernation factor, RsfS
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Геномное редактирование позволяет целенаправленно вносить разнообразные изменения в геном, что по�
тенциально может быть использовано для лечения наследственных заболеваний человека. Несмотря на
многочисленные исследования в этой области, эффективность методов коррекции мутаций все еще остает�
ся невысокой, что не позволяет использовать данные методы в рутинной практике. Показано, что рацио�
нальный дизайн компонентов геномного редактирования может существенно повысить эффективность
исправления мутаций. В данной работе мы предлагаем дизайн одноцепочечных олигодезоксирибонуклео�
тидов (оцОДН) для более эффективного редактирования генов. С использованием модельной системы с
восстановлением нокаутированного EGFP, интегрированного в геном клеточной культуры HEK293T, пока�
зано, что лишь небольшая часть оцОДН (около 20 нуклеотидов – с 14�го нуклеотида с 5′�конца от двухце�
почечного разрыва до 4�го нуклеотида в сторону 3′�конца), используемой в качестве донорной молекулы
для репарации двухцепочечного разрыва ДНК, интегрирует в место разрыва. На основе полученных данных
можно рационально подходить к дизайну оцОДН для исправления мутаций с помощью метода CRISPR�
Cas9 для разработки генной терапии наследственных болезней человека.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: CRISPR�Cas9, репарация с помощью однонитевой матрицы, одноцепочечные
олигодезоксирибонуклеотиды, EGFP, проточная цитофлуориметрия.
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ОЛИГОДЕЗОКСИРИБОНУКЛЕОТИДА, ИСПОЛЬЗУЕМОГО

ДЛЯ КОРРЕКЦИИ МУТАЦИЙ
ПРИ ГЕНОМНОМ РЕДАКТИРОВАНИИ
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Н.А. Евтушенко2, А.В. Лавров1, С.А. Смирнихина1*

ВВЕДЕНИЕ

Одним из инструментов генной терапии яв�
ляется геномное редактирование, которое поз�
воляет целенаправленно вносить изменения в
геном: корректировать мутации, нокаутировать
аллели, влиять на экспрессию генов, что потен�
циально может быть использовано для лечения

наследственных заболеваний человека [1]. Эф�
фективность коррекции мутаций при моноген�
ных заболеваниях, несмотря на все прилагаемые
усилия, зачастую невысокая, что препятствует
быстрому внедрению новых методов лечения на
основе геномного редактирования в клиничес�
кую практику [2, 3]. Рациональный дизайн ком�
понентов геномного редактирования позволяет
существенно повысить эффективность коррек�
ции мутаций [4]. В данной работе мы предлага�
ем рациональный дизайн коротких одноцепо�
чечных олигодезоксирибонуклеотидов для бо�
лее эффективного редактирования генов.

При лечении наследственных заболеваний с
помощью геномного редактирования можно
корректировать мутации, то есть вносить целе�
направленные изменения в последовательность
ДНК. При этом в молекуле ДНК сначала созда�
ется двухцепочечный разрыв (ДЦР) с помощью
современных программируемых нуклеаз [5] –

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ДЦР – двухцепочечный
разрыв; НГСК – негомологичное соединение концов;
НГР – направленная гомологичная репарация;
оцОДН – одноцепочечный олигодезоксирибонуклеотид;
РОНМ – репарация с помощью однонитевой матрицы;
сгРНК – спейсер гидовой РНК, Cas – CRISPR�ассоции�
рованный белок; CRISPR – система, основанная на корот�
ких палиндромных повторах, регулярно расположенных
группами; PAM – последовательность прилежащего к про�
тоспейсеру мотива (protospacer adjacent motif);
TALENs – эффекторные нуклеазы, подобные активаторам
транскрипции; ZNFs – нуклеазы цинковых пальцев.

* Адресат для корреспонденции.
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нуклеаз цинковых пальцев (ZNFs) [6], эффек�
торных нуклеаз, подобных активаторам тран�
скрипции (TALENs) [7], или системы, основан�
ной на коротких палиндромных повторах, регу�
лярно расположенных группами (CRISPR) и
CRISPR�ассоциированных белках (Cas) [8] – а
затем клетка с помощью собственных механиз�
мов репарации исправляет ДЦР.

Есть несколько путей репарации ДНК в
клетке после искусственного введения ДЦР. Их
можно разделить на RAD51�зависимые и
RAD51�независимые. К RAD51�зависимым пу�
тям репарации относятся генные конверсии –
механизмы, основанные на рекомбинации с до�
норной молекулой. Они имеют низкую эффек�
тивность и зависят от фазы клеточного цикла,
однако обладают высокой точностью. Исполь�
зование донорной молекулы позволяет в конеч�
ном итоге изменить последовательность по же�
ланию исследователя. Генные конверсии с ис�
пользованием двухцепочечной матрицы прохо�
дят по каноничному пути, при котором
RAD51 образует филаменты на 3′�концах нитей
ДНК�мишени, чтобы обеспечить инвазию до�
норного дуплекса. При этом также необходимо
наличие факторов, которые обеспечивают взаи�
модействие RAD51 с ДНК, включая BRCA2,
PALB2 и DSS1. Эффективность генных конвер�
сий с использованием двухцепочечной матрицы
снижается при истощении или инактивации
этих факторов [9].

К RAD51�независимым путям относятся не�
гомологичное соединение концов (НГСК,
NHEJ), отжиг одиночной цепи (SSA), репара�
ция с помощью однонитевой матрицы (РОНМ,
SSTR) и некоторые виды индуцируемой разры�
вом репликации (BIR), механизм которых еще
изучается. НГСК сопряжено с резекцией и ли�
гированием концов ДНК. Этот механизм репа�
рации приводит к возникновению множества
коротких инсерций и делеций, что ведет к сдви�
гу рамки считывания, в связи с этим этот путь
репарации используют для нокаутирования ге�
нов. НГСК не зависит от наличия донорной мо�
лекулы и фазы клеточного цикла, поэтому явля�
ется доминирующим в эукариотической клетке
[10]. При SSA разрыв фланкируется гомологич�
ными последовательностями ДНК, что приво�
дит к делеции промежуточной последователь�
ности.

Еще один независимый от RAD51 путь репа�
рации – РОНМ; он активируется при наличии
одноцепочечной донорной молекулы ДНК, в
том числе в процессе редактирования генома с
использованием одноцепочечных олигодезок�
сирибонуклеотидов (оцОДН, ssODN). В ходе
РОНМ сразу после внедрения двухцепочечного

разрыва укорачиваются 5′�концы, а одноцепо�
чечные 3′�концы участвуют в отжиге с экзоген�
ным донором [11]. MRX связывается с молеку�
лой ДНК и инициирует укорочение концов, бе�
лок RAD52 позволяет экзогенному донору от�
жигаться с доступными концами геномной
ДНК. RAD59 и Srs2 предотвращают взаимодей�
ствие концов ДНК с RAD51 и останавливают
отжиг, инициированный RAD52. Копирование
последовательности одноцепочечного донора
осуществляется предположительно ДНК�поли�
меразой δ, затем происходит отжиг на противо�
положной стороне ДЦР. Несовпадения на
5′�конце создают облигатный гетеродуплекс,
который затем исправляется системой репара�
ции неспаренных оснований. Бреши, оставшие�
ся после РОНМ, заполняются полимера�
зой ζ [12].

Для оптимизации метода коррекции мута�
ций и повышения эффективности этого процес�
са необходимо понимание фундаментальных
основ репарации, которые в перспективе приве�
дут к использованию наилучшей по своему
строению донорной молекулы. На данный мо�
мент при геномном редактировании используют
оцОДН, длинные одноцепочечные ДНК
(lssDNA) [13, 14] и двухцепочечные донорные
молекулы – плазмиды и продукты амплифика�
ции [15, 16].

ОцОДН – небольшие одноцепочечные мо�
лекулы длиной до 200 нуклеотидов (нт), кото�
рые состоят из последовательности для вставки
и двух плеч гомологии. Длина плеча гомологии
может варьировать от 30 до 60 нт [17]. ОцОДН в
основном используются для исправления точеч�
ных мутаций [18]. Репарация двухцепочечного
разрыва с использованием матриц оцОДН мо�
жет проходить по пути РОНМ. В этом случае ре�
парация не зависит от RAD51, но зависит от
RAD52, RAD59, Srs2 и комплекса Mre11�Rad50�
Xrs2 (MRX) [19].

Проведенные ранее исследования [19, 20]
показывают, что используемый для репарации
двухцепочечных разрывов ДНК оцОДН не пол�
ностью встраивается в место разрыва. Концевые
нуклеотиды оцОДН участвуют только в созда�
нии гомологии с ДНК, тогда как центральная
часть – встраивается. Точные длины фрагмен�
тов оцОДН, участвующих в создании гомологии
и встраивании, были неизвестны. В результате
данного исследования было точно определено,
какая часть оцОДН участвует в создании гомо�
логии с целевой последовательностью ДНК, а
какая – встраивается. Полученные результаты
позволят более эффективно подбирать оцОДН
для дальнейшего развития подходов к лечению
наследственных моногенных заболеваний.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Плазмидные конструкции и олигонуклеотиды.
В работе были использованы следующие плазми�
ды: pLVT_turboRFP635�eGFPmut, pCMV�dR8.91,
pMD2.G и Cas9(1.1)�sgGFP#2. Плазмида
pLVT_turboRFP635�eGFPmut была получена пу�
тем амплификации гена EGFP с мутацией
с.337delG, приводящей к сдвигу рамки считыва�
ния с образованием стоп�кодона, с плазмиды
pEGFP�mut и клонирования в плазмиду
pLVT_turboRFP635. Последовательность гена
EGFP доступна по ссылке: https://www.addgene.org/
browse/sequence_vdb/2487/. Мутация c.337delG
обозначает делецию нуклеотида G в 337�м поло�
жении от начала открытой рамки считывания.
Плазмида pLVT_turboRFP635 была получена на
основе плазмиды pRRL.SIN.EF1.WPRE (в лабо�
ратории Didier Trono), в которую были внесены
изменения в последовательность полилинкера с
введением сайтов для эндонуклеаз рестрикции
AgeI и SalI [21]. Карта плазмиды доступна в
статье Серебровской с соавт. [21]. В дальнейшем
в плазмиду были клонированы фрагменты
TurboRFP�T2A (по сайтам рестрикции BamHI и
NheI) и EGFPmut (по сайтам рестрикции Nhe и
SalI). Таким образом, была получена плазмида
pLVT_turboRFP635�eGFPmut, верификацию
которой проводили секвенированием по Сэнге�
ру. Упаковочные плазмиды pCMV�dR8.91 и
pMD2.G были любезно предоставлены Didier
Trono (https://www.epfl.ch/labs/tronolab/). Карты
плазмид доступны по ссылкам:  https://www.
addgene.org/vector�database/2221/ (pCMV�dR8.91)
и https://www.addgene.org/12259/ (pMD2.G).

Подбор спейсера гидовой РНК (сгРНК) про�
водили с помощью программного обеспечения с
открытым доступом Benchling (https://www.
benchling.com/) на ген EGFP с мутацией с.337delG.
Последовательность сгРНК (TGTCGCCCTC�
GAACTTCACT) была синтезирована в виде двух
частично комплементарных олигонуклеотидов с
липкими концами для клонирования в плазми�
ду: sgGFP_2.f (5′�caccTGTCGCCCTCGAACTT�
CACT�3′) и sgGFP_2.r (5′�aaacAGTGAAGTT�
CGAGGGCGACA�3′). Спейсер гидовой РНК
клонировали в исходную плазмиду eSpCas9(1.1)
(любезно предоставлена Feng Zhang; Addgene
plasmid #71814; http://n2t.net/addgene:71814;
RRID:Addgene_71814), которая содержит мутант�
ную форму SpCas9, по сайтам рестрикции для
BbsI. Верификацию полученной плазмиды
Cas9(1.1)�sgGFP#2 проводили путем секвени�
рования по Сэнгеру и рестрикционным анали�
зом. 

С помощью той же программы Benchling бы�
ли подобраны четыре варианта оцОДН для вос�

становления правильной последовательности
EGFP, содержащих синонимичные замены в
разных положениях. Спейсер гидовой РНК был
подобран таким образом, что имел гомологию
(отжигался) со смысловой цепью ДНК,
оцОДН – с антисмысловой.

Клеточная культура. Клеточная культура
HEK293T�GFPmut была получена в Центре вы�
сокоточного редактирования и генетических
технологий для биомедицины Российского на�
ционального исследовательского медицинского
университета имени Н.И. Пирогова путем лен�
тивирусной трансдукции. Для получения ленти�
вирусных частиц использовалась стандартная
методика липофекции упаковочной линии кле�
ток HEK293T. Клетки накануне высаживали в
количестве, достигающем 70% монослоя (60 мм
чашка). Для котрансфекции использовали смесь
из трех плазмид pCMV�dR8.91 (2 мкг), pMD2.G
(0,6 мкг) и pLVT_turboRFP635�eGFPmut (2 мкг),
инкубировали в среде Opti�MEM («Thermo
Fisher Scientific», США) с Lipofectamine 2000
(«Thermo Fisher Scientific»). Через 6 ч после
трансфекции указанных выше плазмид прово�
дили замену среды на DMEM и накапливали
вирусные частицы в течение 48 ч. Ростовая сре�
да с вирусными частицами была пропущена че�
рез 0,45 мкм фильтр и использована для зараже�
ния клеток HEK293T. Для определения титра
вируса следовали протоколу «Евроген» (Россия,
https://evrogen.ru/kit�user�manuals/Lenti_LP002.pdf).
Использовали 10 мкл вирусных частиц с титром
0,5 × 105 трансдуцирующих единиц/мл на 104 кле�
ток. После заражения клетки подращивали в
среде DMEM до состояния конфлуэнтности и
сортировали их по наличию флуоресценции
turboRFP635. С целью коррекции мутации
c.337delG в гене EGFP проводили котрансфек�
цию 7,4 мкг плазмиды Cas9(1.1)�sgGFP#2 и
100 пмоль оцОДН на 200 тысяч клеток
HEK293T�GFPmut с помощью Lipofectamine
2000 по протоколу производителя.

Сортировка клеток. Для получения клеточ�
ной культуры HEK293T�GFPmut после ленти�
вирусной трансдукции при достижении клетка�
ми состояния конфлуэнтности проводили сор�
тировку клеток по наличию флуоресценции
turboRFP635 с помощью клеточного сортера S3
Cell Sorter («BioRad», США) с фильтром эмис�
сии 615 ± 25 нм. Через 72 ч после трансфекции
Cas9(1.1)�sgGFP#2 и оцОДН клетки культуры
HEK293T�GFPmut снимали с планшета. Коли�
чество GFP�положительных клеток (с успеш�
ным редактированием) оценивали с помощью
того же клеточного сортера во время сортировки
GFP�положительных клеток (длина волны
488 нм, фильтр эмиссии 525 ± 30 нм) для обога�
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щения популяции клеток с успешным восста�
новлением правильной последовательности
EGFP. Оценку проводили в двух технических
повторностях.

Оценка эффективности редактирования. ДНК
для амплификации и секвенирования фрагмен�
та EGFP выделяли с помощью набора Quick�
gDNA Miniprep Kit («Zymo Research», США).
Амплификацию проводили по протоколу,
представленному в табл. 1. Последовательность
праймеров: eGFP65_F – 5′�ACGTAAACGGC�
CACAAGTTCA�3′, eGFP527_R – 5′�CTGC�
CGTCCTCGATGTTGT�3′.

После амплификации интересующего фраг�
мента EGFP образцы были секвенированы с
обоих праймеров на приборе ABI Prism 3130XL
Genetic Analyzer («Applied Biosystems», США) по
протоколу производителя. Анализ хромато�
грамм проводили с помощью приложения
Chromas и интернет�ресурса Benchling для опре�
деления нуклеотидов, встроившихся во время
репарации ДНК. Процентное соотношение ал�
лелей, восстановленных методом НГСК и
РОНМ, оценивали с помощью программы
TIDER (http://shinyapps.datacurators.nl/tider/).
Оценку проводили в трех или четырех техничес�
ких повторностях. Наличие аллелей дополни�

тельно было валидировано с помощью програм�
мы DECODR (https://decodr.org).

Статистическая обработка. Для статистичес�
кой обработки данных использовали критерий
Манна–Уитни. Статистическую обработку про�
водили в программе STATISTICA, версия 10.0
(«StatSoft», США). Различие считали значимым
при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Эффективность восстановления EGFP в ли?
нии клеток. На подготовительном этапе работы
была разработана модельная система для изуче�
ния параметров гомологичной репарации ДНК
по матрице оцОДН. С помощью лентивирусной
трансдукции была создана клеточная линия
HEK293T�GFPmut с интегрированным геном
EGFPmut. Ген зеленого флуоресцентного белка,
EGFPmut, характеризуется однонуклеотидной
делецией с.337delG, приводящей к сдвигу рамки
считывания с появлением преждевременного
стоп�кодона (рис. 1). При редактировании с по�
мощью CRISPR�Cas9 и оцОДН происходит
вставка нуклеотида G в положение с.337 и в
клетках появляется флуоресценция eGFP.

Для оценки границ фрагментов оцОДН,
участвующих в создании плеч гомологии и не�
посредственно репарации, были подобраны и
синтезированы оцОДН с синонимичными точ�
ковыми заменами через разные промежутки (с
заменами каждые 9 и 15 нт, а также с заменами
на концах) и без замен (табл. 2). Все оцОДН со�
держали нуклеотид G, позволяющий восстанав�
ливать корректную последовательность гена
EGFP.
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Первичная денатурация

Амплификация (37 циклов)

Финальная элонгация

Таблица 1. Протокол амплификации

95 °С

95 °С
61 °С
72 °С

72 °С

5 минут

30 секунд
30 секунд
50 секунд

5 минут

Название

ssODN_sgGFP_9nt

ssODN_sgGFP_15nt

ssODN_sgGFP_es

ssODN_sgGFP_wt

Таблица 2. Последовательности оцОДН, используемые в работе

Последовательность, 5′ → 3′

TTCTTCAAAGACGACGGTAACTACAAAACCCGCGCTGAGGTGAAGTTCGAGGGTGACACCCT�

CGTGAACCGTATCGAGCTCAAGGGCATCGACTTCAAAGAGGACGGTAACATCCTGGGG

TTCTTCAAGGACGATGGCAACTACAAGACGCGCGCCGAGGTGAAATTCGAGGGCGA�

CACGCTGGTGAACCGCATAGAGCTGAAGGGCATAGACTTCAAGGAGGATGGCAACATC�

CTGGGG

TTCTTTAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACC�

CTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATTCTGGGG

TTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACC�

CTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGG

Примечание. Нижним подчеркиванием полужирным выделен нуклеотид, восстанавливающий правильную последова�
тельность гена EGFP. Полужирным черным отмечены синонимичные замены в последовательности оцОДН (ssODN).
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Далее клетки трансфицировали плазмидой
Cas9(1.1)�sgGFP#2 с одним из подобранных
оцОДН. Восстановление нормальной последо�
вательности EGFP было зарегистрировано при
использовании всех четырех оцОДН. Эффек�
тивность восстановления EGFP оценивали пу�
тем проточной цитофлуориметрии (оценивали
долю GFP�положительных клеток). ОцОДН с
синонимичными заменами каждые 9 или 15 нт
обладают меньшей гомологией, поэтому ожида�
емо продемонстрировали меньшую эффектив�
ность, чем оцОДН с двумя заменами на концах
или вовсе без замен: 1,8–2,1% против ~6,7%
(рис. 2, а).

GFP�положительные клетки были сортиро�
ваны для обогащения клеточной популяции с
успешно отредактированной мутацией. Эффек�
тивность редактирования целевого локуса оце�
нили с помощью секвенирования по Сэнгеру с
последующей обработкой хроматограмм по ал�

горитму TIDER. Частота инделов (коротких
вставок и делеций нуклеотидов) в целевом локу�
се колебалась от 10,5% до 14,6% и составила в
среднем 11,6%. Этот показатель отражает точ�
ность редактирования целевого локуса в общем
и обычно обусловлен случайными потерями или
вставками нуклеотидов в области ДЦР. Частота
вставки нуклеотида G в положение с.337 (вос�
становление правильной последовательности
гена EGFP) в GFP�положительных клетках варьи�
ровала от 55,6% до 65,7% в зависимости от ис�
пользованного оцОДН (рис. 2, б). Таким обра�
зом, несмотря на различия в эффективности ре�
парации разными оцОДН, были получены отре�
дактированные клетки с восстановленным
eGFP с применением всех четырех типов
оцОДН, что позволило перейти к основному
этапу оценки границ оцОДН, участвующих в
формировании плеч гомологии, и участка, ис�
пользуемого в качестве матрицы для репарации.
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Рис. 1. Схема исправления мутации в гене EGFP. Мутация c.337delG приводит к сдвигу рамки считывания; после успеш�
ного редактирования наблюдается вставка нуклеотида G и восстановление рамки считывания, что приводит к синтезу
нормального белка eGFP и появлению зеленой флуоресценции. Оценить результат редактирования можно с помощью
проточной цитофлуориметрии и на хроматограммах. СгРНК – спейсер гидовой РНК, оцОДН – одноцепочечный олиго�
дезоксирибонуклеотид, ДЦР – двухцепочечный разрыв
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Длины фрагментов оцОДН, участвующих в
создании плеч гомологии и встраивании. Целью
работы была оценка границ частей оцОДН,
участвующих в формировании плеч гомологии и
используемых как матрица для репарации в экс�
периментах CRISPR�Cas9. Для анализа границ

донорной последовательности, участвующей во
вставке, анализировали только клетки, прошед�
шие сортировку по зеленой флуоресценции. В
образцах с добавлением оцОДН с заменами на
концах соответствующие замены в геноме опре�
делены не были, и хроматограммы не отлича�
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Рис. 2. Коррекция мутации с.337delG в гене EGFP. а – Процент GFP�положительных клеток в образцах, отредактирован�
ных с добавлением различных матриц оцОДН. б – Доля отредактированных (восстановленных) различными оцОДН ал�
лелей в GFP�положительных клетках. ssODN_sgGFP_es – образцы с концевыми заменами, ssODN_sgGFP_9nt – образ�
цы с заменами каждые 9 нт, ssODN_sgGFP_15nt – образцы с заменами каждые 15 нт, ssODN_sgGFP_wt – образцы без за�
мен. Планки погрешностей по оси Y указывают 95%�ный доверительный интервал. Число n отражает количество техни�
ческих повторностей
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лись от контрольных образцов, отредактирован�
ных оцОДН_sgGFP_wt без замен (данные не
представлены).

При редактировании с помощью оцОДН с
заменами каждые 9 нт обнаружены замены нук�
леотидов в 5�м и 14�м положениях от ДЦР в сто�
рону 5′�конца оцОДН�матрицы (рис. 3, а). Под�
черкнём, что оцОДН были подобраны компле�
ментарными к сгРНК; здесь и далее направле�
ния указаны относительно матрицы оцОДН, ес�
ли не указано иначе. После редактирования кле�
ток с использованием оцОДН с заменами каж�
дые 15 нт замена нуклеотидов произошла в 4�м
положении в сторону 3′�конца (рис. 3, б). При
этом на хроматограммах наблюдали наложение

пиков нуклеотидов, начиная со встроенного
нуклеотида G, что свидетельствует о том, что в
образце присутствовало минимум два вида алле�
лей – редактированный (содержащий дополни�
тельный G) и исходный (с мутацией). Полные
хроматограммы, фрагменты которых изображе�
ны на рис. 3, представлены в Приложении
(рис. S1 и S2). Также в Приложении приведены
таблицы с частотами аллелей EGFP после редак�
тирования разными оцОДН (рис. S3).

Таким образом, результаты проведенной ра�
боты свидетельствуют о том, что со стороны
5′�конца от ДЦР были заменены −14 и −5 нуклео�
тиды, а со стороны 3′�конца от ДЦР – нуклео�
тид в позиции +4 (рис. 4).
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Рис. 3. Замены нуклеотидов в редактированном фрагменте EGFP. а – Хроматограмма образца после редактирования с по�
мощью ssODN_sgGFP_9nt. Стрелками указаны замены нуклеотидов G на А и C на T. Красной стрелкой указано место
введения ДЦР. б – Хроматограмма образца после редактирования с помощью ssODN_sgGFP_15nt. Стрелкой указана за�
мена нуклеотида G на А. Красной стрелкой указано место введения ДЦР. Красным выделена вставка нуклеотида G в по�
зиции с.337. Наложение последовательностей, прочитанных с прямого праймера вправо от вставки G (панель а), и пос�
ледовательностей, прочитанных с обратного праймера влево от вставки G (панель б), обусловлено тем, что не все аллели
EGFP в клеточной культуре подвергаются редактированию, что, однако, не затрудняет чтение синонимичных замен до
вставки с соответствующего праймера. Ref – исходная последовательность, mod – измененная в результате геномного ре�
дактирования последовательность

Рис. 4. Расположение заменяемых нуклеотидов при редактировании мутации с.337delG в гене EGFP с помощью оцОДН.
Голубым указан фрагмент оцОДН, зеленым – последовательность сгРНК, рамкой выделен прилежащий к протоспейсеру
мотив (PAM). Красным полужирным в последовательности оцОДН выделены нуклеотиды, встроенные в последователь�
ность ДНК, полужирным черным – не встроенные. Цифрами указаны анализируемые нуклеотиды от ДЦР
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

ОцОДН широко используют в качестве мат�
риц для репарации при CRISPR�Cas9�опосредо�
ванном редактировании. Однако до сих пор нет
единого мнения насчёт оптимальной длины оли�
гонуклеотидов, их расположения относительно
места разрыва и величины плеч гомологии и, со�
ответственно, размеров внутренней части, слу�
жащей непосредственно матрицей для восста�
новления. В данном исследовании мы примени�
ли оцОДН длиной 120 нт с асимметричным рас�
положением вокруг места разреза ДНК – 5′�ко�
нец длиной в 41 нт и 3′�конец – 79 нт. Для опре�
деления размеров и границ области, являющейся
матрицей для гомологичной репарации, были
использованы оцОДН с синонимичными заме�
нами каждые 9 и каждые 15 нт. Такие оцОДН поз�
волили определить, что для репарации использу�
ется небольшой фрагмент длиной около 20 нт (от
положения −15 с 5′�конца от ДЦР до положения
+4 в сторону 3′�конца от ДЦР). Таким образом, с
помощью оцОДН можно скорректировать пос�
ледовательность в 20 нт, асимметрично располо�
женных вокруг точки разрыва ДНК. Данное утве�
рждение справедливо для оцОДН, подобранных
комплементарными сгРНК, т.е. являющимися
идентичными той цепи ДНК, на которую отжи�
гается сгРНК (рис. 4), что важно учитывать при
дизайне соответствующих экспериментов.

Попытки изучить детально, какая часть
оцОДН интегрируется в место двухцепочечного
разрыва предпринимались ранее [19, 20]. В ра�
боте Gallagher et al. [17] анализировали только
область из восьми нуклеотидов вокруг разрыва
(по четыре с каждой стороны), а в работе
Harmsen et al. [19] изучали влияние факторов ре�
парации неспаренных оснований на эффектив�
ность редактирования с помощью оцОДН. Та�
ким образом, насколько нам известно, наша ра�
бота является единственной направленной
именно на определение длин фрагментов
оцОДН, интегрируемых в локусы ДЦР.

В целом, полученные нами данные о длинах
фрагментов оцОДН, участвующих в создании
гомологии и встраивании, хорошо коррелируют
с процитированными выше работами [19, 20].
Со стороны 5′�плеча оцОДН встроилось больше
нуклеотидов, чем со стороны 3′�плеча. По дан�
ным исследования системы репарации не�
спаренных оснований эффективность вставки
на расстоянии более 9 нт от разрыва сильно за�
висит от того, на какой стороне была замена. За�
мена со стороны 5′�плеча происходила в 6–10%
случаев, со стороны 3′�плеча – не происходила
совсем [20]. Предположительно, причина в том,
что 3′�плечо может отжигаться с выступающим

концом на месте разрыва геномной ДНК, а
5′�плечо не способно на отжиг с выступающим
концом. Также возможно влияние активности
ДНК�полимеразы Polδ(3′�5′), которая может
устранить несовпадения нуклеотидов близко к
3′�концу матрицы [19]. В нашей работе мы так�
же можем отметить, что процент успешно ре�
дактированных клеток имел тенденцию к увели�
чению в тех образцах, где были использованы
оцОДН с меньшим количеством замен
(рис. 2, а). Вероятнее всего, это обусловлено
тем, что плечи гомологии не являются строго
комплементарными геномной ДНК, из�за чего
эффективность геномного редактирования пос�
ле инициации ДЦР могла заметно снизиться. 

Перекрывающиеся пики на хроматограммах,
полученных в данной работе, обусловлены сек�
венированием смеси аллелей, часть из которых
редактировалась, а часть – нет. Современные
методы анализа хроматограмм, один из кото�
рых – TIDER [22] – использованный нами, поз�
воляют разложить сложную хроматограмму на
составляющие. Этот метод широко используется
в подобных работах [23, 24], т.к. он позволяет по�
лучать точные и воспроизводимые данные по ре�
зультатам анализа сложных хроматограмм.

Таким образом, в результате работы были
четко установлены длины фрагментов оцОДН,
участвующие в создании гомологии и интегра�
ции в локус ДЦР. На основе этих данных можно
рационально подходить к дизайну оцОДН для
коррекции мутаций с целью разработки генной
терапии наследственных болезней человека на
основе метода CRISPR�Cas9.
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RATIONAL DESIGN OF SSODN TO CORRECT MUTATIONS BY GENE EDITING

O. V. Volodina1, A. A. Anuchina1, M. I. Zainitdinova1,
N. A. Evtushenko2, A. V. Lavrov1, and S. A. Smirnikhina1*

1 Research Centre for Medical Genetics, 115522 Moscow, Russia; e�mail: smirnikhinas@gmail.com
2 Center for Precision Genome Editing and Genetic Technologies for Biomedicine,
Pirogov Russian National Research Medical University, 117997 Moscow, Russia

Gene editing allows to make a variety of targeted changes in genome, which can potentially be used to treat heredi�
tary human diseases. Despite numerous studies in this area, effectiveness of gene editing methods for correcting muta�
tions is still low, so these methods are not allowed in routine practice. It has been shown that rational design of genome
editing components can significantly increase efficiency of mutation correction. In this work, we propose design of
single�stranded oligodeoxyribonucleotides (ssODNs) to increase efficiency of gene editing. Using a model system to
repair knocked out EGFP that is integrated into genome of HEK293T cell culture, we have shown that only a small
part of ssODN (about 20 nucleotides: from the 15th nucleotide at 3′�end to the 4th nucleotide at 5′�end), a donor
molecule for repairing double�stranded DNA breaks, integrates into the site of the break. Based on obtained data, it
is possible to rationally approach design of ssODNs to correct mutations using CRISPR�Cas9 method for develop�
ment of gene therapy for hereditary human diseases.

Keywords: CRISPR�Cas9, single�strand template repair, single�stranded oligodeoxyribonucleotides, EGFP, flow
cytometry
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Особое место среди додекамерных мини�ферритинов занимает белок Dps, важнейшей функцией которого
является защита генома бактерий от различных видов разрушительного внешнего воздействия путем in cel?
lulo Dps–ДНК сокристаллизации. Следствием такой защитной реакции является возникновение бактери�
альной резистентности к антибиотикам и другим лекарственным средствам. Поэтому исследованию геном�
защитных свойств Dps уделяется огромное внимание. Однако не менее важна другая сторона функциональ�
ных особенностей Dps. Будучи ферритин�подобным, этот белок выступает в качестве депо для резервного
хранения железа и защищает бактериальные клетки от окислительного повреждения, инициируемого его
избытком. Исследование этого явления также является весьма актуальным, и данная работа посвящена изу�
чению процессов формирования наночастиц оксида железа во внутренней полости додекамера Dps. В ка�
честве основного метода исследования был выбран метод аномального малоуглового рассеяния, который
позволяет изучать структуру металлсодержащих биологических макромолекул и определять распределение
по размерам образовавшихся в них металлических наночастиц. Вклады белковой и металлической состав�
ляющих в общее рассеяние разделяются путём вариации энергии падающего рентгеновского излучения
вблизи края полосы поглощения атомами металла, в данном случае K�полосы поглощения железа. Были ис�
следованы образцы Dps, содержащие 50, 500 и 2000 атомов железа на додекамер белка. Анализ полученных
распределений по размерам показал, что в зависимости от содержания железа в растворе внутри белковой
молекулы формируются наночастицы с размерами 2–4 нм и рост металлических наночастиц ограничен раз�
мером центральной полости белка. Было также показано, что некоторое количество ионов железа содер�
жится в поверхностном слое Dps. Этот слой очень важен для выполнения белком своих защитных функций,
поскольку находящиеся здесь N�концевые домены определяют характер взаимодействия Dps с ДНК. В це�
лом, полученные в данной работе результаты могут быть полезными в качестве очередного шага в изучении
феномена Dps, а также с практической точки зрения при создании биосовместимых и стабилизированных
в растворе металлических наночастиц.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: ферритин�подобные белки, белок Dps, оксид железа, аномальное малоугловое рент�
геновское рассеяние, распределение по размерам.
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ФОРМИРОВАНИЕ НАНОЧАСТИЦ ОКСИДА ЖЕЛЕЗА
ВО ВНУТРЕННЕЙ ПОЛОСТИ ФЕРРИТИН�ПОДОБНОГО

БЕЛКА Dps. ИССЛЕДОВАНИЕ С ПОМОЩЬЮ АНОМАЛЬНОЙ
ДИСПЕРСИИ РЕНТГЕНОВСКИХ ЛУЧЕЙ

© 2022 Э.В. Штыкова1*, М.В. Петухов1,2, А.А. Можаев1,3,4,5

ВВЕДЕНИЕ

Известно, что приблизительно одна треть
белков и почти половина ферментов из тех, ко�

торые уже были изучены, содержат от одного до
нескольких ионов различных металлов [1, 2].
Среди них железо является одним из наиболее
жизненно важных и распространённых хими�
ческих элементов. Чаще всего этот металл обна�
руживается в белках в составе гема или железо�
серных простетических групп [2, 3]. Биологи�
ческое значение железа определяется его спо�
собностью обратимо окисляться и восстанавли�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : АМУРР – аномальное ма�
лоугловое рентгеновское рассеяние; ММ – молекулярная
масса; МУРР – малоугловое рентгеновское рассеяние.

* Адресат для корреспонденции.
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ваться. В виде двухвалентных или трёхвалент�
ных ионов железо необходимо для жизненных
процессов всех эукариот и большинства прока�
риот. Оно участвует в таких метаболических
процессах, как транспорт кислорода, синтез
ДНК, транспорт электронов для производства
энергии и является универсальным микроэле�
ментом, который обеспечивает нормальное
функционирование всех систем организма на
клеточном уровне.

С другой стороны, избыток этого металла
катализирует повреждение ДНК, белков и ли�
пидов, приводя к нарушению клеточного гоме�
остаза. Существующие эволюционные механиз�
мы детоксикации и удаления железа из цитозо�
ля включают окисление избыточных ионов
двухвалентного железа до трёхвалентного состо�
яния в соответствии с реакцией Фентона [4]:

Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH + OH−.        (1)

Накопление образовавшихся ионов трёхва�
лентного железа происходит в живых организ�
мах в ферритин�подобных белках. Ферритины,
как белковое суперсемейство, эволюционно
развилось для секвестрации железа в раствори�
мой, нетоксичной и биодоступной форме [5].
В составе этих белков неиспользованное железо
выступает в качестве резервного и хранится в
нереакционноспособном месте отдельно от кле�
точных процессов, и, соответственно, клетки
оказываются защищёнными от окислительного
повреждения, инициированного этим метал�
лом [6, 7]. Ферритин – это сложный белковый
комплекс, выполняющий роль основного внут�
риклеточного депо железа у человека и живот�
ных и содержащийся практически во всех орга�
нах и тканях. Апоферритин млекопитающих
(т.е. макромолекула, не содержащая железа)
представляет собой тетракозамерный белок с
общей молекулярной массой (ММ) ~450 кДа.
Каждая из 24 полипептидных субъединиц имеет
ММ ~20 кДа. Структурно, ферритин – это гло�
булярный белок с центральной полостью, в ко�
торой хранится примерно 4500 ионов гидрати�
рованного оксида трёхвалентного железа
(Fe2O3 • H2O) вместе с переменным количест�
вом фосфатов. Внешний диаметр белка состав�
ляет 12–13 нм, а диаметр внутренней полости –
7–8 нм [7, 8]. Белковая оболочка ферритина
имеет многочисленные поры, через которые
осуществляется транспорт железа [9].

Существуют также по крайней мере три типа
ферритин�подобных прокариотических белков:
бактериальный ферритин, бактериоферритин и
додекамерный ферритин (мини�ферритин). Эти
бактериальные белки родственны ферритинам,

обнаруженным у эукариот. Бактериальный фер�
ритин и бактериоферритин так же, как ферри�
тин млекопитающих, представляют собой
структуру, состоящую из 24 субъединиц с цент�
ральной полостью, которая может содержать
~2500 атомов железа в случае бактериального
ферритина [10] и ~1800 атомов железа – для
бактериоферритина [10, 11]. Существенное от�
личие бактериоферритина от других форм фер�
ритина состоит в наличии в его структуре гема
(протопорфирина IX железа), расположенного
между каждыми двумя субъединицами белка и
соединённого с метионином каждой из этих
субъединиц. Таким образом, одна молекула бак�
териоферритина содержит 12 групп гема, роль
которых, однако, до конца неясна [12–14].

Среди додекамерных мини�ферритинов осо�
бое место занимает белок Dps (DNA�binding
protein from starved cells), одной из наиболее зна�
чимых функций которого является защита гено�
ма от таких пагубных факторов, как голодание,
термическое воздействие, УФ�и γ�облучение,
токсины, химический шок и окислительный
стресс. Dps связывается с ДНК, в результате че�
го формируется устойчивый кристаллический
комплекс Dps–ДНК, защищающий дезоксири�
бонуклеиновую кислоту от повреждений
[15–17]. Важным следствием такой защитной
реакции является возникновение бактериаль�
ной резистентности к антибиотикам и другим
лекарственным средствам. Именно поэтому в
течение последних двух десятилетий формиро�
вание защитных комплексов Dps–ДНК в
стресс�индуцированных бактериальных клетках
привлекает внимание многих научных групп.
Среди публикаций на эту тему наиболее извест�
ными являются работы А. Минского и соавто�
ров, которые впервые представили эксперимен�
тальные доказательства этого явления [18–20].

В бактериальной клетке Dps обычно содер�
жится в незначительных количествах, а его син�
тез индуцируется во время стационарной фазы
роста бактерии, голодания или окислительного
стресса [21]. Известно, что додекамер Dps не со�
держит каких�либо модулей в своей структуре,
предназначенных для распознавания конкрет�
ных нуклеотидных последовательностей. Взаи�
модействие с отрицательно заряженным сахаро�
фосфатным остовом ДНК предположительно
осуществляется за счёт электростатических свя�
зей с богатыми лизином N�концевыми домена�
ми мономеров Dps [15, 22–24]. Однако точный
механизм, с помощью которого происходит свя�
зывание белка с ДНК, неизвестен [25].

Первичная структура мономера Dps пред�
ставляет собой полипептидную цепь из 167 ами�
нокислотных остатков с ММ 18,7 кДа и содер�
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жит высоко консервативную последователь�
ность, состоящую из четырёх α�спиралей [26].
Додекамер имеет ММ 224,4 кДа, обладает сим�
метрией типа 23, внешний диаметр белка равен
8–9 нм, а диаметр внутренней полости –
4–5 нм. Будучи ферритин�подобным белком,
каждый мономер которого может связать до
40 атомов железа, Dps способен накапливать
приблизительно 500 ионов Fe+3 в своей цент�
ральной полости [27].

Таким образом, Dps выполняет одновремен�
но две важнейших для жизнедеятельности бакте�
риальных клеток функции: (1) – формируя крис�
таллический комплекс с ДНК, он сохраняет ге�
нетический материал бактерии от воздействия
внешних неблагоприятных факторов; (2) – слу�
жит депо для резервного хранения железа и за�
щищает клетки от окислительного повреждения,
инициированного его избытком. Обе эти функ�
ции тесно связаны между собой. Так, анализируя
повреждения ДНК in vitro, Zhao et al. [27] показа�
ли, что ДНК Escherichia coli расщепляется при
воздействии сочетания FeSO4 и H2O2, но не по�
вреждается в присутствии Dps. То есть образова�
ние комплекса белка с ДНК и способность
обезвреживать перекись водорода во время взаи�
модействия с железом приводит к сохранению
генома E. coli в условиях стресса [28].

Несмотря на то что Dps E. coli не содержит
канонических ферроксидазных сайтов, присут�
ствующих в бактериоферритине E. coli или бак�
териальном ферритине, Fe2+ может окисляться в
некоторых областях белковой макромолекулы и
затем накапливаться в виде Fe3+ в центральной
полости белка [27]. Предположительно, фер�
роксидазные участки Dps состоят из железо�
связывающих аминокислот, включая аспартат,
глутамат и гистидин [28, 29]. Например, N�кон�
цевой домен экспрессированного из бактерии
Deinococcus radiodurans Dps (DrDps1) содержит
область (остатки 30–55), в которой находится
сайт связывания с металлами (с моти�
вом Asp36x2His39x10His50x4Glu55), расположенный
на внешней поверхности додекамера. Разруше�
ние этого сайта влияет на самосборку белка, а
также снижает его способность связывания
с ДНК, т.е. снижает его защитные функции [30].

В отличие от Dps, далеко не все бактериаль�
ные додекамерные мини�ферритины могут од�
новременно защищать организм от окислитель�
ного стресса, образуя кристаллический комп�
лекс с ДНК, и в то же время быть источником
железа при его дефиците [31]. Именно поэтому
уникальные особенности Dps привлекают такое
внимание. Кроме того, в необходимости и важ�
ности исследования свойств этого белка присут�
ствует и технологический аспект. Накопление в

достаточном количестве ионов металла во внут�
ренней полости Dps предполагает наличие маг�
нитных свойств, и эти белковые молекулы мож�
но рассматривать как естественные биосенсоры
электромагнитного излучения. Dps способен
передавать полученный сигнал на ДНК и, сле�
довательно, является чрезвычайно перспектив�
ным в качестве основы для создания логических
элементов нового поколения. Таким образом,
изучение процессов формирования наночастиц
железа в стабилизирующей белковой оболоч�
ке Dps имеет не только научный, но и практи�
ческий интерес.

Для того чтобы методом малоуглового рас�
сеяния исследовать структуру металлсодержа�
щих образцов и распределение по размерам об�
разовавшихся в них металлических наночас�
тиц, вклады этих двух составляющих в общее
рассеяние следует разделить. Для изучения
структуры исходного образца до формирования
в нём частиц металла, т.е. матрицы, использует�
ся традиционное малоугловое рентгеновское
рассеяние (МУРР) [32]. Стандартный метод
вычитания рассеяния исходной матрицей из
общего рассеяния от металлсодержащего об�
разца возможен только в тех случаях, когда мат�
рица не меняет свою структуру в процессе фор�
мирования в ней частиц металла. В том же слу�
чае, когда структурные изменения в исходном
образце, предположительно, имеют место, ис�
пользуется метод аномального малоуглового
рассеяния (АМУРР) [33–36]. В этом методе
экспериментальные кривые МУРР от метал�
лсодержащего образца измеряются при разных
энергиях рентгеновского пучка: вблизи края
полосы поглощения атомами данного металла,
т.е. регистрируется рассеяние только от матри�
цы, и вдали от него, когда снимается общее
рассеяние. Полученная разность относится к
рассеянию только от наночастиц, содержащих
атомы данного металла. Анализ вклада каждой
из составляющих позволяет, таким образом,
рассчитать распределение по размерам нано�
частиц металла и исследовать структуру метал�
лсодержащего образца в процессе его взаимо�
действия с металлом.

В настоящей работе процесс накопления ок�
сида железа во внутренней полости ферритин�
подобного белка Dps изучался с помощью ано�
мальной дисперсии рентгеновских лучей, т.е. ме�
тодом аномального малоуглового рассеяния.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Подготовка образцов Dps, содержащих желе�
зо. Экспрессия и очистка белка Dps проводи�
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лись по ранее разработанной методике [37, 38].
Очищенный белок концентрировали на центри�
фужном концентраторе Amicon («Merck
Millipore», США) с порогом молекулярной мас�
сы 10 кДа до концентрации 3 мг/мл, а затем под�
вергали диализу в буфере 50 мМ NaCl,
0,5 мМ ЭДТА, 50 мМ Tris�HCl (рН 8,0). Чистоту
анализировали методом электрофореза в 15%�
ном полиакриламидном геле, а концентрацию
белка определяли спектрофотометрически при
A280 с использованием молярного коэффици�
ента абсорбции [39].

К раствору очищенного Dps с концентраци�
ей 3 мг/мл в буфере 50 мМ NaCl, 0,5 мМ ЭДТА,
50 мМ Tris�HCl (рН 8,0) добавляли свежеприго�
товленный раствор FeSO4 ⋅ 7H2O в количестве,
соответствующем 50, 500 и 2000 атомам железа
на додекамер. Инкубацию проводили при ком�
натной температуре в течение 30 мин. Получен�
ные таким образом железосодержащие образцы
далее обозначены в тексте как Dps�Fe50, Dps�
Fe500 и Dps�Fe2000 соответственно.

Эксперимент и анализ данных малоуглового
рассеяния. Традиционное малоугловое рассеяние.
Исследования структуры белка Dps с помощью
традиционного малоуглового рентгеновского
рассеяния были проведены на синхротроне
Petra III (DESY, Германия) на линии P12 [40].
Линия P12 оснащена оборудованием для авто�
матической смены образцов и двумерным де�
тектором Pilatus 2M («DECTRIS», Швейцария).
Интенсивность рассеяния I(s) была измерена в
области значений волновых векторов
0,08 < s < 3 нм–1, где s = (4πsinθ)/λ – вектор рас�
сеяния, 2θ – угол рассеяния, и λ = 0,124 нм –
длина волны излучения. Для каждого образца
было снято по 50 экспериментальных кривых
рассеяния для контроля возможных радиацион�
ных повреждений. Радиационного повреждения
обнаружено не было.

Первичная обработка кривых рассеяния бы�
ла проведена с использованием программы
PRIMUS [41]. Анализ, интерпретация получен�
ных данных и структурное моделирование про�
водили с использованием программного комп�
лекса ATSAS [42].

Радиусы инерции (Rg) рассеивающих частиц
определялись по начальному участку кривой
рассеяния в области самых малых значений s с
помощью формулы:

(2)

которая справедлива в области (sRg) < 1,3. Из
наклона прямолинейного участка графика
Гинье – ln I(s) от s2 – определяли интенсивность
рассеяния в нулевой угол I(0), которая пропор�

циональна молекулярной массе рассеивающей
объекта, и радиус инерции Rg.

Молекулярные массы рассчитывали по дан�
ным МУРР двумя методами: с помощью подхо�
да Байеса (MMBayesian) [43] и из значения исклю�
ченного объёма Vp (породовского объема), не�
доступного растворителю [44], используя эмпи�
рическое соотношение между Vp и ММp, которое
для белков равно 1,65 [45].

Для построения функции распределения по
расстояниям p(r), которая необходима для вос�
становления формы белка Dps в растворе по
данным МУРР, использовалась компьютерная
программа GNOM [46]. Функции распределе�
ния по расстояниям p(r) определялись с по�
мощью косвенного Фурье�преобразования ин�
тенсивности рассеяния в соответствии с интег�
ральным уравнением:

(3)

где I(s) – интенсивность рассеяния. При этом
максимальный размер частицы (Dmax) находится
из условия p(r) = 0 при r > Dmax.

Ab initio метод восстановления формы низко�
го разрешения белка Dps основан на алгоритме
имитации отжига и реализован в программе
DAMMIN [47], с помощью которой происходит
построение структурных моделей с минимиза�
цией невязки χ2 между экспериментальным дан�
ными и рассеянием, полученным от моделей:

(4)

где N – число экспериментальных точек, Iexp(sj)
и σ(sj) – экспериментальные интенсивности и
их ошибки, Icalc(sj) – интенсивность, вычислен�
ная от модели, c – шкалирующий множитель.

Для определения структуры белка, содержа�
щего атомы железа, был использован метод
мультифазного моделирования ab initio, что поз�
волило определить не только структуру низкого
разрешения белковой составляющей комплек�
са, но и расположение атомов железа в белковой
матрице. Построение двухкомпонентной (двух�
фазной) модели проводилось с использованием
программы MONSA [47]. В программе учитыва�
ется различие электронных плотностей белко�
вой и металлической составляющих комплекса,
а также соотношение их объёмов. Для получе�
ния двухфазной модели белок–металл были ис�
пользованы кривые малоуглового рассеяния от
исходного белка и белка, содержащего атомы
железа. Теоретическая интенсивность рассея�
ния построенных моделей рассчитывалась прог�
раммой CRYSOL [48].
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Аномальное малоугловое рассеяние. Экспери�
менты по аномальному рассеянию также прово�
дились на синхротроне Petra III на линии P12 и
заключались в измерении кривых рассеяния
рентгеновского излучения при разных длинах
волн λ, т.е. при разных энергиях падающего пуч�
ка E. Измерения были проведены для исходного
белка Dps и образцов Dps, содержащих 50 (Dps�
Fe50), 500 (Dps�Fe500) и 2000 (Dps�Fe2000) ато�
мов железа на додекамер. Данные рассеяния ре�
гистрировали при нескольких различных энер�
гиях фотонов Ek, при этом энергия E0

(10 000 кэВ, λ = 0,124 нм) находится достаточно
далеко от края поглощения Fe, и поэтому она
была выбрана для изучения структуры исходной
макромолекулы Dps, т.е. в этом случае исполь�
зовался традиционный метод МУРР, как описа�
но выше. Полученные данные МУРР и АМУРР
были скорректированы на фоновое рассеяние,
флуоресценцию и обработаны с помощью прог�
раммного комплекса ATSAS [42] и недавно раз�
работанной стратегии сбора данных и обработ�
ки аномального малоуглового рассеяния [49].

Рассеивающий фактор атома определяется
следующим образом:

f(E) = f0 + f ′(E) + if ′′(E),             (5)

где дисперсионные поправки f ′(E) и f ′′(E) ста�
новятся существенными вблизи края полосы

поглощения резонансного атома. В данном слу�
чае измерения проводились вблизи K – полосы
поглощения атомами Fe, т.е. при энергии фото�
нов E = 7,125 кэВ (λ = 0,174 нм). На рис. 1 при�
ведена кривая изменения дисперсионных по�
правок f ′(E) и f ′′(E) в зависимости от энергий
фотонов Е, используемых в данной работе.

Для каждого образца были измерены кривые
рассеяния I(s, Ek) при 7 различных энергиях па�
дающего излучения E1�7: 7,100, 7,110, 7,118,
7,125, 7,128, 7,130 и 7,133 кэВ в районе края K –
полосы поглощения атомами Fe (E = 7,125 кэВ).
Аномальные поправки для E = 7,125 кэВ соста�
вили –8,13 и 0,48 соответственно. Разность
между кривыми рассеяния, полученными при
разных энергиях Δk(s) = I(s, E0) – I(s, Ek), про�
порциональна рассеянию резонансными атома�
ми [33–36]. Эти разностные кривые были ис�
пользованы при вычислении объёмных функ�
ций распределения по размерам DV(R). Интег�
ральное уравнение

(6)

было решено относительно DV(R) с помощью
компьютерной программы GNOM [46] в пред�
положении сферичности образованных нано�
частиц. В этом уравнении R – радиус сферы,
Rmin и Rmax – минимальный и максимальный
размеры, i0(x) = {[sin(x) ? x cos(x)]/x3}2 и

Рис. 1. Изменение действительной и мнимой компонент аномального рассеяния рентгеновского излучения f ′(E) (синяя
сплошная линия) и f ′′(E) (красная пунктирная кривая) в зависимости от энергий фотонов Е вблизи K – полосы поглоще�
ния атомами Fe – E = 7,125 кэВ. Вертикальными пунктирными линиями обозначены энергии излучения, при которых
проводились измерения аномального рассеяния. Расчетные данные дисперсионных поправок для атомов железа были
взяты с сайта открытого доступа (http://skuld.bmsc.washington.edu/)
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m(R) = (4π/3)R3 – соответственно форм�фактор
сферы и её объём. Плотность рассеивающей
длины аномальных атомов определяется как
Δρ = (N0

2 – Nk
2)e/vat, где N0 и Nk – число элект�

ронов, вносящих вклад в рассеяние вдали от ре�
зонанса и при E = Ek, e – заряд электрона и vat –
атомный объём.

Был также использован альтернативный ме�
тод анализа распределений по размерам нано�
частиц Fe, образующихся в белке Dps, реализо�
ванный в программе MIXTURE [41]. В этом
подходе интенсивность рассеяния I(s) от смеси k
разных компонентов разного размера представ�
лена в виде линейной комбинации:

(7)

где νk – объёмная доля компонента k, Ik – интен�
сивность рассеяния этого компонента, K – ко�
личество компонентов. Программа MIXTURE
моделирует рассеяние от смесей, содержащих
K – число разных по форме и размерам рассеи�
вающих объектов, при этом используется теоре�
тическое рассеяние от простых тел (сфер, полых
сфер, эллипсоидов, цилиндров и т.д.), каждое из
которых характеризуется своей объёмной долей,
средним размером, шириной полидисперсного
распределения, контрастом и, опционально,
возможностью межчастичных взаимодействий.
Экспериментальная картина рассеяния аппрок�
симируется взвешенной комбинацией расчёт�
ных индивидуальных (парциальных) кривых от
компонентов для минимизации невязки χ2 меж�
ду экспериментальными и модельными данны�
ми.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Исследование структуры белка Dps методом
традиционного малоуглового рентгеновского рас�
сеяния. Исследование структуры белка Dps в
растворе и определение таких инвариантов ма�
лоуглового рассеяния, как радиус инерции Rg,
породовской объём Vp, функция распределения
по расстояниям p(r) и максимальный размер
Dmax, а также молекулярная масса MM, было
проведено с помощью традиционного МУРР.
Предварительными измерениями было показа�
но, что в растворе в интервале концентраций
Dps от 1,0 мг/мл до 3,0 мг/мл не наблюдалось
концентрационной зависимости и образования
агрегатов. Поэтому для измерений и дальней�
шей обработки и интерпретации данных МУРР
был выбран образец с концентрацией 3,0 мг/мл,
в результате чего кривая малоуглового рассея�
ния была достаточно информативной и мало�

шумящей в интервале угловых векторов
0,25 < s < 3,0 нм–1 с хорошо выраженным форм�
фактором (рис. 2, кривая 1).

Кривая МУРР от белка Dps, представленная
на рис. 2, характерна для раствора монодисперс�
ного белка сферической формы. О сферичности
белка свидетельствует также рассчитанная с по�
мощью программы GNOM [46] функция рас�
пределения по расстояниям p(r) (рис. 2, встав�
ка), которая описывает форму рассеивающего
объекта [32] и используется в программе
DAMMIN для восстановления структуры низ�
кого разрешения по данным МУРР [47]. Из про�
филя функции p(r) можно также сделать вывод о
том, что в данном случае сферическое тело яв�
ляется полым – функция распределения по раз�
мерам ассиметрична, и её максимум смещён
вправо. Кроме того, поскольку амплитуда функ�
ции p(r) пропорциональна электронной плот�
ности отдельных частей рассеивающего объек�
та, можно предположить, что в белке имеется
более разреженный поверхностный слой, так
как на профиле p(r) в интервале размеров
~8–9,6 нм присутствует слабо рассеивающий
«хвост». Из литературных данных и наших пре�
дыдущих исследований следует, что это рассея�
ние соответствует рассеянию гибкими N�конце�
выми доменами белка [24, 50, 51].

Структура низкого разрешения Dps (шари�
ковая модель) была восстановлена по кривой ма�
лоуглового рассеяния с использованием прог�
раммы DAMMIN [47]. Восстановление формы
основано на алгоритме имитации отжига в пре�
делах сферы, диаметр которой равен максималь�
ному размеру макромолекулы белка Dmax, кото�
рый, в свою очередь, определялся из функции
распределения по расстояниям и был равен
9,6 нм. Результаты восстановления представле�
ны на рис. 2, б серыми шариками. Коэффициент
невязки χ2 с экспериментальными данными ра�
вен 1,9, что свидетельствует о хорошем соответ�
ствии экспериментальной кривой МУРР и кри�
вой рассеяния от полученной формы низкого
разрешения (рис. 2, а, кривая 2). Шариковая мо�
дель структуры Dps имеет центральную полость
и соответствует известной кристаллической
структуре белка (PDB ID: 1DPS) (рис. 2, б), хотя
шариковая модель несколько больше по разме�
ру за счёт рассеяния N�концевыми доменами,
которые отсутствуют в структуре атомного раз�
решения 1DPS из�за гибкости и невозможности
их кристаллизации [26].

Основные структурные характеристики Dps,
полученные непосредственно по кривой мало�
углового рассеяния без применения моделиро�
вания (инварианты МУРР), представлены
в табл. 1.



Данные табл. 1 вместе с восстановленной
формой низкого разрешения белка свидетель�
ствуют о нативном состоянии Dps, соответству�
ют характеристикам этого белка, известным из
литературы [26, 50, 51] и дают возможность его
дальнейшего использования в исследовании
процессов накопления атомов железа во внут�
ренней полости белкового додекамера.

Использование аномального малоуглового
рассеяния для изучения формирования наночас�
тиц железа в Dps. Экспериментальные кривые
аномального малоуглового рассеяния, измерен�
ные при разных энергиях излучения, приведены
на рис. 3.

Анализ кривых рассеяния от образцов с раз�
ным содержанием ионов Fe3+, измеренных при
разных энергиях излучения E1�7, позволяет вы�

явить следующие особенности процесса взаи�
модействия белка Dps с ионами железа.

1. Кривые рассеяния при энергии E0 вдали от
полосы поглощения железа (10 000 кэВ,
λ = 0,124 нм) и при энергиях E1, 2 (7,100
и 7,110 кэВ) практически совпадают для всех Fe�
содержащих образцов. По этой причине кри�
вые МУРР, измеренные при E0, не показаны
на рис. 3, чтобы не перегружать его.

2. Низкое содержание железа (50 атомов на
молекулу Dps) не влияет на общие структурные
характеристики белка при энергиях относитель�
но далеких от K�полосы поглощения железа.
Важно ещё раз подчеркнуть, что предваритель�
ный структурный анализ исходного белка Dps
при энергии E0 показал, что белок находится в
состоянии, пригодном для использования его в
качестве матрицы для формирования наночас�
тиц железа.

3. В отличие от образца с низким содержани�
ем железа (Dps�Fe50), образцы Dps�Fe500 и
Dps�Fe2000 демонстрируют значительное уве�
личение интенсивности рассеяния в самых ма�
лых углах, т.е. проявляют высокую полидисперс�
ность за счёт способности железа, как переход�
ного металла, образовывать устойчивые ком�
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Рис. 2. Восстановление формы низкого разрешения белка Dps. а – Экспериментальная кривая малоуглового рентгеновс�
кого рассеяния (1); теоретическая кривая рассеяния, рассчитанная от шариковой модели, полученной с помощью прог�
раммы DAMMIN (2); теоретическая кривая рассеяния, рассчитанная от функции распределения по расстояниям p(r) (3).
Вставка: функция распределения по расстояниям p(r). б – Наложение кристаллической структуры Dps (цветные спирали)
на шариковую модель, полученную с помощью программы DAMMIN (серые шарики)

Таблица 1. Основные структурные характеристики белка
Dps

Образец

Dps

Rg, нм

3,9 ± 0,2

VP, нм3

330 ± 30

MMBayesian,

кДа

210

Dmax, нм

9,6

MMPorod,

кДа

190 ± 20
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плексы, например с азотом аминогрупп белка,
стягивая между собой белковые цепи соседних
макромолекул. Таким образом, белковая матри�
ца существенно меняется при взаимодействии с
соединением железа, и применение в данном
случае аномального малоуглового рассеяния яв�
ляется сугубо необходимым.

4. В образцах с высоким содержанием ионов
железа (Fe500 и Dps�Fe2000) следует ожидать
наличия крупных металлических наночастиц за
счёт образования белковых агрегатов, содержа�
щих металл.

5. Кривые рассеяния, измеренные при раз�
ных энергиях фотонов E1�7, показывают опреде�
лённую зависимость от энергии падающего пуч�
ка в интервале угловых векторов 0,5 < s
< 1,3 нм–1 с минимумом при s = 0,95 нм–1

(рис. 3). Хотя эта зависимость наиболее заметна
для образца Dps�Fe2000, тем не менее для всех
железосодержащих образцов появляется воз�
можность вычислить разность между кривыми
рассеяния, полученными при различных энер�
гиях Δk(s) = I(s, E1) – I(s, Ek), которая пропорцио�
нальна рассеянию резонансными атомами Fe и

Рис. 3. Экспериментальные кривые рассеяния от трёх Fe�содержащих образцов белка Dps, измеренные при различных
энергиях фотонов: Dps�Fe50 (а); Dps�Fe500 (б); Dps�Fe2000 (в). Номера кривых рассеяния соответствуют номерам энер�
гий излучения Е1–7: 7,100; 7,110; 7,118; 7,125; 7,128; 7,130 и 7,133 кэВ
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может быть использована для анализа распреде�
лений по размерам образованных в белковой
матрице наночастиц металла.

6. Максимум аномального сигнала для всех
Fe�содержащих образцов зарегистрирован при
энергии фотонов E5 = 7,128 кэВ, т.е. вблизи K�
полосы поглощения Fe (рис. 1). Соответствен�
но, кривая рассеяния при этой энергии исполь�
зовалась для получения резонансного сигнала
Δ5(s) = I(s, E1) – I(s, E5) только от наночастиц
железа, образующихся во внутреннем простран�
стве белка Dps. Критерием того, что разностный
сигнал действительно вызван исключительно
рассеянием частицами Fe, является отсутствие
на полученных кривых аномального сигнала
рассеяния от белковой матрицы, т.е. от форм�
фактора Dps. Этому критерию удовлетворяли
все Fe�содержащие образцы (рис. 4, a).

Полученные кривые аномального сигнала
использовались затем для расчёта объёмных
функций распределения по размерам DV(R) на�
ночастиц оксида железа, образующихся во внут�
ренних полостях додекамера Dps (рис. 4, б).
Важно отметить, что кривые аномального рассе�
яния достаточно хорошо выражены для образ�
цов Dps�Fe500 и Dps�Fe2000, в то время как для
образца Dps�Fe50 этот сигнал слабый и зашум�
лённый. Поэтому функцию распределения по
размерам, рассчитанную по этой кривой, следу�
ет рассматривать только как оценочную.

Анализируя полученные объёмные распре�
деления по размерам (рис. 4, б), можно отсле�
дить следующие закономерности. При малом
содержании ионов железа формируются преи�
мущественно мелкие наночастицы с размерами
~2 нм. При увеличении содержания железа до

500 атомов на молекулу белка также появляются
наночастицы размером 4–5 нм (плечо на графи�
ке функции DV(R)) и более крупные формирова�
ния размером до 20 нм, относящиеся к наночас�
тицам оксида железа в белковых агрегатах. По�
следних, однако, при таком содержании ионов
железа формируется совсем немного. И, нако�
нец, при концентрации железа 2000 атомов на
додекамер исчезают частицы размером 2 нм и
преимущественно образуются частицы разме�
ром 4–5 нм, а также крупные Fe�содержащие
структуры. То есть при высоких концентрациях
железа внутренние полости белка практически
полностью заполняются наночастицами ионов
металла. Их размер ограничивается и определя�
ется размером внутренней полости додекаме�
ра Dps и концентрацией железа в растворе, что
имеет значение с точки зрения возможного ис�
пользования матрицы этого белка для формиро�
вания стабилизированных в растворе металли�
ческих наночастиц.

Похожие результаты были получены альтер�
нативным методом определения фракционного
состава наночастиц железа в додекамере белка с
помощью программы MIXTURE в предположе�
нии сферичности образованных наночастиц.
Для каждого образца были заданы по три фрак�
ции с достаточно широким интервалом разме�
ров Dmin – Dmax. Для каждой фракции программа
MIXTURE рассчитала средний размер частиц и
объёмную долю фракций (табл. 2).

Как и в случае определения объёмных рас�
пределений по размерам DV(R) с помощью интер�
активной программы GNOM, в случае исполь�
зования программы MIXTURE во всех образцах
доминирующей фракцией оказываются нано�
частицы с размерами 2–4 нм и присутствует не�
большое количество более крупных образова�
ний. Поскольку в обоих методах определяются
объёмные доли наночастиц, то в количествен�
ном выражении число крупных частиц невелико
даже для высокой концентрации атомов железа
в исходном растворе, но из�за своего размера та�
кие большие частицы вносят существенный
вклад в рассеяние в самых малых углах, что хо�
рошо видно на рис. 3, б и в.

Кривые малоуглового рассеяния, рассчитан�
ные по указанным в табл. 2 фракционным сос�
тавам каждого образца, хорошо соответствуют
полученным аномальным сигналам (рис. 5).

Мультифазное ab initiо моделировние по дан�
ным МУРР. Из анализа литературных данных
известно, что сайты связывания ионов железа
находятся не только во внутренней полости бел�
ка, но также и на поверхности додекамера
Dps [28–30, 52]. В этом случае наночастицы не
образуются, но поскольку на каждый мономер

Таблица 2. Фракционный состав наночастиц железа в бел�
ке Dps

Образец

Dps�Fe50

Dps�Fe500

Dps�Fe2000

Интервал
Dmin – Dmax, нм

1,8–3,0

4,0–6,0

8,0–15,0

1,8–3,0

4,0–6,0

8,0–15,0

1,8–3,0

4,0–6,0

8,0–15,0

Dresult, нм

1,3

4,6

12,6

2,0

4,0

8,0

1,5

4,0

9,0

Объёмная доля,
%

94

1,0

5,0

44

43

13

44

40

16



ШТЫКОВА и др.

БИОХИМИЯ  том  87  вып.  5  2022

636

может приходиться до четырёх аминокислот,
присоединяющих ионы металла в области N�
концевых доменов белка, то в сумме эти атомы
железа, благодаря своей высокой электронной
плотности, вносят свой вклад в рассеяние всей
макромолекулы в целом и в распределения по
размерам в частности. В малоугловом рассеянии

существует метод, позволяющий использовать
различие в электронных плотностях отдельных
частей рассеивающих объектов, чтобы локализо�
вать те или иные особенности структуры, связан�
ные с этим различием. Таким методом является
ab initio метод мультифазного моделирования,
который реализован в программе MONSA [47].

Рис. 4. Определение распределений по размерам наночастиц оксида железа по данным аномального малоуглового рассе�
яния. а – Разностные кривые (аномальный сигнал) Δ5(s) = I(s, E1) – I(s, E5) и соответствующие расчётные кривые рассе�
яния от распределений по размерам наночастиц железа для образцов Dps�Fe50 (1 и 2); Dps�Fe500 (3 и 4) и Dps�Fe2000 (5
и 6). б – Объёмные распределения по размерам DV(R) наночастиц железа в образцах Dps�Fe50 (1), Dps�Fe500 (2) и
Dps�Fe2000 (3), рассчитанные по кривым аномального сигнала программой GNOM
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Для решения структурной задачи в этом подхо�
де необходимо учитывать различие электрон�
ных плотностей белковой и металлической сос�
тавляющих комплекса, а также соотношение их
объёмов. Для получения двухфазной модели бе�
лок–металл были использованы кривые малоуг�
лового рассеяния от исходного белка и белка,
содержащего атомы железа. Был выбран обра�
зец Dps�Fe500 со средним содержанием железа,
когда можно надежно детектировать сформиро�
ванные наночастицы во внутренней полости
белка, но в то же время на фоне сильного рассе�
яния от этих наночастиц можно будет опреде�
лить локализацию значительно более мелких
металлсодержащих групп на поверхности доде�
камера. Результаты моделирования представле�
ны на рис. 6.

Мультифазное моделирование позволило
впервые визуализировать локализацию атомов
железа в поверхностном слое белка и в то же
время подтвердить расположение основной
массы металла в центральной полости додека�
мера. При этом получено хорошее соответствие
между экспериментальными данными и расчёт�
ными кривыми от шариковых моделей с
χ2 = 2,1. Такая обобщённая модель даёт наибо�
лее полную картину формирования наночастиц
оксида железа в ферритин�подобном белке,

имеющем также функцию защиты генетическо�
го материала бактерий.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Хорошо известно, что не все мини�феррити�
ны могут выполнять функцию защиты бактери�
ального генома при окислительном стрессе и
отнюдь не все нуклеоид�ассоциированные бел�
ки способны к детоксикации и накапливанию
атомов железа. Поэтому многофункциональ�
ность ферритин�подобного белка Dps уникаль�
на, и её следствием является устойчивая резис�
тентность бактерий к лекарственным препара�
там и антибиотикам. Безусловно, основное вни�
мание исследователей привлекает способность
Dps к in cellulo биокристаллизации с ДНК. Обра�
зовавшиеся таким образом персистирующие
клетки микроорганизмов толерантны ко мно�
гим внешним воздействиям и могут сохранять
жизнеспособность в течение очень долгого вре�
мени, а при наступлении благоприятных усло�
вий дают начало новой популяции, сохраняю�
щей свои патогенные свойства [53]. Поэтому ар�
хивация ДНК в процессе in cellulo сокристалли�
зации с Dps требует внимания и глубокого изу�
чения. Однако не менее важно исследовать спо�

Рис. 5. Сравнение разностных кривых (аномальных сигналов) Δ5(s) = I(s, E1) – I(s, E5) и соответствующих расчётных кри�
вых рассеяния от распределений по размерам наночастиц, содержащих железо, для образцов Dps�Fe50 (1 и 2);
Dps�Fe500 (3 и 4) и Dps�Fe2000 (5 и 6), полученных с помощью программы MIXTURE



ШТЫКОВА и др.

БИОХИМИЯ  том  87  вып.  5  2022

638

собность Dps к детоксикации и переработке Fe2+

в нетоксичную Fe3+�форму с последующим на�
коплением ионов трёхвалентного железа во
внутреннем пространстве белка, т.е. также в за�
щищённом от внешних воздействий состоянии.
Обе функции Dps тесно связаны между со�
бой [30]. В наших предыдущих работах мы ис�
следовали закономерности образования
Dps–ДНК сокристаллов, в том числе при взаи�
модействии с двухвалентными ионами метал�
лов [37, 38, 50]. В данной работе мы изучали вто�
рую особенность функциональных свойств Dps,
а именно: процесс накопления ионов железа во
внутренней полости этого мини�ферритина.
Применяя метод аномального малоуглового
рассеяния, нам удалось показать, что в основ�
ном внутри белковой молекулы формируются
наночастицы с размерами 2–4 нм, т.е. рост ме�
таллических наночастиц ограничен простран�
ственными характеристиками внутренней по�
лости белка. Однако некоторое количество
ионов железа содержится также в поверхностном
слое Dps. Этот слой очень важен для выполне�
ния белком своих защитных функций, посколь�
ку находящиеся здесь N�концевые домены оп�
ределяют характер взаимодействия Dps с ДНК в
растворе, и именно гибкие, богатые лизином

N�концевые домены ответственны за взаимодей�
ствие с отрицательно заряженным сахарофос�
фатным остовом дезоксирибонуклеиновой кис�
лоты [15, 22–24]. Соответственно, N�концевые
домены белка должны быть доступны для связи
с ДНК [50, 51, 53]. Однако атомы железа могут
связываться с отрицательно заряженными ами�
нокислотами Asp и Glu в тех же самых N�конце�
вых областях Dps. Железо относится к переход�
ным металлам и образует прочные комплексы,
например с азотом (N), входящим в состав ами�
ногрупп аминокислот. Поэтому двухвалентные
атомы железа могут образовывать связи с сосед�
ними белковыми цепями, притягивая их друг к
другу и стабилизируя поверхностные участки
додекамера. В этом случае N�концевые домены
оказываются прижатыми к поверхности белка и
образование кристаллического комплекса
Dps–ДНК не происходит [50, 54]. Однако при�
сутствие в растворе хелатирующего агента, на�
пример ЭДТА, может разрушить эти связи желе�
за с аминокислотами на поверхности додекаме�
ра, и это может стать способом восстановления
взаимодействия Dps с ДНК, не затрагивая внут�
ренних областей белка и сформированных там
наночастиц. Таким образом, зарядовое состоя�
ние ионов железа в составе Dps (на поверхности

Рис. 6. Мультифазное моделирование комплекса Dps с железом с помощью программы MONSA. а – Экспериментальная
кривая малоуглового рассеяния от исходного Dps (1); рассеяние от белковой части мультифазной модели (2); эксперимен�
тальные данные от комплекса Dps�Fe500 (3); рассеяние от полной мультифазной модели (4). б – Мультифазная модель.
Серые шарики обозначают белок, желтые – кластеры железа. Модель показана в разрезе для лучшей визуализации
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и в ядре) имеет большое значение и нуждается в
глубоком изучении.

Структурные исследования с помощью ма�
лоуглового рентгеновского рассеяния не позво�
ляют определить валентное состояние железа.
По определению, функция белков, подобных
ферритину (в том числе Dps), состоит в окисле�
нии Fe2+ до трёхвалентного состояния с после�
дующим накоплением этой нетоксичной формы
в центральной полости белка. Однако имеются
работы, показывающие, что механизм удаления
двухвалентного железа из раствора и окисления
его в соответствующих сайтах белка носит более
сложный характер. Так, при использовании ме�
тода Мёссбауэровской спектроскопии для опре�
деления зарядового состояния ионов железа бы�
ла показана неоднородность неорганической
составляющей Dps. Оказалось, что железо в бел�
ке находится в форме магнетита FeO · Fe2O3,
т.е. представляет собой смесь ионов двухвалент�
ного и трёхвалентного железа [55]. При этом ав�
торами был сделан вывод, что именно такой
состав неорганических ядер Dps способствует
поддержанию додекамерной структуры белка.

В целом, процесс формирования внутри бел�
ковой полости Dps наночастиц, содержащих
атомы металлов, и не только железа, но, напри�

мер, кобальта и, возможно, других, представля�
ет определённый практический интерес. Поэто�
му проведённые в данной работе исследования
могут быть полезными не только в плане изуче�
ния уникальных свойств Dps, но также могут
быть вкладом в разработку стабилизированных
в растворе биосовместимых нанокапсул, обла�
дающих магнитными свойствами. Пластич�
ность и структурная устойчивость белковой мат�
рицы Dps может служить определенным гаран�
том возможности разработки таких техноло�
гий [56].
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FORMATION OF IRON OXIDE NANOPARTICLES
IN INTERNAL CAVITY OF FERRITIN�LIKE Dps PROTEIN.

INVESTIGATION WITH ANOMALOUS DISPERSION OF X�RAYS

E. V. Shtykova1*, M. V. Petoukhov1,2, and A. A. Mozhaev1,3,4,5

1 Shubnikov Institute of Crystallography of Federal Scientific Research Centre “Crystallography and Photonics”,
Russian Academy of Sciences, 119333 Moscow, Russia; e?mail: shtykova@ns.crys.ras.ru

2 Frumkin Institute of Physical Chemistry and Electrochemistry, Russian Academy of Sciences, 119071 Moscow, Russia
3 Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, 117997 Moscow, Russia

4 Pirogov Russian National Research Medical University, 117997 Moscow, Russia
5 National Research University Higher School of Economics, 101000 Moscow, Russia

DNA�binding protein of starvation (Dps) plays a special role among dodecamer miniferritins. Its most important
function is to protect the bacterial genome from various types of destructive external influences by means of in cellu?
lo Dps�DNA co�crystallization. The consequence of such a protective reaction is the emergence of bacterial resis�
tance to antibiotics and other drugs. Therefore, great attention is paid to the study of the genome�protective proper�
ties of Dps. However, the other side of Dps functionality is equally important. Being ferritin�like, this protein acts as
an iron storage depot and protects bacterial cells from oxidative damage initiated by its excess. The study of this phe�
nomenon is also very relevant, and this work is devoted to the study of the formation of iron oxide nanoparticles in the
internal cavity of the Dps dodecamer. The method of anomalous small�angle scattering was chosen as the main
research method, which makes it possible to study the structure of metal�containing biological macromolecules and
determine the size distribution of metal nanoparticles formed in them. The contributions of the protein and metal
components to the total scattering are separated by varying the energy of the incident X�ray radiation near the edge of
the absorption band by metal atoms, in this case the K�absorption band of iron. Dps samples containing 50, 500, and
2000 iron atoms per protein dodecamer were examined. An analysis of the obtained size distributions showed that,
depending on the iron content in the solution, nanoparticles with sizes of 2�4 nm are formed inside the protein mol�
ecule, and the growth of metal nanoparticles is limited by the size of the central cavity of the protein. It was also shown
that some amount of iron ions is contained in the surface layer of Dps. This layer is very important for the protein to
perform its protective functions, since the N�terminal domains located here determine the nature of the interaction
between Dps and DNA. In general, the results obtained in this work can be useful as the next step in the study of the
Dps phenomenon, as well as from a practical point of view, in the creation of biocompatible and solution�stabilized
metal nanoparticles.

Keywords: ferritin�like proteins, Dps, iron oxide, anomalous SAXS, size distribution
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Красные микроводоросли Cyanidiales благодаря полиэкстремофилии, считавшейся невозможной для эука!
риот, получили название «водорослей!загадок». Cyanidiales обитают преимущественно в геотермальных
серных источниках с pH 0–4, температурами до 56 °С, в присутствии растворенных тяжелых металлов, со!
четая эукариотное строение клеток с особенностями, присущими лишь экстремофильным видам прокариот.
Благодаря исключительности свойств и минимальным для эукариот размерам генома Cyanidiales стали од!
ним из важнейших объектов исследований в клеточной физиологии, биохимии, молекулярной биологии,
филогеномике и эволюционной биологии. Они играют важную роль в исследовании многих сторон окси!
генного фотосинтеза и вопросов его происхождения. Свойства полиэкстремофилии и соответствующие пу!
ти метаболизма были унаследованы Cyanidiales от архей и бактерий с помощью горизонтального переноса
генов. Тем самым была открыта возможность передачи генов от прокариот к эукариотам, что стало новым
этапом в понимании становления эукариотной организации клетки.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: термоацидофилия, микроводоросли, Cyanidiales, Cyanidium caldarium, Cyanidioschyzon
merolae, Galdieria sulphuraria.
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ПОЛИЭКСТРЕМОФИЛЬНЫЕ ЭУКАРИОТЫ CYANIDIALES

Обзор

© 2022 И.Н. Стадничук1*, И.В. Тропин2

ВВЕДЕНИЕ

Микроводоросли Cyanidiales являются высо!
коспецифичной группой эукариотных фотосин!
тетиков в составе отдела Rhodophyta. Основные
представители группы обитают в геотермальных
серных источниках, ранее считавшихся недос!
тупными для эукариот, и являются полиэкстре!
мофилами, растущими при крайне низких зна!
чениях pH (0–4) и высокой температуре, вплоть
до 56 °С, в присутствии токсичных ионов тяже!
лых металлов. Способность существовать при
сочетании подобных условий известна лишь для
ряда архей и бактерий, но не описана для каких!
либо иных эукариотных организмов. Кроме то!
го, виды, принадлежащие роду Galdieria в соста!
ве порядка Cyanidiales, способны наряду с авто!
трофией к гетеротрофному росту с использова!
нием десятков органических субстратов, что

также не встречается у других оксигенных фото!
синтетиков. Длительное время Cyanidiales слу!
жили лишь объектами исследований в области
альгологии и экофизиологии [1]. К началу 90!х
годов прошлого века было открыто несколько
новых представителей этой группы, в чем нема!
лую роль сыграли работы О.Ю. Сенцовой, рас!
ширившие видовой состав и биогеографию вул!
канических зон обитания этих уникальных мик!
роорганизмов [2, 3]. Начавшиеся затем генети!
ческие, биохимические и молекулярно!биоло!
гические исследования Cyanidiales и иных крас!
ных водорослей пролили свет на ранние этапы
происхождения оксигенного фотосинтеза,
включая эндосимбиотическое происхождение
хлоропластов и формирование супергруппы ар!
хепластид – красных, зеленых и глаукофитовых
водорослей, имеющих двумембранные хлоро!
пласты [4]. Изучение архепластид позволяет
проследить последующее распространение ок!
сигенного фотосинтеза среди остальных водо!
рослевых фил и наземных растений. Секвениро!
вание геномов у ряда видов Cyanidiales и других

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ГПГ – горизонтальный пе!
ренос генов.

* Адресат для корреспонденции.

Посвящается памяти О.Ю. Сенцовой
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красных водорослей показало, что их эволюция
сопровождалась утратой значительной доли ге!
нов, присутствовавших у общего фотосинтези!
рующего эукариотного предка [5]. Оказалось,
что эволюционный прогресс может быть связан
не только с увеличением разнообразия генов, но
и с их элиминацией, ведущей к сокращению
энергозатрат клетки на содержание генетичес!
кого аппарата [4, 5]. Филогеномный анализ в со!
поставлении с исследованием метаболических
путей за последние годы позволили установить,
что устойчивость к жестким стрессовым услови!
ям унаследована представителями Cyanidiales от
экстремофильных прокариот, благодаря чему
был открыт горизонтальный перенос генов
(ГПГ) между про! и эукариотами, известный ра!
нее только для коэволюции архей и бактерий [5].
Эти полиэкстремофилы можно культивировать
как в лабораторных условиях, так и в открытых
водоемах, где любые иные микроводоросли
подвергаются риску бактериального заражения.
В настоящее время изучение видов, принадле!
жащих к Cyanidiales, с полностью секвениро!
ванными геномами является междисциплинар!
ной областью биологии, имеющей прекрасные
биотехнологические перспективы и позволяю!
щей очертить адаптационные границы, в кото!
рых способны существовать эукариоты [6].

ИСТОРИЯ, СИСТЕМАТИКА,
БИОГЕОГРАФИЯ

Микроорганизм синеватой окраски с неяс!
ной систематической принадлежностью был об!
наружен в кислых термальных источниках Ита!
лии в первой половине XIX века (см. работу [7] и
ссылки в ней). После уточнения особенностей
морфологии и ряда переименований вид был в
итоге идентифицирован как красная микрово!
доросль и получил название Cyanidium caldarium
(см. [8] и ссылки). Многие годы C. caldarium счи!
тался уникальным видом, пока в 1981 г., также в
Италии, не была найдена морфологически сход!
ная с C. caldarium геотермальная микроводо!
росль Galdieria sulphuraria [9], а несколькими го!
дами ранее – еще один представитель этой груп!
пы, Cyanidioschyzon merolae [10]. В начале 90!х го!
дов О.Ю. Сенцовой [2, 3] род Galdieria был по!
полнен сразу тремя новыми видами: G. partita,
G. daedala и G. maxima, найденными на Камчатке
и Курильских островах. В дальнейшем эти фото!
синтетики были обнаружены в гейзерах, фума!
ролах, серных источниках, сольфатарных участ!
ках и в сопровождающих горячие источники
грязевых альго!бактериальных матах в различ!
ных районах Тихоокеанского вулканического ог!

ненного кольца (рис. 1). В Европе термоацидо!
филы, кроме Италии, были найдены в Исландии
и на Азорских островах ([1, 6, 7] и рис. 1).

Эндолитные мезофильные разновидности
Galdieria были найдены в разломах и расселинах
скал, в порах рыхлых каменистых пород и в фо!
тической зоне пещер, где они защищены от вы!
сыхания, перепадов температуры и действия
ультрафиолета. Клетки водорослей образуют
налеты!пленки, имеющие цвет от сине!зелено!
го до почти черного там, где возникает кислая
среда обитания. Разновидности Galdieria, мор!
фологически сходные с G. sulphuraria, обнаруже!
ны также при слабокислых и нейтральных
pH (5–7) в карстовых пещерах Чили, Израиля,
Турции и Франции [1, 6]. Еще один вид
Galdieria, названный Galdieria phlegrea, найден в
кислой, но не термальной среде обитания [1], а
нахождение Galdieria в разогревающихся отвалах
добычи каменного угля означает появление
приспособленности к антропогенному ланд!
шафту [11]. Классификация большого количе!
ства эндолитных штаммов остается неопреде!
ленной. Среди Cyanidiales имеются виды!кос!
мополиты (G. maxima, G. partita, G. sulphuraria и
C. caldarium) и эндемики ряда районов. Филоге!
номные данные свидетельствуют, что наиболее
ранними по происхождению стали не мезофи!
лы, а геотермальные виды Cyanidiales, причем
первой возникшей подгруппой этих микроводо!
рослей является род Galdieria [7].

В настоящее время общепризнанными явля!
ются семь видов Cyanidiales: Cyanidioschyzon
merolae De Luca, Cyanidium caldarium Geitler,
Galdieria sulphuraria Merola, Galdieria maxima
Sentsova, Galdieria partita Sentsova, Galdieria
daedala Sentsova и Galdieria phlegrea Pinto [7, 11].
В отделе красных водорослей, или Rhodophyta,
они образуют филу Cyanidiophytina, класс
Cyanidiophyceae, порядок Cyanidiales и два се!
мейства: Cyanidiaceae c родами Cyanidium (1 вид)
и Cyanidioschyzon (1 вид) и Galdieraceae c одним
родом Galdieria, содержащим 5 видов. В 2020 г.
найден еще один вид, принадлежащий к
Cyanidiales, для которого предложено название
Cyanidiococcus yangmingshanensis [12]. По размеру
клеток и ряду других морфологических призна!
ков этот вид наиболее близок к C. merolae [12].

ЭВОЛЮЦИОННОЕ ПРОИСХОЖДЕНИЕ

Родоначальниками оксигенного фотосинте!
за являются, как известно, возникшие
2,6–2,5 млрд лет назад цианобактерии. Около
1,9 млрд лет тому назад в результате эндосимби!
онтного поглощения цианобактерии, родствен!



ной нынешнему примитивному роду Gloeomar=
garita [11], неким эукариотным гетеротрофом
сформировались хлоропласты и возник общий
автотрофный эукариотный предок [10, 11]. Этот
несохранившийся предковый ствол фотосинте!
тиков, не получивший определенного названия
(возможное – Protoarchaeplastida), подвергся
разновременной дивергенции на три эукариот!
ные ветви (см. [11, 12] и ссылки). Согласно фило!
геномным данным, сначала, 1,7 млрд лет тому
назад, от единого ствола отделились глаукофиты
(синяя ветвь), спустя 100–200 млн лет от оста!
вавшегося общим для красных и зеленых водо!
рослей предка возникли одноклеточные багрян!
ки (красная ветвь) и, наконец, 1,1 млрд лет на!
зад появились зеленые водоросли [11]. Три груп!
пы эукариот, названных архепластидами, имеют
хлоропласты с двойной мембраной и вместе с
цианобактериями сохраняются по настоящее
время (рис. 2). В ходе последовавших событий
вторичного и третичного эндосимбиоза зеленые
и красные микроводоросли (но не Cyanidiales)
дали начало водорослям с четырехмембранным
и редуцированными трехмембранными хлоро!
пластами, в результате чего появились новые во!
дорослевые филы [13]. Высшие растения уна!
следовали от зеленых водорослей архепластид!
ный тип хлоропластов [14].

В совокупности с тремя архепластидными
таксонами в альгологической систематике на!
считывается около 10 наиболее крупных водо!
рослевых отделов. Среди них – отдел красные
водоросли (багрянки, Rhodophyta) образован
семью классами одно! и многоклеточных, в ос!
новном морских водорослей [15]. Cyanidiales об!
разуют монофилетическую группу, отделившу!
юся 1,4 млрд лет назад от остальных красных во!
дорослей. Поэтому наряду с глаукофитами
Cyanidiales являются наиболее древними эука!
риотами!фотосинтетиками. Экстремофилия и
раннее обособление стали причинами их отли!
чия от других Rhodophyta [15].

ЦИТОЛОГИЯ И КАРИОЛОГИЯ

Клетки Cyanidiales имеют характерный си!
не!зеленый цвет и иногда могут быть собраны в
гомогенный слизистый матрикс. В клетках при!
сутствуют микротельца, есть один беспиреноид!
ный стенкоположный хлоропласт с параллельно
идущими тилакоидами. Митохондрия един!
ственная, обычно вогнутой формы; толщина
клеточной стенки не менее 40 нм, но у C. merolae
стенка не сформирована. У всех, кроме
Galdieria, отсутствует вакуоля. Общим свой!

СТАДНИЧУК, ТРОПИН
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Рис. 1. Геотермальные области обнаружения Cyanidiales (обозначены кружками по данным обзорных вулканологических
карт)



ПОЛИЭКСТРЕМОФИЛЫ CYANIDIALES

БИОХИМИЯ  том  87  вып.  5  2022

645

ством является использование аммония в каче!
стве источника минерального азота.

Клетки C. caldarium и видов рода Galdieria об!
ладают округлой формой. Их обычные разме!
ры составляют 2–5 мкм. Самым крупными явля!
ются клетки G. maxima (штамм IPPAS!P507), диа!
метр которых равен 4,0–16,5 мкм [2, 3]. C. mero=
lae отличается от других водорослей наименьши!
ми размерами (≤ 1,5–2,0 мкм) и овально!груше!
видной формой клеток [16]. Размножение
Cyanidiales бесполое, с помощью округлых или
тетраэдрических эндоспор. Как правило, образу!
ются 4 эндоспоры, но возможно уменьшение их
числа до 2 или увеличение до 8 и даже до 32.
У C. merolae размножение, при отсутствии кле!
точной стенки, происходит перетяжкой клетки
надвое, но в геноме сохраняются гены белков,
обслуживающих мейотическое деление [16, 17].

C. caldarium и G. sulphuraria нередко обитают
совместно и морфологически очень сходны.
Многие годы их наиболее ясным различием слу!
жила возможность гетеротрофии у G. sulphuraria.
Определение хромосомных чисел вносит яс!
ность в альгологическую систематику, особенно
в случае подобных затруднений [18]. Водоросли
семейства Galdieraceae (G. sulphuraria, G. partita и
G. maxima) имеют минимальный для эукариот
набор из двух хромосом, в то время как в ядре
C. caldarium хромосомы меньше по размерам и их
насчитывается пять, или, возможно, семь [19].
Для С. merolae разрешение хромосомных изобра!
жений в микроскопических препаратах оказа!
лось недостаточным. Геномные исследования
позволили установить, что ядро клеток С. merolae
содержит 20 хромосом [20], чьи изображения в
световом микроскопе накладываются друг на
друга. Таким образом, все роды Cyanidiales име!
ют достоверные кариологические различия.

ОСОБЕННОСТИ ГЕНОМА

Особенности генома Cyanidiales определя!
ются историей происхождения Rhodophyta,
ранним отделением ветви Cyanidiales от основ!
ного эволюционного ствола красных водорос!
лей, горизонтальным переносом генов (ГПГ) от
прокариот, обусловливающим экстремофилию,
и микроэволюцией видов внутри группы. Ге!
номные проекты осуществлены для C. merolae и
G. sulphuraria.

Транскриптомные и геномные данные для
представителей 14 родов красных водорослей
показали, что их клетки содержат не более
10 000 генов. Становление багрянок сопровож!
далось сокращением примерно 25% генома, ко!
торый имелся у их общего с зелеными водорос!
лями эукариотного предка [20, 21]. Были утра!
чены гены жгутиков, базальных телец, фито!
хромной системы, уреазы (гидролиз мочевины),
специфичного для растений миозина, гены ре!
гуляции автофагии, часть генов сократительных
белков цитокинеза и гены контактных белков
плазмалеммы и мембранных ферментов [20, 21].
Альгологическая обособленность красных водо!
рослей, включая Cyanidiales, проявляется также
в общем с грибами кинурениновом, но не ас!
партатном пути катаболизма триптофана с его
участием в de novo биосинтезе NAD+ [22].

Дальнейшее сокращение генома произошло
при отхождении ветви Cyanidiales от общего
ствола красных водорослей. У Cyanidiales отсут!
ствуют мейоз и часть связанных с мейозом ге!
нов. По сравнению с другими фотосинтетиками
понижена доля генов, регулирующих образова!
ние вторичных метаболитов. У C. merolae утраче!
ны гены клеточной стенки и гены транспорта
многих углеводов. Ядерный геном содержит

Рис. 2. Происхождение трех фил архепластидных фотосинтетиков (Glaucophyta, Viridiplantae и Rhodophyta). Длина отрез!
ков, последовательно (слева направо) соединяющих группы организмов, условно пропорциональна срокам их появления.
Фила Rhodophyta [15] состоит из рано обособившейся субфилы Cyanidiophytina (один класс Cyanidiophyceae с одним по!
рядком Cyanidiales) и субфилы Rhodophytina, содержащей группы Bangiophyceae, Compsopogonophyceae, Floridiophyceae,
Porphyridiophyceae, Rhodellophyceae, Stygnematophyceae



5331 ген, в том числе 4474 белок!кодирующих
генов, и является наименьшим из всех извест!
ных у фотосинтезирующих эукариот [20]. Гены
имеют малое число повторов и минимум интро!
нов (26 на весь геном), а удобство генетических
трансформаций делает C. merolae модельным
объектом геномики [6, 23].

В секвенированном геноме G. sulphuraria
найдено 6623 гена. Сохраняются интроны и аль!
тернативный сплайсинг, что необходимо для
сложного аппарата построения клеточной стен!
ки, а также транспорта и усвоения десятков ор!
ганических субстратов при гетеротрофном и
миксотрофном росте, возможном для Galdieria
[21]. Появляющиеся адаптационные возмож!
ности, обеспечиваемые более широким набо!
ром генов и интронами [24], могут превалиро!
вать над выигрышем от сокращения энергозат!
рат на содержание генома, как в случае
G. sulphuraria, либо отступать на второй план пе!
ред экономией энергорасходов клетки, как у
C. merolae. Не менее 30% генов G. sulphuraria не
имеют ортологов в геноме C. merolae и наоборот,
что указывает, согласно известному принципу
конкурентного исключения, на занятие двумя
видами различных микрониш в термально!аци!
дофильных биотопах.

Согласно филогеномному анализу, Cyanidiales
благодаря ГПГ приобрели 5% своих белок!ко!
дирующих генов от архей и бактерий. У G. sul=
phuraria идентифицировано по крайней мере
75 заимствований генов от экстремофильных
прокариот [25]. От архей получены ATPазы, свя!
занные с толерантностью клеток к повышен!
ным температурам [20, 25], и гены биометили!
рования мышьяковистых производных [26].
Среди трансмембранных транспортных протеи!
нов в плазмалемме преобладают белки, полу!
ченные благодаря ГПГ. Многочисленные саха!
рокиназы G. sulphuraria проявляют большее
сходство с ферментами прокариот, чем с белка!
ми растений [27]. О некоторых белках, напри!
мер, ферментах пути синтеза сахарозы у G. sul=
phuraria, нельзя сказать с определенностью, по!
лучены ли они с помощью ГПГ или унаследова!
ны напрямую от общего предка зеленых и крас!
ных водорослей [20, 22, 25]. В совокупности
белки, приобретенные с помощью ГПГ, необхо!
димы для выработки устойчивости к температу!
ре, тяжелым металлам, ацидофилии и для усво!
ения разнообразной органики. ГПГ!гены могут
приобретаться не только de novo из!за их отсут!
ствия у эукариот, но и для замены уже имевших!
ся на более успешные в условиях экстремофи!
лии.

Пластом и митохондриальный геном у
Cyanidiales, как и у всех фотосинтетиков, харак!

теризуются эндоплазматической передачей ге!
нов в клеточное ядро. Пластомы G. sulphuraria и
C. merolae сокращаются соответственно до 207 и
158 белок!кодирующих генов, которые имеют
большое число межгенных петель. Отмечена
компактность пластома C. merolae с перекрыва!
нием 40% имеющихся генов. В пластоме найден
ген субъединицы сульфатного транспортера,
что, очевидно, коррелирует с обитанием этого
организма в серных источниках. Набор митохон!
дриальных генов, а именно, 18 у G. sulphuraria и
34 у C. merolae, является еще меньшим, и коль!
цевые геномы, как и в родопластах, не содержат
интронов. В целом влияние экстремофилии на
геномы органелл исследовано еще недостаточно
(см. [28] и ссылки).

ТЕРМОФИЛИЯ

Верхняя температурная граница роста
Cyanidiales находится на 50–56 °С, что является
недостижимым пределом для иных микроводо!
рослей (см. [29] и ссылки). У других эукариот!
ных термофилов (немногие простейшие и
грибы) лимит может находиться выше, в облас!
ти 62–63 °С. Способность жить при температу!
рах выше 80 °С считается гипертермофилией,
возможной для архей и бактерий (рис. 3, а). Сле!
дует упомянуть, что максимальная температура
роста, равная 122 °С, зафиксирована для мета!
ногенной археи Methanopyrus kandleri [29].

Общим свойством термофилов является по!
явление в цитоплазме протекторных соедине!
ний, например полиаминов. Также показано
уменьшение числа двойных связей в составе
жирных кислот и увеличение гидрофобности
белков. В составе ДНК отмечается рост доли гу!
анина и цитозина, пара оснований которых бо!
лее стабильна, чем пара аденин!урацил, и воз!
растание гидрофобности белков [29, 30].

Наиболее исследованным в этом плане у
Cyanidiales является фотосинтетический белок
С!фикоцианин, в молекуле которого дополни!
тельные солевые мостики ведут к повышению
температуры денатурации до 83 °С, что заведомо
выше, чем для С!фикоцианина мезофилов
[30, 31]. Показано, что у G. phlegrea переход от
автотрофного к гетеротрофному типу питания
ведет к увеличению термостабильности клеток
[32]. В автотрофных клетках содержание С!фи!
коцианина снижается при подъеме температуры
выше 30 °С, а гетеротрофные клетки, наоборот,
имеют максимальное количество С!фикоциа!
нина при 40–50 °С [32].

С понижением температуры до 40 °С при
увеличении поверхности растекающихся сер!
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ных источников Cyanidiales могут вытесняться
умеренно термофильными и мезофильными,
например, зелеными, микроводорослями [33].
При температуре 25–28 °С у G. sulphuraria и
C. merolae падает активность фотосинтеза, рас!
ходуются запасы крахмала и изменяется
экспрессия ядерных генов [34, 35]. Таким обра!
зом, обычный для мезофилов температурный
режим вызывает у термофилов холодовой
стресс. Сведения о проявлениях термофилии у
клеток Cyanidiales остаются во многом феноме!
нологическими.

АЦИДОФИЛИЯ

Высокая кислотность водных источников в
зонах вулканической активности вызвана геохи!
мическим образованием серной кислоты при
атмосферном окислении выделяемого из каль!
дер гидротермального сероводорода, а также де!
ятельностью серобактерий. Уровень кислотнос!
ти в 0,1–1,0 ед. pH является границей для суще!
ствующей земной жизни [33]. Ацидофилы, жи!
вущие при pH 1,0, хорошо известны и представ!
лены хемолитотрофными и органотрофными
археями и бактериями, но в местах своего оби!
тания Cyanidiales являются доминирующими
видами при pH ≥ 2,5. У эукариот ацидофилы,
наряду с Cyanidiales, встречаются среди одно!
клеточных грибов, а также у эвгленовых, диато!
мовых, золотистых и зеленых нитчатых водо!
рослей (рис. 3, б). От Cyanidiales другие микро!
водоросли!ацидофилы отличаются более разно!

образной экологией и более низкими темпера!
турами, например, в случае обитания в сфагно!
вых болотах. Цианобактерии, имеющие сход!
ный с Cyanidiales фотосинтетический аппарат,
не способны выживать при pH ниже 4. Разли!
чие, вероятно, связано с появлением предковых
цианобактерий в ходе эволюции в щелочных во!
доемах. С другой стороны, среди Cyanidiales нет
алкалофильных видов, обычных среди циано!
бактерий.

Функционирование макромолекул, особен!
но белков, подразумевает нейтральные величи!
ны pH внутри клетки. При кислых pH фермен!
ты теряют активность, а хлорофилл в тилакои!
дах превращается в феофитин. Внутриклеточ!
ный pH у Cyanidiales, как и у других ацидофи!
лов, равен 6,6–6,7 [36]. При pH среды обитания
1–4 это означает, что концентрация протонов
внутри и снаружи клетки разнится в 103–106

раз; таким образом, способность клеток к аци!
дофилии связана с поддержанием градиента
протонов на плазмалемме [37]. Роль клеточной
стенки как протонного барьера из!за наличия в
ней водных пор вторична в качестве протонно!
го барьера по отношению к плазмалемме, т.к.
клетки С. merolae и подвижных ацидофилов у
ряда других групп водорослей вообще не имеют
стенки.

Имеющийся градиент концентрации создает
постоянную диффузию протонов внутрь клетки,
несмотря на то что число белковых каналов
плазмалеммы, которые позволяли бы протонам
проникать внутрь, минимизируется [25]. Нейт!
ральность pH в клетках Cyanidiales обеспечива!

Рис. 3. Верхние пределы температуры (а) и нижние пределы кислотности (б), при которых возможен рост микроорганиз!
мов и нитчатых водорослей ([29, 33] и ссылки в них)



ется активным обратным транспортом Н+ во
внешнюю среду протонной мембранной пом!
пой, что сопровождается удалением анионов с
помощью ATPазы Р!типа, работа которой регу!
лируется на уровне транскрипции [37].
Действие помпы дополняется связыванием про!
никающих протонов в буферной системе клетки
и обменом протонов цитоплазмы на К+ и Na+

клеточной вакуоли [37, 38]. Буферная емкость
протоплазмы и изоляция внутри вакуоли играют
меньшую роль в сравнении с обратным мемб!
ранным транспортом. Согласно расчетам, на ра!
боту протонной ATPазы из!за активной диффу!
зии протонов внутрь клетки расходуется до 50%
всей клеточной ATP [37]. При этом положитель!
ный потенциал +10 мВ на плазмалемме, созда!
ваемый выкачиваемыми протонами, служит
препятствием для проникания внутрь катионов
металлов [39].

УСТОЙЧИВОСТЬ К ТЯЖЕЛЫМ МЕТАЛЛАМ

Условия в районах вулканической активнос!
ти гибельны для большинства организмов. Низ!
кие значения pH геотермальных вод способ!
ствуют растворению горных пород и переводу
металлов из минеральной кристаллической и
гидратированной формы в ионную, наиболее
токсичную. As, Cd, Cr, Hg, Pb как элементы, не
участвующие в метаболизме, инактивируют
белки, соединяясь с сульфгидрильными группа!
ми аминокислотных остатков, а также способ!
ствуют перекисному окислению липидов и об!
разованию активных форм кислорода (АФК),
участвующих в цикле Габера–Вейса, реакции
Фентона, окислении пула глутатиона и др. В от!
вет в клетке активируется система антиоксидант!
ной защиты, в результате чего ионы металлов
связываются с хелатирующими агентами (фито!
хелатины, металлотионеины) и изолируются в
вакуолях или удаляются наружу в виде металло!
органических производных цитратов, малатов и
полифосфатов [40].

Cu, Fe, Mn необходимы при фотосинтезе;
гемовое и негемовое железо входит в состав
многих белков; соединения Zn, Mo, Co и Ni в
малых количествах также нужны клеткам, но с
увеличением концентрации становятся токсич!
ными. Устойчивость к металлам у клеток
C. caldarium уменьшается в ряду Al > Cu >
> Cr > Mn > Ni > Zn > Cd [41].

Избыточное железо в клетках Galdieria депо!
нируется в виде фосфатов, образующих в цито!
плазме электронноплотные тельца размером
100–200 нм; формирование полифосфатов пока!
зано также для Al (III) и Mn (II) [41]. Инактива!

ция ртути происходит благодаря биосинтезу ди!
сульфидов. Клетки Galdieria, образуя β!HgS, мо!
гут связать до 1000 ppb ртути, что в 20 раз превы!
шает уровень растворенного металла в вулкани!
ческих источниках. Hg!редуктаза, ген которой
был получен от протеобактерий, переводит ионы
Hg2+ в менее токсичную металлическую ртуть.
Образование нерастворимых сульфидов отмече!
но также для Cd в клетках C. merolae [42, 43] при
извлечении серы из цистеина под действием де!
сульфогидразы. Мышьяк в клетках C. merolae пе!
реводится в малотоксичную биометильную фор!
му благодаря метилтрансферазам (ArsM). Кроме
того, найдены два гена управляемой мембран!
ной мышьяковой помпы ArsB, ведущие проис!
хождение от термоацидофильных бактерий [26].
Cyanidiales способны расти в присутствии
200 мМ алюминия [44]. Анализ генома G. sulphu=
raria показал [25], что в плазмалемме должны на!
ходиться ионные каналы, обеспечивающие се!
лективный транспорт необходимых клетке кати!
онов (рис. 4), благодаря чему Cyanidiales в своих
местах обитания участвуют в биогеохимических
циклах металлов.

УСВОЕНИЕ НЕОРГАНИЧЕСКОГО
УГЛЕРОДА

Фиксация молекул углекислого газа у
Cyanidiales, как у большинства фотосинтетиков,
происходит по С3!пути с помощью рибулозо!
бисфосфаткарбоксилазы (РБФК) [45]. При
pH 1–4 буферное равновесие СО2 ↔ НСО3

− ↔
↔ СО3

2− в серных источниках полностью смеще!
но в сторону СО2, но из!за повышенной темпе!
ратуры растворимость углекислоты является
очень низкой. Тем не менее выраженное срод!
ство к липидам ускоряет диффузию растворен!
ного СО2 сквозь клеточную мембрану. Вероят!
но, поэтому акваглицеропорины плазмалеммы
и резус!протеин Rh1 пластидных мембран, ко!
торые облегчают проникание СО2 сквозь липид!
ный барьер у растений, у C. merolae не обнаруже!
ны [46].

Уровень СО2 в воздухе составляет 0,04%, что
у многих фотосинтетиков оказывается недоста!
точным для карбоксилазной активности РБФК
как ключевого фермента цикла Кальвина, воз!
никшего в обогащенной углекислым газом ран!
ней биосфере. СО2!Концентрирующий меха!
низм (ССМ) с помощью карбоангидразы позво!
ляет вовлекать в усвоение углерода ионы НСО3

−

благодаря их диссоциации на ОН− с защелачи!
ванием внешней или внутренней среды клетки
и на используемый клетками СО2. У цианобак!
терий фермент локализован в карбоксисомах, у
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водорослей – в пиреноидах, хотя их наличие в
хлоропластах не является однозначным свиде!
тельством ССМ, и ряд зеленых, красных и хри!
зофитовых водорослей могут обходиться только
усвоением СО2 [47]. У С. caldarium признаков
ССМ не обнаружено; у C. merolae ингибиторы
карбоангидразы не влияют на выделение О2,
указывая, наряду с беспиреноидными хлоро!
пластами, на требующее ряда дополнительных
доказательств отсутствие ССМ [48], которое со!
ответствует гидрохимически обусловленному
отсутствию ионов НСО3– в кислой среде [48].
Для улучшения фиксации СО2 Cyanidiales ис!
пользуют форму РБФК, обладающую макси!
мальной карбоксилазной активностью. Из че!
тырех известных форм, IA, IB, IC, и ID, у
Cyanidiales, как и у всех красных водорослей,
присутствует форма ID, отличающаяся самым
большим сродством к СО2 [47]. Содержание уг!
лекислого газа в горячих источниках составляет
10 мкМ, а РБФК из C. caldarium и G. sulphuraria
фиксирует СО2, начиная с концентрации
6–7 мкМ, которая является наименьшей извест!
ной для эукариот [49].

В активном центре РБФК возможно связы!
вание как СО2, так и О2. Повышение освещен!
ности приводит к дополнительному фотосинте!
тическому образованию О2 и, соответственно, к

появлению токсичных активных форм кислоро!
да (АФК). В этих условиях возрастает конкуре!
нтная по отношению к углекислому газу РБФК!
фиксация О2, что нейтрализует избыточный
кислород, но приводит затем к появлению
3!фосфоглицеринового альдегида (3!ФГА) и
2!фосфогликолата (2ФГ), ингибирующего ряд
клеточных ферментов. Поэтому 2ФГ утилизиру!
ется в реакциях фотодыхания, называемых так!
же гликолатным циклом [50]. Цепь реакций
последовательно осуществляется в трех орга!
неллах: митохондриях, пероксисомах и хлороп!
ластах. Согласно BLAST!анализу (генома),
клетки C. merolae содержат ген каталазы и гены
всех остальных белков, участвующих в фотоды!
хании у высших растений, указывая, что у
C. merolae возможно фотодыхание [51]. Об этом,
в частности, говорит и зависимость выделения
О2 у C. merolae от изменений углекислотного
компенсационного пункта [48].

ГЕТЕРОТРОФИЯ И МИКСОТРОФИЯ

Виды рода Galdieria обладают способностью
к темновой гетеротрофии. Выявлено 27 усвояе!
мых углеводов и полиолов, и с учетом амино!
кислот и интермедиатов цикла Кребса – до

Рис. 4. Общепринятая схема поступления и распределения металлов (Ме+ и их комплексы) в растительной клетке.
1 – Диффузия по градиенту концентрации; 2 – активный внутриклеточный транспорт с помощью переносчиков; 3 – ак!
тивное удаление из клетки; 4 – образование комплексов металлов с органическими и неорганическими субстратами цито!
плазмы; 5 – изоляция внутри вакуоли в виде свободных катионов и металлокомплексов



50 органических веществ, которые могут ис!
пользоваться Galdieria для построения собствен!
ных органических соединений и как источник
энергии [6, 7, 52]. При переходе от авто! к гете!
ротрофии размеры клеток Galdieria увеличива!
ются [52, 53], утончается клеточная стенка, об!
легчая поступление органики, возрастает число
митохондрий, крупный хлоропласт разбивается
на несколько мелких пропластид, теряются хло!
рофилл и фикобилины, утрачиваются многие
ферменты фотосинтеза, в клетке увеличивается
содержание гликогена, стеариновой и малеино!
вой кислот, мононенасыщенных жирных кислот
и эргостерола [54].

Возможности культурального роста гетеро!
трофных клеток G. sulphuraria составляют
50–100 г/л в виде сухой биомассы, что сопоста!
вимо с высокопродуктивными одноклеточными
грибами, гетеротрофными бактериями и еди!
ничными видами микроводорослей других так!
сонов [55]. Лаг!фаза после добавления органики
в ростовую среду может занимать от 1 до 45 су!
ток [6, 52]. Наиболее быстро усваиваются глю!
коза и другие гексозы (рис. 5).

В геноме G. sulphuraria выявлено 28 потенци!
альных мембранных переносчиков различных
углеводов [27, 56]. Доля мембранных транспор!
теров в протеоме составляет 5,2%, что значи!
тельно больше, чем у фотоавтотрофных микро!
водорослей [25]. Все переносчики карбогидра!
тов разбиваются на три группы: 1) группа глю!

козы и др. гексоз; 2) группа пентоз и 3) группа
полиолов [27]. G. sulphuraria может расти, ис!
пользуя лишь чистый глицерин.

Превращение усвояемых полиолов в углево!
ды происходит с помощью дегидрогеназ. «Все!
ядностью» G. sulphuraria обязана наличию раз!
нообразных ферментов. У G. sulphuraria обнару!
жены гены галактокиназы, глицерокиназы,
глюкокиназы, ксилокиназы, рибокиназы,
фруктокиназы и др. [57]. Манноза в форме ман!
ноза!6!фосфата токсична для высших растений,
а у G. sulphuraria под действием глюкокиназы и
изомеразы превращается в фруктозо!6!фосфат,
что устраняет клеточный токсикоз [58]. Анало!
гичным образом метаболизируется токсичная
галактоза. Пути использования углеводов и дру!
гие основные метаболические процессы в клет!
ках Galdieria подробно рассмотрены в [57]. Веро!
ятным источником усвояемой органики служат
отмирающие собственные клетки и находящие!
ся в той же среде обитания нефотосинтезирую!
щие бактерии.

C. merolae обладает значительно меньшим
числом белков для транспорта аминокислот и
углеводов по сравнению с G. sulphuraria [59, 60].
При содержании глицерина во внешней среде,
равном 200 мкМ, преодолевается концентраци!
онный клеточный барьер, делая возможным ге!
теротрофный рост, хотя и более медленный, чем
при автотрофии. Гетеротрофия не возникает, од!
нако, при добавке в среду глюкозы, янтарной
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Рис. 5. Влияние добавления 1%!ной глюкозы на рост культуры и размеры клеток G. partita. а – Ростовые кривые клеток
при фотоавтотрофном (1), хемогетеротрофном (2) и фотогетеротрофном (3) росте. Присутствие глюкозы в ростовой среде
(2 и 3) приводит к многократному увеличению числа клеток; б – рефрактограмма размеров клеток G. partita, выращенных
в течение семи дней в фотоавтотрофных (1), хемогетеротрофных (2) и фотогетеротрофных (3) условиях [53]. Небольшое
увеличение доли гетеротрофных клеток размером 3 мкм объясняется повышенным образованием микроспор, меньших
по размеру, чем вегетативные клетки
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или молочной кислот [60]. С экофизиологичес!
кой точки, зрения C. merolae остается фотоав!
тотрофом, но встраивание одного из генов – пе!
реносчиков глюкозы из G. sulphuraria в геном
C. merolae позволило и в этом случае осущест!
вить гетеротрофный рост [56].

Виды рода Galdieria наряду с темновой гете!
ротрофией способны к миксотрофному (фото!
гетеротрофному) росту, который в разных био!
химических вариантах метаболизма является ус!
пешной эволюционной стратегией, увеличива!
ющей физиологическую активность ряда фото!
синтетиков [61]. Взаимоотношение дыхательно!
го и фотосинтетического процессов еще остав!
ляет много неясных вопросов, которые подразу!
мевают исследование миксотрофов, подобных
Galdieria.

За C. caldarium сохраняется характеристика
строгого фотоавтотрофа.

ЗАПАСНЫЕ ПОЛИСАХАРИДЫ

Багрянковый, или флоридный, крахмал
Cyanidiales, как и у всех красных водорослей,
накапливается в цитозоле, в отличие от биосин!
теза крахмала в хлоропластах у зеленых водорос!
лей и высших растений. Содержание запасных
углеводов в клетках Cyanidiales невелико, их
значительные количества синтезируются лишь
при концентрации СО2 в среде не ниже 1%, и у
представителей Galdieria – при переходе к гете!
ротрофии. У гетеротрофно растущей G. maxima
количество глюкана может возрастать с 5 до 80%
сухого веса клетки [62]. В миксотрофных усло!
виях накопление полисахаридов за счет суммар!
ного поступления СО2 и органики идет более
интенсивно, чем при темновой гетеротрофии
[62, 63]. В условиях гетеротрофии углеводы сре!
ди запасных веществ составляют до 65%, бел!
ки – 25%, а липиды – лишь 10% [64]. У C. merolae,
как и у других фотоавтотрофов, содержание за!
пасных углеводов увеличивается при деграда!
ции белков, вызванной дефицитом азота
[65, 66].

Ферменты синтеза глюканов у красных и зе!
леных водорослей имеют общее происхожде!
ние, что указывает на появление крахмала до
эволюционного разделения этих двух ветвей ар!
хепластид [67]. Сборку полисахаридных цепей у
глюканов ведут два фермента. Гликогенсинтаза
увеличивает длину молекул глюкана за счет
α!1,4!гликозидных связей между молекулами
D!глюкозы, и одновременно ветвящий фермент
создает боковые ответвления с помощью
α!1,6!связей. Для фотосинтетиков характерны
по!разному разветвленные глюканы. G. sulphu=

raria содержит ген, кодирующий гликогенсин!
тазу с дополнительным активным центром по!
явления разветвлений, что приводит к больше!
му числу боковых α!1,6 ковалентных связей.
К настоящему времени не известен ни один ор!
ганизм среди про! или эукариот с подобными
свойствами. Представители Galdieria синтезиру!
ют наиболее разветвленный из полиглюканов,
который по частоте образования боковых цепей
превосходит амилопектин высших растений,
гликоген дрожжей, фитогликоген цианобакте!
рий и крахмалы мезофильных красных водорос!
лей [68]. Средняя длина неразветвленных участ!
ков полиглюкана у G. maxima составляет 6–7 ос!
татков глюкозы [62], у G. sulphuraria их число
равняется 9–10 [68]. Высокоразветвленные по!
лисахариды быстрее других полиглюканов ути!
лизируются как углеводный резерв.

Кроме багрянкового крахмала, красные во!
доросли синтезируют низкомолекулярные саха!
риды: флоридозид и, в меньшем количестве,
изофлоридозид [69]. У Cyanidiales, если горячий
источник является гипергалинным, эти соеди!
нения, наряду с быстрорастворимым крахма!
лом, выполняют роль осмопротекторов (в экс!
перименте до 1,2 M NaCl) [69]. Аналогичным
образом эти два сахарида, вероятно, могут за!
щищать от пересыхания эндолитные виды
Galdieria [69].

КЛЕТОЧНАЯ СТЕНКА

Клеточная стенка служит водорослям и на!
земным растениям защитой от проникания ин!
фекционных агентов и агрессивных веществ,
от поедания гетеротрофами, а также является
опорной структурой [70, 71]. В термоацидо!
фильной среде обитания опасность поедания
или инфекционного заражения для Cyanidiales
минимальна, но клеточный каркас и защита
от химических воздействий необходимы.
У C. caldarium и G. sulphuraria стенки прочны
настолько, что затрудняют механическое разру!
шение. Клетки C. merolae при малых размерах
(2 мкм) обходятся без клеточной стенки, демон!
стрируя некоторую способность к фототакси!
су [72].

С учетом внутреннего или наружного поло!
жения относительно плазмалеммы и других осо!
бенностей различают пять (типы I–V) базовых
типов клеточной стенки [71]. Красные водорос!
ли, включая Cyanidiales, вместе с высшими рас!
тениями и зелеными водорослями относятся к
типу III с внутренним расположением клеточ!
ной мембраны [70]. Сходство целлюлозных и
других полимерных волокон у разных по срокам



происхождения групп водорослей является
следствием очень раннего параллельного пере!
носа генов их биосинтеза от бактерий к эукарио!
там [73]. У красных водорослей мономерами
фибриллярных цепей полисахаридов служат
(1!3)(1!4)!β!D!глюканы; скреплять волокна
стенки могут агар, каррагинан и лигнин [71].
Клеточная стенка C. caldarium, имея толщину
50 нм, содержит 12–14% гемицеллюлозы, 3–4%
целлюлозы и 2% липидов; 55% массы стенки
составляют кислотоустойчивые белки [74]. Пути
биосинтеза компонентов стенки у красных во!
дорослей остаются неясными, но в геноме
G. sulphuraria идентифицированы гены фукозил!,
галактозил!, маннозил! и гликозилтрансфераз
[75]. Средствами защиты клеточной стенки и
клетки в целом от АФК служат пероксидазы.
Из десяти генов пероксидаз, найденных у
G. sulphuraria, три кодируют пероксидазы клас!
са III, которые участвуют в формировании лиг!
нина, сшивающего микрофибриллы гемицел!
люлоз [75]. Предполагается, что способность
Galdieria выживать месяцами в полной темноте
при отсутствии органики связана с лигнизацией
и закупоркой на этот период стеночных пор для
разобщения с внешней средой [75].

При переходе от автотрофии к гетеротроф!
ному питанию клеточная стенка G. sulphuraria,
как упоминалось, заметно истончается [54]. От!
сутствие стенки у C. merolae, непроницаемость
стенки у C. caldarium для органических веществ
и изменение толщины стенки у G. sulphuraria
служат указанием на лабильность и эволюцион!
ные изменения этой структуры у эукариот.

ЛИПИДНЫЙ СОСТАВ МЕМБРАН

К основным мембранным липидам C. merolae
и G. sulphuraria относятся моно! и дигалактози!
лглицеролы, сульфолипиды, фосфатидилглице!
рол, фосфатидилхолин, фосфатидилэтанола!
мин, фосфатидилинозитол, хотя разнообразие
жирных кислот в липидах невелико: их пред!
ставляют пальмитиновая, олеиновая, линолено!
вая и линолевая. Липиды Cyanidiales, согласно
биохимическому анализу, сходны с липидами
растений и других групп водорослей [76, 77].

Ацилированные липиды пластидных мемб!
ран у растений и водорослей содержат полиено!
вые жирные кислоты, в биосинтезе которых ис!
пользуются прокариотный и эукариотный пути,
локализованные соответственно в хлоропластах
и эндоплазматическом ретикулуме (ЭПР). Кис!
лоты 16 : 0 и 18 : 0 синтезируются в пластидах, а
их элонгация и десатурация происходят в ци!
топлазме. Биосинтез линолевой кислоты, име!

ющей две двойные связи и входящей в состав
фосфатидилхолина, полностью осуществляется
в цитоплазме. Обычные для других эукариот по!
лиеновые жирные кислоты с тремя двойными
связями, за исключением линоленовой, у
Cyanidiales отсутствуют. Десатурация жирных
кислот в составе липидов ведет к увеличению
текучести мембран, необходимой при низких и
средних температурах, в чем не нуждаются орга!
низмы!термофилы. По!видимому, по этой при!
чине, как следует из геномного анализа, C. merolae
не содержит десатураз цианобактериального
(пластидного) происхождения, которые катали!
зируют образование двойных связей в жирных
кислотах растений [78]. При образовании моно!
галактозилдиацилглицерола используется соче!
танный биосинтез с использованием пальмити!
новой кислоты, поступающей из хлоропласта, и
линолевой кислоты, синтезируемой в ЭПР [78].
Тонкая биохимическая регулировка состава
мембранных липидов достигается образованием
изомеров имеющихся в них жирных кислот в за!
висимости от изменений pH среды [79]. При
кислых значениях pH в серных источниках фос!
фаты очень плохо растворимы, отчего фосфор!
ное голодание привело у Cyanidiales к замене
фосфолипидов на бетаинлипиды. Десятки вы!
явленных у G. sulphuraria разновидностей бета!
инлипидов разделяются на 14 классов [79]. Дан!
ные сравнительной геномики в сопоставлении
со схемами метаболических путей показывают,
что в геноме C. merolae активность 121 гена свя!
зана с участием в биосинтезе жирных кислот и
липидов [58, 78].

При переходе от автотрофного к гетеротроф!
ному росту у G. sulphuraria содержание липидов в
пересчете на сухой вес клеток меняется незна!
чительно, т.к. основным запасаемым полиме!
ром служит багрянковый крахмал, а не масла
[64]. Имеются данные о наличии у G. sulphuraria
генов синтеза липида А, который является со!
ставной частью липополисахаридов у грамотри!
цательных бактерий, где они обеспечивают
структурную целостность и защиту клеточной
мембраны от агрессивных воздействий окружа!
ющей среды [58], что полностью соответствует
условиям существования Cyanidiales.

ПИГМЕНТНЫЙ АППАРАТ ФОТОСИНТЕЗА

Монофилетическое происхождение хлоро!
пластов от цианобактерий позволяет сопостав!
лять результаты, полученные при исследовании
фотосинтеза у представителей разных расти!
тельных таксонов. Пигментный аппарат окси!
генного фотосинтеза универсален и состоит из
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макрокомплексов фотосистем 1 и 2 (ФС 1 и
ФС 2), которые отличаются консерватив!
ностью, и дополняющей светосбор вариабель!
ной светособирающей антенны. Фикобилисом!
ная антенна цианобактерий сохранилась у всех
красных и глаукофитовых водорослей, в то вре!
мя как в зеленой линии архепластид она смени!
лась хлорофилл a/b!содержащей антенной, а у
хромофит была заменена на хлорофилл а/с!со!
держащие протеины [80].

Коровые комплексы цианобактериальной
ФС 2 состоят из 3 гидрофильных и 17 трансмем!
бранных полипептидов, образуя в тилакоид!
ной мембране димеры общей массой 700 кДа.
Выявленные различия ФС 2 в хлоропластах раз!
ных таксонов касаются водоокисляющего
Mn4CaO5!содержащего кластера. У цианобакте!
рий кластер состоит из трех белковых субъеди!
ниц, PsbO, PsbU и PsbV. Для C. caldarium в 2016 г.
был получен первый среди эукариотных фото!
синтетиков кристаллический препарат ФС 2
[81]. Как оказалось, к трем перечисленным по!
липептидам для стабилизации формы кластера
добавляется полипептид PsbQ′, имеющий участ!
ки гомологии с подобным ему полипептидом
PsbQ зеленых водорослей и растений [81].

Коровый комплекс ФС 1 у цианобактерий
содержит 12 полипептидов и образует в тилако!
идной мембране мономеры и тримеры; у расте!
ний число полипептидов ФС 1 возрастает до 15,
и комплекс находится в тилакоидах только в ви!
де мономеров массой 600 кДа. Кристаллические
структуры комплексов ФС 1, полученных из
C. merolae, из цианобактерии Synechocystis sp.
PCC 6803 и из растений (Pisum sativum), характе!
ризуются совпадением в размещении молекул
антенного хлорофилла в апопротеинах [82].
У C. merolae сохранилась имеющаяся у циано!
бактерий PsaM субъединица комплекса ФС 1,
утраченная растениями [83]. Поэтому не исклю!
чено, что полипептид PsaM участвует в контакте
ФС 1 с фикобилисомной антенной. У C. merolae,
как и у растений, в составе ФС 1 появляется
PsaO!полипептид, но отсутствуют приобретен!
ные растениями PsaG и PsaH полипептиды.
PsaL!полипептид у C. merolae утратил α!спи!
ральный сегмент, необходимый для тримериза!
ции ФС 1 у цианобактерий [83], что коррелиру!
ет с отсутствием тримеров ФС 1 у красных водо!
рослей и появлением у них антенных Lhcr!по!
липептидов, содержащих по 13–15 хлорофилль!
ных молекул. Lhcr!полипептиды, от трех у
C. merolae до 5–9 – y G. sulphuraria, полупоясом
охватывают в плоскости мембраны мономер
ФС 1, увеличивая его светопоглощение [82]. Та!
кое строение аналогично присутствию LHC!ан!
тенны, примыкающей к мономерам ФС 1 у зе!

леных водорослей и растений. Содержание
ФС 1 у красных водорослей, как и у цианобакте!
рий, в несколько раз превышает содержание
ФС 2, отличаясь от соотношения 1 : 1 у расте!
ний, что, очевидно, связано с разными долями
линейного и циклического электронного транс!
порта. Донором электрона для ФС 1 у
Cyanidiales и, вероятно, у других красных водо!
рослей, служит цитохром с6, в то время как у
растений донором является пластоцианин, а у
цианобактерий имеются оба донора [82, 83].

В фикобилисомах макрофитных красных во!
дорослей присутствует красный пигмент фико!
эритрин (B! или R!), цвет которого определяет
окраску клеток. У Cyanidiales, рано обособив!
шихся от остальных багрянок, фикоэритрина
нет, а С!фикоцианин и аллофикоцианин, нахо!
дящиеся в полудисковидных фикобилисомах
[84], в сочетании с хлорофиллом придают клет!
кам сине!зеленую окраску, подобную окраске
цианобактерий. Как у всех оксигенных фото!
синтетиков, у Cyanidiales имеется молекуляр!
ный механизм светового баланса двух фотосис!
тем, называемый обратимым переходом из Со!
стояния 1 в Состояние 2 [85], но отсутствует ци!
анобактериальный механизм нефотохимичес!
кого тушения фикобилисом за счет светозащит!
ного оранжевого каротиноид!протеина [86].

СИГНАЛЬНЫЕ И РЕГУЛЯТОРНЫЕ
МЕХАНИЗМЫ

Регуляторами и сенсорами биохимических и
физиологических процессов у растений служат
фитогормоны, фоторецепторные белки, глюко!
зо!гексокиназная система, активные формы
кислорода, ионы Са2+, различные липиды и
жирные кислоты, сахароза, мелатонин, метил!
глиоксаль, олигопептиды и другие соединения.
Например, трипептид глютатион, как показано
для C. merolae [87], является сенсором измене!
ний редокс!состояния клеток. Глюкоза, остава!
ясь основой энергетического обмена, выполня!
ет у Galdieria регуляторные функции, связанные
с координацией фотосинтеза и дыхательных
процессов [88]. В частности, глюкоза ингибиру!
ет биосинтез фотосинтетических пигментов
(рис. 6).

Важнейшими являются механизмы световой
и гормональной регуляции клеток, наиболее
полно исследованные у цветковых растений.
К белкам!фоторецепторам относятся крипто!
хром/фотолиазы, фитохромы, фототропины,
белки семейства ZEITLUPE и рецептор УФ!В
света [89]. В частности, у Arabidopsis thaliana из!
вестно 14 фоторецепторов: пять фитохромов,



три криптохрома, два фототропина, три белка
ZEITLUPE и один УФ!В рецептор UVR8. Фото!
рецепцию водорослей исследуют, прежде всего
используя сравнение их геномных данных с дан!
ными для A. thaliana. В геноме C. merolae не най!
дено иных фоторецепторных генов, кроме пяти
генов криптохром/фотолиазной системы
[90, 91], что делает клетки C. merolae прекрас!
ным объектом изучения криптохромной рецеп!
ции. Как показывает транскриптомный анализ,
синий и красный свет влияют на активность
35% генома у данного вида. Синий свет регули!
рует транскрипцию генов белкового синтеза,
красный – генов управления фотосинтезом и
генов репарации ДНК. Совместно под контро!
лем синего и красного участков спектра нахо!
дятся реакции углеродного метаболизма и био!
синтеза фотосинтетических пигментов. По!
скольку криптохромы поглощают лишь синий
свет, для объяснения эффекта в красном свето!
вом диапазоне предложена небесспорная в этом
случае гипотеза ретроградного сигналинга меж!
ду хлоропластом, функционирующим при крас!
ном свете, и ядром клетки [91, 92]. Синхрониза!
ция деления клеток C. merolae чередованием бе!
лого света и темноты [93] также подразумевает
наличие клеточных сигналов от образующихся
продуктов фотосинтеза.

У цветковых растений, для которых гормо!
нальная регуляция исследована наиболее полно,
известно шесть групп фитогормонов: абсцизовая
кислота (АБК), ауксины, брассиностероиды,
гиббереллины, цитокинины и этилен. Список
может быть расширен за счет соединений, про!
являющих сходную с гормонами активность, та!
ких как жасмоновая и салициловая кислоты,
олигопептиды глютатион и мелатонин и др. [94].
Многообразная система гормонов, как и обилие
фоторецепторов, по!видимому, не нужны в столь
полном объеме микроводорослям как однокле!
точным организмам. В геноме C. merolae иденти!
фицированы лишь гены синтеза АБК с рецеп!
торным протеином RCAR/PYR. Такие гормоны,
как АБК являются универсальными, появляясь в
эволюции уже у цианобактерий. Содержание
АБК в клетках C. merolae уступает цветковым рас!
тениям и возрастает в ответ на солевой стресс.
АБК у C. merolae замедляет репликацию ДНК и
увеличивает время клеточного цикла, подобно
тому, как это наблюдается у A. thaliana [95].

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ В БИОТЕХНОЛОГИИ

У микроводорослей метаболические пути,
скорость нарастания биомассы и выработка
клеточных продуктов изменяются в зависимос!

ти от светового режима, модификаций генома и
химического состава культивационной среды в
более широких пределах, чем возможно для
высших растений. Использование микроводо!
рослей регламентируется доходностью производ!
ства, стоимостью фотобиореакторов, переходом
от лабораторных разработок к промышленному
внедрению патентов и возможностями открыто!
го культивирования. Биотехнологическими
направлениями использования Cyanidiales явля!
ются: 1) получение ценных водорослевых мета!
болитов; 2) генноинженерные модификации
клеток; 3) биоремедиация; 4) извлечение редко!
земельных элементов из промышленных отхо!
дов; 5) наработка биодизельного топлива.

К возможным перспективным метаболитам
Galdieria относится С!фикоцианин, синий пиг!
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Рис. 6. Ингибирование биосинтеза пигментов фотосинте!
за, хлорофилла и фикоцианобилина при гетеротрофном
росте G. partita. Добавление 1%!ной глюкозы в ростовую
среду приводит к подавлению образования протопорфи!
риногена IX с удалением кислоторастворимого предшест!
венника, копропорфириногена III, в ростовую среду [88]
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мент фикобилисом, который получают из циа!
нобактерии Arthrospira platensis для нужд фарма!
цевтики, косметологии и в качестве пищевого
красителя [96]. Меньшее в сравнении с циано!
бактериями содержание С!фикоцианина в гете!
ротрофной культуре G. sulphuraria 074G может
компенсироваться более высокой суточной про!
дуктивностью биомассы и большей термоустой!
чивостью. Немаловажным является также ис!
пользование дешевых ферментеров вместо до!
рогих фотобиореакторов. Разнообразие видов
Galdieria и модификации штаммов предполага!
ют создание дополнительной конкуренции про!
дукту A. platensis [97].

C. merolae как вид с полностью расшифро!
ванным геномом относится к лучшим возмож!
ным объектам «зеленой» биотехнологии. Мини!
мальный гаплоидный ядерный геном, почти
полная утрата интронов, отсутствие клеточной
стенки, облегчающее выделение ДНК и РНК, и
знание, наряду с ядерным, хлоропластного и
митохондриального геномов делают C. merolae
заманчивым генноинженерным объектом.
Перспективной для наработки определенных
ферментов является возможность пластомной
трансформации C. merolae [98]. Ведутся успеш!
ные работы по включению в ДНК C. merolae ге!
нов транспортных белков из G. sulphuraria, что,
по имеющимся оценкам [99], позволит создава!
емым штаммам C. merolae усваивать и нарабаты!
вать десятки органических соединений, созда!
вая потенциал для их дальнейшего использова!
ния [99].

Биоремедиация при повышенных темпера!
турах бытовых и промышленных сточных вод,
содержащих токсичную органику, служит одним
из направлений работ с Cyanidiales, где эти мик!
роорганизмы используются для извлечения азо!
та и фосфора. Формирование водорослевых ма!
тов G. sulphuraria в горячих источниках указыва!
ет на возможность иммобилизации культуры
для этих целей в очистных сооружениях [99].

Выживание в природе в присутствии раство!
ренных тяжелых металлов и способность роста
Cyanidiales в агрессивной кислой среде подразу!
мевают еще одно технологическое направление:
извлечение сохраняющих высокую ценность
редкоземельных элементов из отвалов горно!
рудных пород [99].

Глицерин, на котором в качестве органичес!
кого субстрата растет Galdieria, является значи!
тельным продуктом отхода в производстве био!
дизельного топлива из других растений. Перс!
пективной в дальнейшем является сверхэк!
спрессия двух глицерол!3!фосфаттрансфераз,

CmGPAT1 и CmGPAT2, при которой в клетках
мутанта C. merolae 10D аккумулируется в 50 раз
большее количество триацилглицеридов, чем в
диком штамме [100].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Экстремофилией называется обитание в ус!
ловиях внешней среды, угнетающих жизнедея!
тельность большинства земных организмов и
приводящих к стрессовым состояниям вплоть до
гибели. Cyanidiales подвергаются различным
экстремальным физико!химическим воздей!
ствиям, к которым относятся высокая темпера!
тура и выраженная кислотность среды, биоцид!
ное действие растворенных тяжелых металлов и
необходимость длительного выживания фото!
синтезирующих клеток в отсутствие освещения
(гетеротрофия у Galdieria). Экстремофилия до!
статочно широко распространена у прокариот,
как у архей, так и у бактерий, но у эукариот
встречается относительно редко. Она известна у
немногих видов из различных эукариотных си!
стематических групп, но, как правило, ограни!
чивается приспособлением к какому!либо одно!
му ограничивающему фактору. Особенностью
Cyanidiales является полиэкстремофилия. В ус!
ловиях одновременного воздействия нескольких
отрицательных абиотических факторов, сово!
купность которых является гибельной для подав!
ляющего числа эукариотных (микро)организ!
мов, в случае Cyanidiales создалась возможность
использования биотопов, где произошло высво!
бождение из!под пресса иной биоты. Для этих
микроводорослей отсутствует прямая конкурен!
ция с другими микро! и макрофотосинтетиками,
они избавлены от опасности поедания хищника!
ми и воздействия инфекционных агентов. Отсут!
ствие нежелательных биологических воздей!
ствий превысило отрицательную роль агрессив!
ных физико!химических факторов и стало усло!
вием успеха в геотермальной среде обитания и
затем, для части видов – в мезофильных средах.
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POLYEXTREMOPHILIC EUCARYOTES CYANIDIALES

Review

I. N. Stadnichuk1* and I. V. Tropin2

1 Timiryazev Institute of Plant Physiology of the Russian Academy of Sciences,
127726 Moscow, Russia; e=mail: stadnichuk@mail.ru

2 Lomonosov Moscow State University, Faculty of Biology, 119991 Moscow, Russia

The red microalgae Cyanidiales were named “enigmatic algae” due to their polyextremophilic features, which were
thought to be impossible for eukaryotes. Cyanidiales inhabiting hot sulfur springs in volcanic areas with pH 0!4, tem!
peratures up to 56 °C, and high concentrations of dissolved heavy metals, integrate eukaryotic cell organization with
characteristics unsurpassed by any other algal group and typical only for extremophilic species of living prokaryotes.
Owing to their exceptional properties and minimal genome size, Cyanidiales have become one of the most perspec!
tive objects of research in plant cell physiology, biochemistry, molecular biology, phylogenomics, algology and evolu!
tionary biology. They play an important role in the study of many features of oxygenic photosynthesis and chloroplast
origin. The unique properties were acquired by Cyanidiales from archaea and bacteria through multiple acts of hori!
zontal gene transfer. Thanks to this, the possibility of gene transfer between the superkingdoms of archaea, bacteria,
and eukaryotes was discovered, being a milestone in the understanding of the origin of cell domains of life and the
endosymbiotic origin of chloroplasts. At present, the study of these organisms with fully sequenced genomes of some
their representatives is an interdisciplinary field of biology with excellent biotechnological perspectives and deline!
ation the limits of adaptive changes compatible with the origin of life.

Keywords: acido!thermophily, microalgae, Cyanidiales, Cyanidium caldarium, Cyanidioschyzon merolae, Galdieria sul=
phuraria
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Гиперосмотическая стимуляция клеток эндотелия часто приводит к его дисфункции, сопровождающейся в
том числе возникновением провоспалительного ответа. Механизмы этого явления до конца не ясны. Оно
может возникать вследствие увеличения концентрации Na+ в плазме за счёт повышения осмолярности
внеклеточной среды, увеличения внутриклеточного соотношения Nai

+/Ki
+ и/или изменения «жёсткости»

клетки. В настоящей работе исследованы эффекты кратковременного повышения осмолярности внекле(
точной среды на количество мРНК некоторых генов, важных для функционирования эндотелия (включая
Nai

+/Ki
+(чувствительные), и эквивалентную константу упругости мембран клеток эндотелия пупочной вены

человека. Гиперосмотическая стимуляция этих клеток с помощью NaCl, но не маннитола приводила к на(
коплению ионов Na+ внутри клеток, несмотря на активацию Na,K(ATPазы, а также сопровождалась умень(
шением их эквивалентной константы упругости. Количество мРНК IL1α снижалось при увеличении осмо(
лярности внеклеточной среды, а количество мРНК ATF3, PAR2 и PTGS2 увеличивалось только в ответ на по(
вышение концентрации NaCl. При этом в условиях наших экспериментов мы не детектировали изменения
экспрессии осмопротекторного транскрипционного фактора NFAT5. Полученные данные свидетельствуют
о том, что увеличение внеклеточной концентрации Na+ в физиологическом диапазоне является независи(
мым фактором, который влияет на внутриклеточное соотношение Nai

+/Ki
+ и регулирует экспрессию неко(

торых генов (в частности, ATF3, PAR2, PTGS2) в клетках эндотелия.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: натрий, калий, Na,K(ATPаза, эндотелий, регуляция транскрипции.
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ВВЕДЕНИЕ

Градиент ионов Na i
+ и Ki

+ на плазматической
мембране является основой жизни любой клет(
ки животных. Он поддерживается работой
Na,K(ATPазы, и его диссипация опосредует раз(
личные ответы клеток. Изменение внутрикле(
точного соотношения Na i

+/Ki
+ может возникать

в ответ на такие стимулы, как гипоксия, воспа(
ление, изменение осмолярности внеклеточной
жидкости. Это, в свою очередь, влияет на кле(
точный метаболизм через процессы, регулирую(
щие экспрессию генов.

В настоящее время в литературе представле(
но множество данных о том, что обработка раз(
личных типов клеток высокими концентрация(
ми NaCl приводит к приобретению ими провос(
палительного фенотипа [1]. С этой точки зрения
эндотелий представляет особый интерес, так
как он, выстилая стенки сосудов, находится в
непосредственном контакте с плазмой крови,
где концентрация ионов [Na+]o колеблется
обычно в пределе 128–140 мМ [2]. В то же время
концентрация ионов [Na+]o при некоторых сос(
тояниях организма (обезвоживание, старение,
перенесённые инфекции, оперативное вмеша(
тельство), именуемых гипо( и гипернатриемией,
может быть меньше 128 мМ, а также превышать
165 мМ соответственно [3–5]. Несмотря на то
что этот параметр строго контролируется и в
нормальных физиологических состояниях
практически постоянен, концентрация ионов
Na+ в тканях варьирует. Так, в обширном иссле(
довании Minegishi et al. [6] было показано, что
при долговременном потреблении чрезмерного
количества NaCl (5 г/день) избыток Na+ не вы(

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ОРХ – оптическая разность
хода; ТХУ – трихлоруксусная кислота; ФИ – фазовое
изображение; ATF3 – транскрипционный фактор 3, зави(
симый от циклического AMP; FOS – транскрипционный
фактор семейства AP(1; IL1α – интерлейкин 1α;
NFAT5 – ядерный фактор активированных Т(клеток 5;
NOS3 – эндотелиальная синтаза оксида азота; PAR2 – ак(
тивируемый протеазой рецептор 2; PTGS2 – простаглан(
дин(эндопероксид синтаза 2.

* Адресат для корреспонденции.
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водится почками, а накапливается в тканях,
клетки которых имеют обширную сеть гликоза(
миногликанов (в частности, в коже и мышцах).
При некоторых патологических состояниях
(например, диабет 1(типа и хроническая почеч(
ная недостаточность) наблюдается нарушение
целостности сети гликозаминогликанов, что
сопровождается высвобождением ионов Na+ и
изменением его локальной концентрации [7].
Для нормального функционирования эндоте(
лия его клетки должны обладать определённой
поверхностной жёсткостью. Это физическая ха(
рактеристика клеток, которая зависит в первую
очередь от состояния гликокаликса (у эндотели(
альных клеток эта структура хорошо развита и
представляет собой обширную сеть прикреп(
лённых к мембране клетки гликозаминоглика(
нов). Считается, что он выполняет роль своеоб(
разного «натриевого буфера». Многочисленные
экспериментальные данные свидетельствуют о
том, что избыток ионов [Na+]o нарушает целост(
ность эндотелиального гликокаликса, что вле(
чёт за собой вход Na+ внутрь клетки с последую(
щей полимеризацией примембранного G(акти(
на. Суммарно эти события приводят к увеличе(
нию жёсткости эндотелиальной клетки, сопро(
вождающейся нарушением барьерной функции
мембраны эндотелия и снижением продукции
оксида азота [8].

Повышение внеклеточной концентра(
ции [Na+]o, в свою очередь, будет приводить к
увеличению осмолярности внеклеточной среды,
что повлечёт за собой уменьшение объёма клет(
ки с последующим регуляторным его увеличе(
нием за счёт работы различных транспортёров,
обеспечивающих внутриклеточный транспорт
ионов и воды. Вследствие этих событий проис(
ходит увеличение внутриклеточной ионной си(
лы, что не может не сказаться на функциониро(
вании макромолекул [9]. Одним из самых извест(
ных механизмов адаптации клетки к таким ус(
ловиям можно считать регуляцию экспрессии
генов с участием транскрипционного фактора
NFAT5, который, как считается, чувствителен к
увеличению внутриклеточной ионной силы.
NFAT5 впервые был идентифицирован в клет(
ках почечной медуллы как осмопротекторный
фактор, позже было показано, что он обеспечи(
вает клеточный ответ на различные стимулы, не
связанные с увеличением осмолярности внекле(
точной среды, такие как ишемия, гипоксия, ме(
таболический стресс и др. [10].

Наши предыдущие исследования убедитель(
но свидетельствуют о том, что дисбаланс Na i

+/Ki
+

вследствие ингибирования Na,K(ATPазы уабаи(
ном или за счёт инкубации клеток в бескалие(
вой среде сам по себе вызывает обширные изме(

нения транскриптома в различных типах клеток
через Cai

2+(независимые механизмы [11, 12]. Эти
эксперименты позволили нам идентифициро(
вать Na i

+/Ki
+(чувствительные гены. Среди них

есть гены раннего ответа, многие из которых ко(
дируют белки, являющиеся транскрипционны(
ми факторами (FOS, ATF3), а также гены про(
воспалительного ответа (IL1α, PTGS2, PAR2).

Ингибирование Na,K(ATPазы существенно
увеличивает внутриклеточное соотношение
Na i

+/Ki
+, в связи с этим целью настоящей работы

было определение характера и механизма воз(
действия кратковременных изменений концен(
трации NaCl во внеклеточной среде в физиоло(
гическом диапазоне на экспрессию отдельных
транскрипционных факторов (FOS, ATF3,
NFAT5), провоспалительных генов (IL1α,
PTGS2, PAR2), а также эндотелиальной NO син(
тазы (NOS3), которая необходима для нормаль(
ного функционирования сердечно(сосудистой
системы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. В работе были использованы ре(
активы следующих фирм(производителей:
RbCl («Chemimpex», США); ТХУ, набор для уси(
ленной хемилюминесценции SuperSignal™ West
Femto Maximum Sensitivity Substrate, реагент
Trizol, коктейль ингибиторов фосфатаз 100X
Halt™, буфер RIPA («Thermofisher Scientific»,
США); коктейль ингибиторов протеаз
(«Amresco», США); тиорфан («Cayman Chemical»,
США); NaCl и KCl («MP Biomedicals», США);
маннитол («AppliChem», Германия); MgCl2

(«Honeywell», США); вторичные антикроличьи
антитела, конъюгированные с пероксидазой
хрена («Millipore», США); антитела против
NFAT5 («Thermofisher Scientific»); антитела про(
тив β(актина, ATF3 и PTGS2 («Cell Signaling
Technology», США); колонки для выделения
РНК Quick(RNA MicroPrep («Zymo Research»,
США); набор для проведения обратной тран(
скрипции ImProm(IITM Reverse Transcription
System («Promega», США); набор для выделе(
ния ДНК из гелей QIAquick Gel Extraction Kit
(«Qiagen», США). Если не указано иное, все ре(
активы были особо чистой квалификации.

Культура клеток. Эндотелиальные клетки пу(
почной вены человека (HUVEC) («Cell
Applications», США) культивировали до 4(го
пассажа при 37 °С в атмосфере 5% CO2, заменяя
ростовую среду («Cell Applications») каждые 48 ч.
Затем клетки высевали в 6(луночные планшеты,
содержащие среду для роста эндотелиальных
клеток при плотности 2 × 104 клеток на лунку, и



выдерживали при 37 °С в атмосфере 5% CO2, за(
меняя ростовую среду каждые 48 ч. Через
5–7 дней после посева клетки достигали
80–85%(ной конфлюентности и далее инкуби(
ровались в присутствии нормальной (в стандарт(
ной среде для культивирования клеток, содер(
жащей 125 мМ Na+) или повышенной концент(
рации Na+ в течение 3 ч. С целью увеличения
концентрации Na+ до 150, 160 и 170 мМ в конт(
рольную ростовую среду вносили дополнитель(
но 25, 35 и 45 мМ NaCl соответственно. Так как
добавление NaCl в среду вызывает не только
увеличение концентрации Na+ и Cl– в среде, но
и повышает её осмолярность, в качестве контро(
ля мы также использовали маннитол, который,
в отличие от NaCl, является непроникающим в
клетку и недиссоциирующим осмолитом. В свя(
зи с этим контроль изоосмолярности осущест(
вляли путём внесения в лунки, содержащие рос(
товую среду, дополнительно 50, 70 и 90 мМ ман(
нитола с последующей инкубацией клеток в те(
чение 3 ч. Для ингибирования Na,K(ATPазы и
увеличения внутриклеточной концентра(
ции Na+ к клеткам, содержащимся в контроль(
ной среде, добавляли 0,1 мкМ уабаина и инку(
бировали в течение 3 ч.

Определение внутриклеточного содержа6
ния Na+, K+ и Rb+ методом атомно6абсорбцион6
ной спектрометрии. После окончания инкуба(
ции планшеты помещали в лёд, среду отбрасы(
вали, а клетки промывали трижды 3 мл ледяно(
го раствора 0,1 М MgCl2. Затем в каждую лунку
вносили по 1,5 мл 5%(ной трихлоруксусной
кислоты (ТХУ) и инкубировали в течение не(
скольких часов при 4 °С, после чего содержи(
мое лунок соскребали и переносили под лами(
нарным воздушным потоком в пробирки типа
эппендорф. Полученные образцы центрифуги(
ровали в течение 20 мин при 18 000 g, суперна(
тант отбирали в отдельные пробирки под лами(
нарным потоком воздуха, остатки ТХУ аспири(
ровали вакуумным насосом, после чего осадок
растворяли в 0,1 М NaOH при 65 °С в течение
1 ч и определяли в нём концентрацию белка ме(
тодом Лоури [13].

Содержание Na+ и K+ в экстрактах ТХУ изме(
ряли методом пламенной атомно(абсорбционной
спектрометрии на спектрометре «Квант(2м1»
(«Кортек», Россия) в пропано(воздушной смеси
при длине волны 589 нм и 766,5 нм соответ(
ственно. Для калибровки использовали рас(
творы KCl (0,5–4 мг/литр K+) и NaCl
(0,05–2 мг/литр Na+), содержащие 5% ТХУ. Со(
держание Rb+ определяли тем же методом при
длине волны 780 нм, используя в качестве ка(
либровки раствор RbCl (0,2–4 мг/литр Rb+), со(
держащий 5% ТХУ.

В части экспериментов мы оценивали внут(
риклеточный вход Rb+, который является ана(
логом K+. В отличие от K+, внутриклеточная
концентрация [Rb+]i крайне низка, в связи с
этим зафиксировать незначительные изменения
его входа в клетку легче. Кроме того, основная
часть транспорта Rb+ обеспечивается Na,K(
ATPазой (которая связывает K+ и активируется
им так же, как и ионами Rb+), а дополнитель(
ный транспорт производится Na,K,2Cl(котранс(
портёром и K(каналами [14]. Таким образом,
вход Rb+ по большей мере отражает активность
Na,K(ATPазы. Клетки эндотелия пупочной ве(
ны человека инкубировали при условиях, ука(
занных выше, после чего вносили в каждую лун(
ку 2,5 мМ RbCl и инкубировали в течение
10 мин, поскольку область линейной зависи(
мости входа Rb+ внутрь клетки от времени со(
ставляет ~10 мин [14]. После окончания инкуба(
ции планшеты помещали в лёд, среду отбрасы(
вали, а клетки промывали трижды 3 мл ледяно(
го раствора 0,1 М MgCl2, и далее проводили под(
готовку проб вышеописанным способом. Со(
держание Na i

+, Ki
+ и Rbi

+ в каждой лунке норми(
ровали на количество белка в той же лунке.

Измерение клеточного объема HUVEC прово(
дили с помощью метода DISUR (Double Image
Surface Reconstruction Technique), используя
прикреплённые клетки, которые предваритель(
но инкубировали в течение 1 ч в гиперосмоти(
ческих средах, содержащих 180 мМ Na+

или 125 мМ Na+ в присутствии 110 мМ манни(
тола. В качестве контрольных образцов исполь(
зовали клетки, инкубированные в течение 1 ч в
среде, содержащей 125 мМ Na+. Метод DISUR
предполагает трёхмерную реконструкцию фор(
мы клеток на основе двух обычных микроско(
пических изображений клеток, полученных в
двух перпендикулярных направлениях [15].
Изображения клеток с бокового и верхнего ра(
курсов получали с помощью двух независимых
миниатюрных камер Moticam 350 с зарядовой
связью («Motic Instruments Inc.», Канада) с
программным обеспечением Motic с интерва(
лом 10–60 с, чтобы тщательно отслеживать
быстрые изменения объёма. Изображения слу(
жили для создания набора топографических
кривых поверхности клетки из оцифрованного
профиля бокового вида и контура основания.
Объём клетки рассчитывали по реконструиро(
ванной топографической модели клетки с по(
мощью программы MATLAB («Math Works, Inc.»,
США).

Оценка флуктуаций и определение эквивалент6
ной константы упругости мембран клеток эндоте6
лия с использованием лазерного интерференцион6
ного микроскопа. Исследование проводилось с

ФЕДОРОВ и др.
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помощью автоматизированного интерференци(
онного микроскопа МИА(Д, сконструирован(
ного на основе интерферометра Линника
МИИ(4 («ЛОМО», Россия) во Всероссийском
научно(исследовательском институте оптико(
физических измерений. Данная методика поз(
воляет получить фазовое изображение (ФИ)
объекта (можно количественно оценить значе(
ние фазы или пропорциональное значение –
разность оптических путей в каждой точке ФИ).
Среднеквадратичная амплитуда колебаний тол(
щины клеточной мембраны, st, используется для
оценки величины колебаний мембраны живой
клетки. Процедура измерения подробно описа(
на в работе Yusipovich et al. [16]. Вкратце проце(
дура измерений выглядит следующим образом:
(а) запись серии ФИ (512 изображений с часто(
той 25 Гц); (б) расчёт z(проекции серии ФИ,
представляющей собой проекцию сложенных
изображений вдоль оси, перпендикулярной
плоскости изображения, и содержащей сред(
неквадратичное значение амплитуды колебаний
временной разности оптических путей (ОРХ)
каждого пикселя проекции; (в) вычисление
среднего значения среднеквадратичного коле(
бания амплитуды временного колебания ОРХ
для всей z(проекции клетки (без значений от
границы клетки); (г) вычисление среднего зна(
чения среднеквадратичного колебания ампли(
туды временного колебания ОРХ scell только для
клетки без шума; (д) вычисление значе(
ния st [17]:

st = scell/(n − n0),

где n – показатель преломления клетки (1,404);
n0 – показатель преломления среды (1,335) [18].
Затем значение среднеквадратичной амплитуды
колебаний клеточной мембраны, st, использова(
ли для расчёта константы упругости мемб(
ран, ke, по формуле [19]:

ke = kBT/st
2,

где kB – константа Больцмана, T – температура
(в Кельвинах). Вертикальное разрешение было
равно 1,9 нм; горизонтальное разрешение со(
ставляло ~0,5 мкм; повторяемость результатов
измерений составляла менее 0,1 нм. По оконча(
нии инкубации клеток в гиперосмотических ус(
ловиях (см. выше) измерения проводили при
37 °С, помещая покровное стекло с прикреплён(
ными клетками на зеркальную поверхность
(клетки к зеркалу).

Анализ транскрипции генов методом полиме6
разной цепной реакции (ПЦР) в реальном време6
ни. По окончании эксперимента планшеты пе(

реносили на лёд, клетки HUVEC (10 × 104 кле(
ток) промывали 2 мл ледяного раствора Хэнкса
без солей Ca2+ и Mg2+, фенолового красного и
добавляли 400 мкл реагента Trizol для выделения
тотальной РНК. После выделения водной фазы,
содержащей нуклеиновые кислоты, с помощью
хлороформа и обработки 96%(ным этанолом
дальнейшие этапы выделения РНК и обработки
ДНКазой осуществляли на колонках Quick(
RNA MicroPrep microkit. Для реакции обратной
транскрипции использовали набор ImProm(
IITM Reverse Transcription System в соответствии
с инструкциями производителя. ПЦР в реаль(
ном времени проводили с помощью Bio(Rad
Real(Time PCR System («Bio(Rad», США).
Праймеры («Синтол», Россия, таблица) добав(
ляли до конечной концентрации 160 нМ.

Режимы амплификации: 95 °С – 5 мин;
95 °С – 10 с, 58 °С – 17 с, 72 °С – 20 с, 40 цик(
лов; кривая плавления – от 72 до 95 °С, прира(
щение 0,5 °С – 5 с. Подбор праймеров осущест(
вляли с помощью программы Beacon
Designer 7, а также с использованием поиско(
вых баз данных NCBI и BLAT. Уровень экспрес(
сии каждого интересующего гена рассчитывали
по эталонному гену ГАФД (глицеральдегид(3(
фосфатдегидрогеназа) и выражали в виде
ΔСt = Сt (тестируемый ген) – Сt (ГАФД) [20]. Экспрессию
гена в контрольных образцах принимали
за 100%. Для проверки продуктов ПЦР их сек(
венировали. Электрофорез проводили в 2%(ном
агарозном геле с использованием буфера TBE
(890 мМ Tris((гидроксиметил) аминометан,
890 мМ борная кислота, 20 мМ ЭДТА, рН 8,3) в
присутствии бромистого этидия в течение ~1 ч
при напряжении 75 мВ. Продукты ПЦР извле(
кали из геля с помощью набора QIAquick Gel
Extraction Kit в соответствии с протоколом про(
изводителя. Секвенирование ДНК проводилось
компанией «Геном», Россия. Последователь(
ности были выровнены с помощью программы
BLAST. Все последовательности ДНК соответ(
ствовали заявленным.

Оценка экспрессии ATF3, PTGS2 и NFAT5 ме6
тодом Вестерн6блоттинга. После окончания ин(
кубации клетки трижды промывали 2 мл ледя(
ного фосфатно(солевого буфера. Затем в лунку
вносили 200 мкл буфера RIPA, содержащего
0,2 мМ фенилметилсульфонилфторида и
5 мкМ тиорфана, а также коктейль ингибиторов
протеаз. Полученную суспензию переносили в
пробирку типа эппендорф и подвергали её обра(
ботке ультразвуковом («Marshall Scientific»,
США) для разрушения геномной ДНК. В полу(
ченных образцах измеряли концентрацию белка
методом Лоури [13]. Разделение белков прово(
дили методом электрофореза в ПААГ в денату(



рирующих условиях [21], используя 4%(ный
концентрирующий и 10%(ный разделяющий ге(
ли. Затем белки переносили на нитроцеллюлоз(
ную мембрану («Bio(Rad», США) методом полу(
сухого электропереноса (режим «Standard SD
mode» в течение 30 мин) в Tris(глициновом бу(
фере (25 мМ Tris(HCl, 192 мМ глицин, 10% эта(
нола, pH 8,3) на приборе Trans(blot Turbo («Bio(
Rad», США). По окончании электропереноса
нитроцеллюлозную мембрану инкубировали в
фосфатно(солевом буфере, содержащем
0,1% (v/v) Tween(20 и 5% сухого молока, в тече(
ние 1 ч, после чего проводили инкубацию в со(
левом Tris(HCl(буфере, TBS (20 мМ Tris(HCl,
150 мМ NaCl, pH 7,6), содержащем 5% сухого
молока и антитела против ATF3 (в разведении
1 : 500), PTGS2 (в разведении 1 : 500) или NFAT5
(в разведении 1 : 1000), при 4 °С и постоянном
перемешивании в течение ночи. Общее количе(
ство детектируемых белков нормировали на со(
держание β(актина. Для этого мембрану инку(
бировали, как описано выше, используя антите(
ла против β(актина (разведение 1 : 1000). После
этого мембраны трижды промывали 15 мл буфе(
ра TBS, содержащего 0,1% (v/v) Tween(20, и ин(
кубировали в растворе TBS в присутствии
5% сухого молока и вторичных антител, конъю(
гированных с пероксидазой хрена (в разведении
1 : 25 000), в течение 1 ч при постоянном переме(

шивании и комнатной температуре. Визуализа(
цию комплексов антиген–антитело проводили
методом усиленной хемилюминесценции с по(
мощью набора SuperSignal™ West Femto
Maximum Sensitivity Substrate ECL и прибора
Endolab ChemiDoc XRSplus («Bio(Rad»). Отно(
сительное содержание белка оценивали путём
денситометрии, используя программное обеспе(
чение ImageLab™ 3.0 («Bio(Rad»).

Статистический анализ данных, полученных с
использованием микроскопии, проводили с по(
мощью программного обеспечения Graphpad
Prism 9.0 («GraphPad Software», США). Для про(
верки нормальности данных применяли обоб(
щённый тест Д’Агостино–Пирсона (p < 0,05).
Остальные статистические процедуры указаны в
подписях к рисункам.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Поверхностная жёсткость клеток эндотелия
пупочной вены человека зависит от концентра6
ции [Na+]o, а не от осмолярности внеклеточной
среды. Поддержание нормального объёма клет(
ки является необходимым условием для её вы(
живания. Изменение этого параметра достига(
ется за счёт регуляции транспорта воды через
плазматическую мембрану, что, в свою очередь,
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Символьное
обозначение гена

FOS

ATF3

PAR2

NOS3

PTGS2

IL1α

NFAT5

GAPDH

Последовательности используемых в исследовании праймеров

Длина ПЦР(продукта,
п.н.

154

119

136

102

156

120

220

131

Последовательность олигонуклеотида

For: 5′(GCAAGGTGGAACAGTTATCTC3′;
Rev: 5′(GCAGACTTCTCATCTTCTAGTTG(3′

For: 5′(GAGGCGACGAGAAAGAAATAAG(3′;
Rev: 5′(CCTTCAGTTCAGCATTCACAC(3′

For: 5′(CCATCCAAGGAACCAGTAGATC(3′;
Rev: 5′(GTGAGGACAGATGCAGAAAAC(3′

For: 5′(GCAACCACATCAAGTATGCC(3′;
Rev: 5′(TGTTCCAGATTCGGAAGTCTC(3′

For: 5′(GTATGTATGAGTGTGGGATTTGAC(3′;
Rev: 5′(CTTGAAGTGGGTAAGTATGTAGTG(3′

For: 5′(GAAGAAGACAGTTCCTCCATTG(3′;
Rev: 5′(TTCAGAGATACTCAGAGACACAG(3′

For: 5′(GCTTACCACGGACAACAAAG(3′;
Rev: 5′(GCCTTGCTGTGTTCTATCTTC(3′

For: 5′(CCTGGTATGACAACGAATTTG(3′;
Rev: 5′(CAGTGAGGGTCTCTCTCTTCC(3′

Название продукта гена

транскрипционный
фактор семейства AP(1

фактор транскрипции 3,
зависимый от
циклического AMP

рецептор, активируемый
протеазой 2

эндотелиальная синтаза
оксида азота

простагландин(
эндопероксид синтаза 2

интерлейкин(1α

ядерный фактор
активированных 
Т(клеток 5

глицеральдегидфосфат(
дегидрогеназа
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опосредовано изменением активности различ(
ных переносчиков [22]. Увеличение или умень(
шение осмолярности внеклеточной среды при(
водит к изменению объёма клеток, что влечёт за
собой изменение экспрессии ряда генов. Для
создания гиперосмотических условий мы ис(
пользовали два подхода: в первом случае в куль(
туральную среду добавляли NaCl так, чтобы
концентрация [Na+]o была равной 180 мМ, во
втором – 110 мМ маннитола поверх 125 мМ
[Na+]o для контроля изоосмолярности среды
(см. «Материалы и методы»). В обоих случаях
происходило одинаковое уменьшение объёма
клеток (до 50% от исходного значения), которое
достигало максимума через 10 мин после поме(
щения клеток в гиперосмотические условия. По
мере увеличения времени инкубации мы регис(
трировали так называемое регуляторное увели(
чение объёма (RVI) клеток (рис. 1).

Известно, что для живых клеток характерны
локальные колебания мембраны, называемые
также динамическими флуктуациями [23]. Амп(
литуда колебаний определяется свойствами са(

мой клеточной мембраны, она зависит также от
осмолярности, бокового поверхностного натя(
жения, клеточной адгезии [24]. Кроме того, ко(
лебания мембран могут быть обусловлены рабо(
той ионных насосов и состоянием цитоскелета
клетки [25]. Регистрируя колебания мембран,
можно оценить эквивалентную константу упру(
гости клеточных мембран, ke, которая зависит от
модуля упругости, бокового поверхностного на(
тяжения и в меньшей степени от других пара(
метров [19]. Таким образом, получив значения
констант упругости клеточных мембран в ответ
на исследуемые стимулы, мы можем оценить из(
менения поверхностной жёсткости клетки. Ра(
нее мы показали, что для изучения этого пара(
метра метод лазерной интерференционной мик(
роскопии также применим, как и метод силовых
кривых [26].

Для нормального функционирования эндо(
телиальных клеток важна их «пластич(
ность» [27]. Исследование влияния повышен(
ной осмолярности внеклеточной среды на кон(
станту упругости мембран клеток эндотелия пу(

Рис. 1. Изменение объёма клеток эндотелия пупочной вены человека в зависимости от осмолярности внеклеточной сре(
ды. Клетки инкубировали в культуральной среде, содержащей 125 мМ Na+ (1); в культуральной среде, содержащей
180 мМ Na+ (2); в культуральной среде, содержащей 125 мМ Na+ и 110 мМ маннитола (3) в течение 1 ч. Исходный объём
клеток принят за 100%. Представлены средние значения и стандартное отклонение (SD) четырёх независимых экспери(
ментов



почной вены человека показало, что инкуба(
ция HUVEC в среде, содержащей 150–170 мМ
[Na+]o, приводит к уменьшению значения ke.
В то же время увеличение осмолярности внекле(
точной среды посредством добавления манни(
тола не оказывало влияния на этот пара(
метр (рис. 2). Таким образом, несмотря на изме(
нение клеточного объёма в результате увеличе(
ния ионной силы внеклеточной среды, поверх(
ностная жёсткость эндотелиальных клеток зави(
села именно от внеклеточной концентра(

ции [Na+]o, а не от осмолярности внеклеточной
среды.

Увеличение концентрации [Na+]o активирует
Na,K6ATPазу в клетках эндотелия пупочной вены
человека. В предыдущих работах было показа(
но, что диссипация градиента Na i

+/Ki
+ за счёт

ингибирования Na,K(АТРазы приводит к тран(
скриптомным изменениям в различных типах
клеток [11, 12]. Логично предположить, что в
ответ на увеличение [Na+]o происходит усиле(
ние входа этого иона внутрь клетки и увеличе(
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Рис. 2. Влияние осмолярности внеклеточной среды на значение эквивалентной константы упругости клеточных мембран
клеток эндотелия пупочной вены человека. Данные представлены в виде экспериментальных значений (точки) и медиа(
ны с межквартильным размахом (черные линии). Значимые различия были рассчитаны с помощью теста Краскела–Уол(
лиса, p < 0,05. * p < 0,05 по сравнению с контрольными клетками, инкубированными в течение 3 ч



НАТРИЙ И ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ В ЭНДОТЕЛИИ

БИОХИМИЯ  том  87  вып.  5  2022 6*

667

ние внутриклеточного соотношения Na i
+/Ki

+.
В настоящей работе исследовано влия(
ние [Na+]o в концентрации 150–170 мМ в тече(
ние 3 ч на содержание одновалентных катионов
в клетках эндотелия пупочной вены челове(
ка (рис. 3). При выдерживании клеток в среде с
концентрацией натрия в диапазоне 150–160 мМ
мы не обнаружили статистически достоверного
изменения содержания этого иона в клетках.
Однако инкубация клеток в присутствии
170 мМ Na+ приводила к увеличению внутри(
клеточного содержания натрия примерно
на 20% (рис. 3, а). В то же время внутриклеточ(
ное содержание K+ в условиях наших экспери(
ментов практически не изменялось (рис. 3, б).
Поскольку содержание этого иона в клетке ве(
лико, то небольшие изменения этого параметра
сложно детектировать. Поэтому мы оценили
вход Rb+ в клетки, так как Rb+ является анало(
гом K+, и его используют для изучения транс(
порта K+ [14]. Инкубация HUVEC в присут(
ствии 150, 160 и 170 мМ [Na+]o сопровождалась
достоверным усилением входа Rb+ в клетки на
35, 39 и 27% соответственно (рис. 3, в). В сово(
купности эти данные свидетельствуют о том, что
при увеличении внеклеточной концентра(
ции [Na+]o происходит его усиленный транспорт
внутрь клетки с последующей активацией Na,K(
ATPазы, что согласуется с нашими предыдущи(
ми наблюдениями [26].

В качестве контроля осмолярности внекле(
точной среды мы использовали непроникаю(
щий осмолит маннитол. Однако мы не обнару(
жили никаких изменений во внутриклеточном
содержании и транспорте одновалентных кати(

онов в присутствии дополнительно добавленно(
го маннитола до концентрации 30–90 мМ (дан(
ные не представлены). Таким образом, можно
заключить, что увеличение внеклеточной кон(
центрации [Na+]o (но не осмолярности) оказы(
вает влияние на транспорт Na+ и K+ через плаз(
матическую мембрану и сопровождается акти(
вацией Na,K(ATPазы.

Гиперосмотическая стимуляция клеток эндо6
телия пупочной вены человека в течение 3 ч изме6
няет количество мРНК некоторых Na i

+/Ki
+(

чувствительных генов и не оказывает влияния на
экспрессию NFAT5. Задачей данного исследова(
ния было изучение эффекта диссипации гради(
ента Na i

+/Ki
+ на транскрипцию некоторых генов

в клетках эндотелия в ответ на гиперосмотичес(
кую стимуляцию. Ранее мы показали, что коли(
чество мРНК генов раннего ответа (EGR1, FOS,
ATF3, ZFP36, JUN) в клетках эндотелия, инку(
бируемых в гиперосмотических условиях, воз(
растает за счёт увеличения [Na+]i, а не уменьше(
ния клеточного объёма [28]. В этой работе мы
изучили, как инкубация клеток в присутствии
[Na+]o в концентрации 150–170 мМ в течение
3 ч влияет на транскрипцию генов FOS, ATF3,
PAR2, NOS3, PTGS2 и IL1α. В качестве контроля
влияния осмолярности внеклеточной среды на
транскрипцию этих генов использовали
50–90 мМ маннитол, который добавляли в сре(
ду инкубации. Положительным контролем слу(
жили клетки, инкубированные в присутствии
0,1 мкМ уабаина в течение 3 ч. Такое воздей(
ствие приводит к ингибированию Na,K(
ATPазы и увеличению внутриклеточного соот(
ношения Na i

+/Ki
+ [28].

Рис. 3. Зависимость содержания ионов Na i
+ (а), Ki

+ (б), Rbi
+ (в) в клетках эндотелия пупочной вены человека от концент(

рации Na+ во внеклеточной среде. Клетки инкубировали в среде, содержащей 150, 160 и 170 мМ Na+, в течение 3 ч. Зна(
чимые различия были рассчитаны с помощью теста Краскела–Уоллиса, p < 0,05. * p = 0,0192; ** p = 0,0017; *** p = 0,0003
по сравнению с контрольными образцами



В условиях наших экспериментов уабаин
увеличивал количество мРНК FOS в 4 раза, а
ATF3, PTGS2 и IL1α – в 1,5–2 раза, при этом уро(
вень мРНК NOS3 и PAR2 не изменялся (рис. 4).
Количество мРНК ATF3 и PAR2 увеличилось в 3
и в 1,5 раза соответственно только в присутствии
170 мМ [Na+]o (рис. 4, 5, а). Количество
мРНК PTGS2 возросло примерно в 2 раза в ответ
на увеличение [Na+]o в диапазоне 160–170 мМ.
Ни 150 мМ [Na+]o, ни маннитол не оказывали
никакого эффекта на транскрипцию этого ге(
на (рис. 5, в). Количество мРНК IL1α уменьши(
лось примерно в 2 раза как при действии
150–170 мМ [Na+]o, так и в присутствии допол(
нительно добавленного маннитола в концентра(
ции 50–90 мМ. Увеличение осмолярности вне(
клеточной среды за счёт добавления NaCl или
маннитола в среду инкубации не повлияло на
транскрипцию генов FOS и NOS3 (рис. 4). Таким
образом, мы можем заключить, что транскрип(
ция PTGS2 и ATF3 имеет Nai

+(зависимый харак(
тер, тогда как транскрипция IL1α зависит от ос(
молярности внеклеточной среды. Регуляция
транскрипции PAR2, по всей видимости, опреде(

ляется внеклеточной концентрацией Na+. В то
же время количество белка ATF3 увеличивалось
в присутствии 160 и 170 мМ Na+ (рис. 5, б), тогда
как существенного изменения экспрес(
сии PTGS2 не наблюдалось (рис. 5, г).

Одним из участников сигнального каскада,
приводящего к изменению транскрипции генов
в клетках, подверженных осмотическому стрес(
су, является осмопротекторный транскрипцион(
ный фактор NFAT5 [9, 29]. Его мишенью, в част(
ности, может являться PTGS2 [30]. Несмотря на
то что мы детектировали увеличение мРНК это(
го гена в клетках, подверженных действию уаба(
ина и 160–170 мМ [Na+]o, нам не удалось зафик(
сировать достоверного изменения экспрес(
сии NFAT5 как на уровне мРНК (рис. 6, а), так и
на уровне содержания белка (рис. 6, б).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящей работе были исследованы эф(
фекты кратковременного увеличения внекле(
точной концентрации [Na+]o на экспрессию от(
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Рис. 4. Влияние осмолярности и уабаина на уровень мРНК генов FOS, PAR2, NOS3 и IL1α в эндотелиальных клетках пу(
почной вены человека. Для повышения концентрации Na+ до 150, 160 и 170 мМ к контрольной ростовой среде, содержа(
щей 125 мМ Na+, добавляли 25, 35 и 45 мМ NaCl соответственно. Изоосмолярность контролировали путём добавления 50,
70 и 90 мМ маннитола в контрольную среду. Для ингибирования Na,K(АТРазы и увеличения внутриклеточной концен(
трации Na+ в клетки, содержащиеся в контрольной среде, добавляли 0,1 мкМ уабаина. Инкубацию проводили в течение
3 ч. Значимые различия рассчитывали с помощью One(way ANOVA, p < 0,05. * p < 0,05 по сравнению с контрольными об(
разцами
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дельных транскрипционных факторов (FOS,
ATF3, NFAT5), провоспалительных генов (IL1α,
PTGS2, PAR2), а также эндотелиальной NO син(
тазы (NOS3) и эквивалентную константу упру(
гости мембран клеток эндотелия, характеризую(
щую их жёсткость. Роль транскрипционного
фактора NFAT5 в регуляции экспрессии генов в
клетках, подверженных гиперосмотическому
стрессу, хорошо описана в литературе [29]. Од(
нако стоит иметь в виду, что NFAT5(опосредо(
ванная регуляция не может рассматриваться как
универсальный механизм адаптации клеток к
гиперосмотическим условиям. Действительно,
сайленсинг NFAT5 в макрофагах мыши не вли(
ял на некоторые гены, транскрипция которых
изменялась в условиях повышенной концентра(
ции NaCl [31]. Кроме того, активация NFAT5
может происходить независимо от изменений
осмолярности среды, также как и ответ клеток
на гиперосмотическую стимуляцию может про(
исходить с участием других факторов, таких как
NO, ангиотензин II, фактор некроза опухо(
ли α (TNF(α), трансформирующий фактор рос(
та β (TGF(β) и др. [32].

Мы показали, что гиперосмотическая сти(
муляция клеток эндотелия пупочной вены чело(
века за счёт добавления во внеклеточную среду
дополнительного количества NaCl или манни(
тола приводит к уменьшению их объёма с по(
следующим его регуляторным увеличением.
В то же время мы детектировали увеличение по(
верхностной жёсткости клеток в основном в от(
вет на увеличение [Na+]o, а не маннитола. Таким
образом, мы можем заключить, что жёсткость
эндотелиальных клеток зависит от концентра(
ции [Na+]o, а не от осмолярности внеклеточной
среды. В пользу этого свидетельствуют также
экспериментальные данные, которые показыва(
ют, что увеличение концентрации [K+]o во вне(
клеточной среде оказывает противоположный
по сравнению с [Na+]o эффект на поверхност(
ную жёсткость клеток эндотелия аорты быка
GM7373 [33].

Инкубация HUVEC в среде, содержащей
150–170 [Na+]o, в течение 3 ч изменяла внутри(
клеточный ионный состав и сопровождалась
усиленным входом Rb+ в клетки, т.е. активацией
Na,K(ATPазы, что мы показали и ранее [26].

Рис. 5. Влияние осмолярности и уабаина уровень мРНК гена и количество белка ATF3 (а и б) и PTGS2 (в и г) в эндотели(
альных клетках пупочной вены человека. Для повышения концентрации Na+ до 150, 160 и 170 мМ к контрольной росто(
вой среде, содержащей 125 мМ Na+, добавляли 25, 35 и 45 мМ NaCl соответственно. Изоосмолярность контролировали
путём добавления 50, 70 и 90 мМ маннитола в контрольную среду. Для ингибирования Na,K(АТРазы и увеличения внут(
риклеточной концентрации Na+ в клетки, содержащиеся в контрольной среде, добавляли 0,1 мкМ уабаина. Инкубацию
проводили в течение 3 ч. Значимые различия рассчитывали с помощью One(way ANOVA, p < 0,05. * p < 0,05 по сравнению
с контрольными образцами



При действии 160–170 мМ [Na+]o наблюдалась
тенденция к накоплению ионов Na+ внутри
клетки (рис. 3). Вероятно, это связано с увели(
чением поверхностной жёсткости эндотелиаль(

ных клеток: в таких условиях нарушается целост(
ность гликокаликса, который является своеоб(
разным буфером для ионов Na+ [8], что приво(
дит к усиленному входу этого иона внутрь клет(
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Рис. 6. Влияние осмолярности и уабаина на количество мРНК (а) и общее содержание белка (б) NFAT5 в эндотелиальных
клетках пупочной вены человека. Для повышения концентрации Na+ до 150, 160 и 170 мМ к контрольной ростовой сре(
де, содержащей 125 мМ Na+, добавляли 25, 35 и 45 мМ NaCl соответственно. Изоосмолярность контролировали путём до(
бавления 50, 70 и 90 мМ маннитола в контрольную среду. Для ингибирования Na,K(АТРазы и увеличения внутриклеточ(
ной концентрации Na+ в клетки, содержащиеся в контрольной среде, добавляли 0,1 мкМ уабаина. Инкубацию проводи(
ли в течение 3 ч
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nonosmotic sodium storage capacity following acute
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ки, несмотря на активацию Na,K(ATPазы. По(
скольку увеличение осмолярности внеклеточ(
ной среды за счёт маннитола не оказывало вли(
яния на внутриклеточное содержание ио(
нов Na+ и K+, мы можем заключить, что измене(
ние транспорта одновалентных катионов через
плазматическую мембрану зависит, скорее, от
концентрации этих ионов во внеклеточной сре(
де, чем от её осмолярности.

Поскольку поддержание градиента Na i
+/Ki

+

является критически важным для функциони(
рования клетки животного, логично предполо(
жить, что даже незначительное его изменение
может затронуть процессы экспрессии генов.
Действительно, из шести тестируемых генов
(FOS, ATF3, PAR2, NOS3, PTGS2 и IL1α) четыре
оказались чувствительны к увеличению осмо(
лярности внеклеточной среды (ATF3, PAR2,
PTGS2 и IL1α). Нашего особого внимания за(
служивают гены ATF3 и PTGS2, поскольку уро(
вень их мРНК увеличивался как в ответ на уве(
личение внутриклеточного соотношения
Na i

+/Ki
+ при ингибировании Na,K(ATPазы уаба(

ином, так и в ответ на увеличение осмолярнос(
ти внеклеточной среды с помощью NaCl, но не
маннитола. Эти результаты совпадают с наши(
ми предыдущими наблюдениями того, что регу(
ляция транскрипции упомянутых выше генов
опосредована Na i

+/Ki
+(зависимыми механизма(

ми [11, 28]. Любопытным является тот факт, что
транскрипция IL1α увеличивается при ингиби(
ровании Na,K(ATPазы, но уменьшается в ответ
на увеличение осмолярности внеклеточной
среды. При этом мы не регистрировали измене(
ние экспрессии NFAT5 как на уровне тран(
скрипции, так и на уровне белка. Тогда как в ра(
боте Kim et al. [34] показано, что NFAT5 инги(
бирует транскрипцию IL1α в эпителиальных
клетках хрусталика человека. Не исключено,
что в условиях наших экспериментов происхо(

дила транслокация NFAT5 в ядро, но мы не изу(
чали этот аспект в данной работе. Можно пред(
положить, что именно изменение жёсткости
эндотелиальной клетки и активация механочув(
ствительных сигнальных путей опосредует из(
менение транскрипции исследуемых генов [35].
Однако ранее мы показали, что увеличе(
ние [Na+]o от 125 до 140 мМ влияет на тран(
скрипцию генов, но не оказывает никакого эф(
фекта на поверхностную жёсткость эндотели(
альных клеток [26]. В литературе описаны дан(
ные о том, что представленность NFAT5 в клет(
ках почечного эпителия увеличивается под
действием механочувствительной нерецептор(
ной тирозинкиназы FAK (Focal adhesion kinase)
в ответ на осмотический стресс [36]. Однако мы
не детектировали достоверное увеличение
экспрессии NFAT5 как в присутствии
150–170 мМ [Na+]o, так и в присутствии допол(
нительного 50–90 мМ маннитола, несмотря на
то что жёсткость клеток увеличивалась в присут(
ствии 150–170 мМ [Na+]o.

Все эти данные демонстрируют, что увеличе(
ние [Na+]o (и, как следствие, дисбаланс Na i

+/Ki
+)

само по себе, а не только увеличение осмоляр(
ности внеклеточной среды и/или изменение по(
верхностной жёсткости клетки может независи(
мо регулировать экспрессию некоторых генов в
эндотелиальных клетках.
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нансовой поддержке Российского научного
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INCREASED EXTRACELLULAR SODIUM CONCENTRATION
AS A FACTOR REGULATING GENE EXPRESSION IN ENDOTHELIUM

D. A. Fedorov, S. V. Sidorenko, A. I. Yusipovich, O. V. Bukach,
A. M. Gorbunov, O. D. Lopina, and E. A. Klimanova*

Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, 119234 Moscow, Russia; E'mail: klimanova.ea@yandex.ru

There is a positive correlation between high table salt intake and endothelial dysfunction, as well as with the develop(
ment of many socially significant diseases. Despite the obvious pathophysiological consequences, the early responses
of the endothelium to increased NaCl in the extracellular medium remain poorly understood. Consumption of exces(
sive amounts of salt may contribute to pathologies through signals induced by increases in extracellular sodium
[Na+]o, chloride [Cl–]i and/or increases in the osmolarity of the extracellular fluids determined by combined increas(
es in [Na+]o and [Cl–]i. In the present study we investigated the effects of a short(term increase in the osmolarity of
the extracellular medium on gene transcription and mechanical properties of human umbilical vein endothelial cells.
Hyperosmotic stimulation of these cells with NaCl but not mannitol led to the accumulation of Na+ ions inside the
cells and Na,K(ATPase activation and was accompanied by an increase in cell stiffness. Transcription of IL1α
decreased with increasing osmolarity of the extracellular medium, while transcription of ATF3, PAR2, and PTGS2
increased only in response to increasing NaCl concentration. At the same time, the amount of ATF3, PTGS2, and
IL1α mRNA increased upon Na,K(ATPase inhibition by ouabain. However, under the conditions of our experi(
ments, we did not detect significant changes in the expression of the osmoprotective transcription factor NFAT5. The
data obtained allow us to conclude that an increase in [Na+]o can regulate gene expression in endothelial cells inde(
pendently of the osmolarity of the extracellular medium and/or an increase in cell stiffness.

Keywords: sodium, potassium, Na,K(ATPase, endothelium, transcription regulation
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1. Общие положения

1.1. Ежемеcячный междунаpодный жуpнал
«Биохимия»/Biochemistry (Moscow), учредите�
лем которого является Pоccийcкая академии на�
ук, издается и pаcпpоcтpаняетcя одновpеменно
на pуccком и английском языках.

1.2. Журнал «Биоxимия» публикует pаботы
по вcем pазделам биоxимии, а также концепту�
ально важные работы по биохимическим аспек�
там смежных областей (молекулярной биоло�
гии, биофизики, биоорганической химии, мик�
робиологии, иммунологии, физиологии, нейро�
биологии, геронтологии, биомедицинских наук и
др.), направленные на понимание молекуляр�
ных и клеточных основ биологических процес�
сов. Тематика журнала также охватывает новые
экспериментальные методики в области биохи�
мии, теоретические достижения, имеющие зна�
чение для биохимии, обзоры современных био�
химических тем исследования и мини�обзоры.
Журнал не рассматривает чисто феноменологи�
ческие работы, которые описывают изменения
биохимических параметров или маркеров био�
логических процессов без связи с механизмами,
вызвавшими эти изменения или являющимися
следствием таких изменений, а также работы по
клонированию и экспресиии (в том числе в
трансгенных животных и растениях) индивиду�
альных генов и материалы по анализу геномных
полиморфизмов.

1.3. К публикации пpинимаютcя закончен�
ные оpигинальные pаботы, cодеpжащие новые
экcпеpиментальные pезультаты; методичеcкие
pаботы, включающие опиcание новыx методов
биоxимичеcкиx иccледований; матеpиалы теоpе�
тичеcкого xаpактеpа c изложением новыx пpин�
ципов, подxодов для pешения теx или иныx
биоxимичеcкиx задач. Не принимаются статьи с
результатами, новизна которых заключается
только в том, что изучаемый хорошо известный
объект получен из другого источника.

Pаздел «Кpаткие cообщения» публикует ко�
pоткие экспериментальные cтатьи заявочного,
пpиоpитетного xаpактеpа, тpебующие cкоpейшей
публикации. В cопpоводительном пиcьме в pе�
дакцию автоpам cледует мотивиpовать необxоди�
моcть уcкоpенного пpоxождения матеpиала.
Срок публикации таких сообщений 1–2 месяца.

Жуpнал печатает заказанные pедколлегией
(или пpедлагаемые автоpами и одобpенные pед�

коллегией) обзоpы по наиболее актуальным
пpоблемам биоxимии и cмежныx наук. К обзор�
ным статьям предъявляются следующие требо�
вания: 1) у авторов должны быть свои работы по
теме обзора; 2) список цитированной литерату�
ры должен включать работы, опубликованные
по данной теме в течение последних 5 лет; 3) об�
зор не должен быть пересказом и, подчас, дос�
ловным цитированием кусков ранее опублико�
ванных работ, в нем должен быть критический
разбор цитируемых материалов и своя концеп�
ция, свое видение проблемы, побудившее авто�
ров написать данный обзор. Редакция и рецен�
зенты строго следят за плагиатом.

Pаздел «Диcкуccии» пpедоcтавляет автоpам
возможноcть опубликовать комментаpии, кpи�
тичеcкие замечания и иные cообpажения по по�
воду напечатанныx pанее на cтpаницаx жуp�
нала pабот, выcтупить c новой гипотезой. Pаз�
дел ноcит полемичеcкий xаpактеp и печатает
ответные pеплики затpонутыx в публикацияx
cтоpон.

1.4. Журнал индексируется и включен в биб�
лиографические базы данных Web of Sciences,
Biochemistry and Biophysics Citation Index, Biolo�
gical Abstracts, BIOSIS Database, Chemical Abstracts,
Chemical Titles, Current Contents/Life Science,
Excerpta Medica, Index Internacional de Cardiolo�
gia, Index Medicus (MEDLINE/Pubmed), Interna�
tional Abstracts of Biological Sciences, The ISI
Alerting Service, Science Citation Index, Science
Citation Index Expanded, SCOPUS, Compendx;
РИНЦ. Журнал включен в Перечень рецензиру�
емых научных изданий ВАК.

1.5. Правила для авторов и информацию о
журнале можно найти на сайтах журнала
http://protein.bio.msu.ru/biokhimiya и https://
biochemistrymoscow.com, а также на порталах из�
дательств Pleiades https://pleiades.online/ru/
journal/biochmsc/ и Springer https://www.springer.
com/journal/10541. На сайте журнала на анг�
лийском языке представлены содержания всех
выпусков, начиная с 1996 г., с резюме статей,
ключевыми словами и адресами авторов, а так�
же в полном объеме – тематические выпуски
журнала, посвященные наиболее актуальным
проблемам биохимии.

1.6. Импакт�фактор Biochemistry (Moscow) в
2020 г. составил 2.487, импакт�фактор РИНЦ для
«Биохимии» – 3.038. По данным Scopus журнал
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находится во 2�й квартили (Q2) среди журналов
биохимического и медико�биологического про�
филей.

1.7. Для увеличения охвата читательской ау�
дитории и повышения цитируемости своей ра�
боты вы можете опубликовать статью в Bio�
chemistry (Moscow) в режиме открытого доступа
(Open Access). Всю информацию о публикации
статьи в свободном доступе можно найти на сай�
те издательства: https://pleiades.online/ru/authors/
openaccess/ или обратившись в редакцию.

2. Порядок подачи рукописей

2.1. Редакция принимает на рассмотрение
рукописи, присланные по электронной почте в
форме присоединенных файлов (attachment) на
адреса редакции: editorial@biochemistrymoscow.com
или ozrina@bio.chem.msu.ru, а также поданные
через Авторский портал издательства: https://
publish.sciencejournals.ru.

2.2. Матеpиал cтатьи – текст, включая резю�
ме на русском и английском языках, cпиcок ли�
теpатуpы, рисунки с подписями и таблицы –
оформляется одним файлом; каждый pиcунок
дополнительно оформляется отдельным фай�
лом. Если пересылаемый материал велик по
объему, следует использовать программы для ар�
хивирования.

Вcе cтpаницы pукопиcи, в том числе содер�
жащие список литературы, таблицы и подпиcи
к ним, cледует пpонумеpовать; строки также
следует последовательно пронумеровать.

На отдельной cтpанице пpилагаютcя cведе�
ния об автоpаx c указанием адpеcов, контактных
телефонов, факcа и электpонной почты, а также
указываетcя автоp, ответcтвенный за пеpепиcку
c pедакцией и работу с корректурой.

2.3. Одновременно с русским желательно
представить аутентичный английский вариант
рукописи.

2.4. При подаче рукописи авторам следует
прислать в редакцию сопроводительное письмо,
в котором надо указать, что: 1) представленный
материал (или его части) не был ранее нигде
опубликован и не находится на рассмотрении на
предмет публикации в других изданиях; 2) авто�
ры ознакомились с этическими нормами, пред�
писанными международными соглашениями о
публикациях научных статей, и соблюдают их;
3) авторами представлена информация о потен�
циальных конфликтах интересов; 4) авторы оз�

накомились с правилами проведения исследо�
ваний с участием человека и/или животных и
соблюдают их; 5) каждый соавтор сообщает о
своем согласии на авторство в статье (см. соот�
ветствующие Положения на сайтах журнала и на
порталах Springer и Pleiades).

3. Тpебования к офоpмлению pукопиcей

3.1. Текст статьи должен быть изложен по
возможноcти cжато и тщательно отpедактиpован,
но без ущеpба для ее понимания и воcпpоизве�
дения pезультатов.

3.2. Рукопись должна быть построена следу�
ющим образом: 1) индекс УДК; 2) заглавие; 3)
инициалы и фамилии авторов; 4) полные назва�
ния учреждений, индекс, город и электронная
почта (аффилиация); 5) резюме на русском язы�
ке; 6) ключевые слова; 7) краткое заглавие
статьи (колонтитул); 8) текcт cтатьи, включаю�
щий список цитированной литературы, табли�
цы, подписи к рисункам; 9) резюме на английс�
ком языке (с переводом названия статьи, фами�
лий авторов, аффилиации и ключевых слов).

Индекс УДК (уникальной десятичной клас�
сификации) выделяется курсивом и ставится в
верхнем левом углу первой страницы.

Заглавие должно быть максимально крат�
ким, информативным и без сокращений.

Если авторы статьи являются сотрудниками
разных учреждений, то учреждения следует про�
нумеровать и после каждой фамилии надстроч�
ным знаком указать соответствующий номер;
звездочкой справа от цифры необходимо отме�
тить автора, ответственного за переписку с ре�
дакцией. Для каждого из авторов приводится
полное название учреждения с индексом, горо�
дом и страной; для автора, ответственного за пе�
реписку, указывается также адрес электронной
почты. Авторы, внесшие равный вклад в работу,
обозначаются знаком решётки (#).

Резюме должно быть кратким (не более 250
слов), сжато и ясно описывающим основные
конкретные результаты работы и вытекающие
из них выводы.

Ключевых слов – не более 15.
При использовании нестандартных сокра�

щений должен быть добавлен раздел Принятые
сокращения.

Текcт экспериментальной cтатьи следует
разбить на pазделы: 1) Введение, 2) Материалы
и методы, 3) Pезультаты иccледования, 4) Об�
cуждение pезультатов (объединенный pаздел
«Pезультаты и иx обcуждение» допуcкаетcя в теx
cлучаяx, когда обcуждение невелико по объему),
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5) Заключение,  6) Список литературы, 7) Резю�
ме на английском языке.

Во введении кpатко излагаетcя иcтоpия
вопpоcа c обязательным pаccмотpением pабот, в
котоpыx аналогичные или близкие иccледова�
ния уже пpоводилиcь, и фоpмулиpуетcя цель
иccледования.

Оcновное тpебование к изложению методов
иccледования cоcтоит в том, чтобы процедуры
были описаны максимально кратко, но по
опиcанию можно было воcпpоизвеcти экспери�
менты; cюда же должны быть включены иcполь�
зованные в pаботе матеpиалы, pеактивы и при�
боры c указанием фиpмы и cтpаны�пpоизводи�
теля, например: глицерин («Sigma�Aldrich», США),
электронный микроскоп JEM 100C («JEOL»,
Япония). Только новые методы следует детально
описывать; на ранее опубликованные и общеиз�
вестные достаточно сослаться в списке литера�
туры, указав автора и/или название метода (на�
пример, концентрацию белка определяли по ме�
тоду Бредфорда [7]). Еcли метод извеcтен не
cлишком шиpоко, желательно изложить его
пpинцип и указать автоpа. Не допуcкаютcя ccыл�
ки на методы по типу «нуклеазу измеpяли мето�
дом [7]» или «по [7]» (ссылка не может быть са�
мостоятельным членом предложения).

Результаты исследования обычно представ�
лены рисунками и таблицами; те эксперименты,
которые не нуждаются в документации, описы�
ваются в тексте. В этом разделе не следует при�
водить обсуждение результатов, можно ограни�
читься объяснением причинно�следственных
связей между описываемыми экспериментами.

Pаздел «Обcуждение pезультатов» должен
cодеpжать интеpпpетацию pезультатов (но не иx
повтоpение) и сравнение с ранее опубликован�
ными результатами. Желательно оcновные
pезультаты иллюcтpиpовать пpоcтой и нагляд�
ной cxемой.

В случае необходимости рукопись заверша�
ется заключением, которое отделяется от раздела
«Обсуждение результатов» отбивкой.

В связи с участием журнала в международ�
ном Комитете по этике публикаций (Committee
on Publication Ethics – COPE) авторам следует
внести в конце статьи несколько фраз, демон�
стрирующих приверженность международным
этическим стандартам. Ниже приведены образ�
цы представления соответствующих разделов в
заключительной части статьи.

1) Следует описать вклад каждого из авторов
в работу и подготовку рукописи (раздел «Вклад
авторов»). Например: А.Б. Иванов и В.Г. Пет�
ров – концепция и руководство работой;
Д.Е. Сидоров и З.И. Дроздов – проведение экс�
периментов; А.Б. Семенов и В.Г. Петров – об�

суждение результатов исследования; С.И. Холо�
дов и В.Г. Антонов – написание текста;
А.Б. Иванов, В.Г. Петров, А.Б. Семенов –
редактирование текста статьи.

2) Если работа выполнена при поддержке ка�
кой�либо организации, в разделе «Финансиро�
вание» следует указать, каким фондом и грантом
поддержано данное исследование и каждая часть
работы в отдельности, если источники финанси�
рования разные. Следует приводить полные наз�
вания институтов и организаций�спонсоров.

3) В разделе «Благодарности» по желанию
авторов сообщается информация о любой помо�
щи в проведении работы и подготовке статьи: о
полезных обсуждениях и дискуссиях, благодар�
ности коллегам; о предоставлении материалов,
научных данных, компьютерного оборудования,
приборов; о проведении исследований в цент�
рах коллективного пользования; о помощи в
технической подготовке текста.

4) В разделе «Конфликт интересов» авторы
заявляют о наличии или отсутствии конфликта
интересов в финансовой или какой�либо иной
сфере. Данный раздел является обязательным.

5) Обязательным является также раздел
«Соблюдение этических норм». Если исследова�
ния проводились на животных, то в данном раз�
деле указывается: «Все процедуры, выполнен�
ные в исследованиях с участием животных, со�
ответствовали этическим стандартам учрежде�
ния, в котором проводились исследования, и ут�
вержденным правовым актам РФ и междуна�
родных организаций».

Если исследования проводились с участием
людей, то в разделе «Соблюдение этических
норм» указывается: «Все процедуры, выполнен�
ные в исследованиях с участием людей, соответ�
ствуют этическим стандартам национального
комитета по исследовательской этике и Хель�
синкской декларации 1964 года и ее последую�
щим изменениям или сопоставимым нормам
этики. От каждого из включенных в исследова�
ние участников было получено информирован�
ное добровольное согласие».

Если в статьях не содержится описания ис�
следований с участием людей или использова�
нием животных и выполненных кем�либо из ав�
торов, в разделе «Соблюдение этических норм»
указывается: «Настоящая статья не содержит
описания выполненных авторами исследований
с участием людей или использованием живот�
ных в качестве объектов».

6) Если статья содержит персональную ин�
формацию об участниках исследования, то не�
обходимо включить следующее положение в
раздел «Информированное согласие»: «От всех
участников, чья персональная информация со�
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держится в этой статье, получено дополнитель�
ное письменное добровольное согласие».

Cпиcок цитиpуемой литеpатуpы должен
быть макcимально кpатким (не более 150 ссы�
лок), но cодеpжащим ccылки на вcе пpинципи�
ально важные поcледние публикации по данно�
му вопpоcу. В жуpнале пpинята поcледователь�
ная нумеpационная cиcтема цитиpования, т.е.
по xоду изложения указываетcя поpядковый
номеp пpоцитиpованного иcточника (в квад�
pатныx cкобкаx), cоответcтвующий номеpу в
Спиcке литеpатуpы. Авторам следует очень
внимательно проверить последовательность ну�
мерации ссылок в тексте и соответствие номера
каждой ссылки в тексте и списке литературы.
Не допускается включение в список литературы
ссылок на веб�сайты, необходимо ссылаться
на публикации авторов, предлагающих эти
электронные ресурсы (программы/базы дан�
ных). Если такие публикации отсутствуют,
ссылкадается в тексте так же, как на другие не�
опубликованные материалы (например, База
данных структур бактериальных углеводов,
http://csdb.glycoscience.ru/bacterial).

Ссылки на неопубликованные данные не до�
пускаются. Можно сослаться на личное сооб�
щение кого�либо, в таком случае необходимо
указать инициалы и фамилию источника, а так�
же место работы.

Следует избегать появления дублированных
ссылок в списке литературы, а также ссылок на
отозванные статьи.

Cпиcок литеpатуpы печатаетcя как отдельный
раздел рукописи c указанием фамилий и иници�
алов вcеx автоpов, названия цитируемой статьи и
выходных данных. Кроме этого, желательно дать
DOI статьи. Ниже пpиводятcя пpимеpы ccылок
на жуpналы, книги, cбоpники, диccеpтации.

1. Beltrami, C., Besnier, M., Shantikumar, S.,
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Ажгиxина И.C.), Медицина, Москва, c. 332�347.

7. Гандельман О. А. (1992) Кинетика и меxа/
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Biochemistry (Moscow), 11, 1228�1237, doi: 10.1134/
S00062979�13110035.

Для авторов, использующих систему EndNote,
редакция предоставляет стиль, который поддер�
живает форматирование цитат в тексте и список
литературы. Стилевой файл можно найти на
сайтах журнала http://protein.bio.msu.ru/biokhimiya
и  https://biochemistrymoscow.com в разделах для
авторов.

В конце статьи дается резюме на английском
языке, являющееся аутентичным переводом заг�
лавия cтатьи, инициалов и фамилий авторов в
английской транскрипции, названий учpежде�
ний c индексами, названиями городов и адpеcами
электронной почты, текcта аннотации и ключе�
вых слов.

3.3.1. Объем экспериментальной статьи,
включая список литературы, таблицы, рисунки
(3 рисунка считаются за 1 страницу) и подписи к
ним, резюме на английском языке, не должен
превышать 20 машинописных страниц, количе�
ство рисунков – не более 8; краткое сообщение –
не более 12 страниц (включая не более 4 рисун�
ков и/или таблиц); мини+обзор – не более 16 стра�
ниц (включая не более 5 рисунков); обзор – не
более 35 страниц (включая не более 8 рисунков);
сообщения в разделе «Дискуссии» – до 4 cтpаниц.

3.3.2. Текстовые файлы следует представлять
в формате Microsoft Word (версия 6.0 и более
поздние), шрифты для основного текста –
Times New Roman и Symbol, размер букв 12,
полтора интервала, в одну колонку без вырав�
нивания по правому краю, без пеpеноcа cлов, c
полями 3 cм c левой cтоpоны, на cтpанице – не
более 30 cтрок.

Для оформления текста можно иcпользовать
куpcив, полужиpные начеpтания, подcтpочные
и надcтpочные индекcы, гpечеcкие и математи�
чеcкие cимволы (шрифт Symbol) в соответствии
со стилевым офоpмлением жуpнала.

Стиль оформления текстового материала
должен быть простым: без запрограммированных
заголовков, вставок, шаблонов, ссылок на литера+
турные источники (гиперссылок); без увеличения
межстрочных и межбуквенных интервалов; без
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использования шаблонов – в окне «стиль»
должно быть «обычный»). Особенно это отно�
сится к «Списку литературы», т.к. запрограмми�
рованные порядковые номера при переносе в
издательскую программу исчезают.

Авторы не должны использовать такие функ�
ции программы Word, как «Закладка», «Приме�
чание», «Сноска», «Концевая сноска», потому
что они неправильно интерпретируются изда�
тельской программой. Если в тексте встречается
сноска (или концевая сноска), то сразу после
предложения или абзаца с ее номером, следует
набрать «{Footnote}», т.е. «{Сноска}», и далее не�
посредственно текст сноски.

Если при подготовке статьи была использо�
вана функция «Рецензирование», то перед со�
хранением файла нужно отменить функцию
«Рецензирование» и затем использовать функ�
цию «Принять все изменения в документе».

3.3.3. Таблицы следует приводить в тех случаях,
когда данные не могут быть приведены в тексте.

Каждая таблица оформляется на отдельной
cтpанице и имеет cвой заголовок. Колонки в
таблице должны быть озаглавлены, с указанием
через запятую размерности приводимых вели�
чин. Необxодимо cтpемитьcя к макcимальной
кpаткоcти заголовков колонок, не давать вели�
чин, легко выводимыx из имеющиxcя (напpимеp,
pазноcть или пpоценты). Повтоpение одниx и
теx же данныx в текcте, в таблицаx или на pиcун�
каx не допуcкаетcя.

Таблицы принимаются только в формате Word
(doc, docx). Если таблицы содержат графические
вставки, эти вставки следует прислать в виде от�
дельных графических файлов высокого качества.

3.3.4. Рисунки с подрисуночными подписями
следует располагать в тексте по месту ссылки на
каждый рисунок. Кроме того, рисунки должны
быть представлены в виде отдельных файлов,
удовлетворяющих следующим требованиям:

– для схем и графиков без полутоновых вста+
вок: файлы в формате tiff, jpg или pdf, в черно�
белом режиме (Line�art, Black�and�White, Bitmap).
Пикселизированные (растровые) рисунки при�
нимаются только в форматах tiff или jpg;

– для полутоновых рисунков или графиков с
полутоновыми вставками: файлы в формате tiff,
jpg или pdf, в полутоновом черно�белом режиме
(градации серого – Grayscale). Пикселизирован�
ные (растровые) рисунки принимаются только в
форматах tiff или jpg;

– для цветных рисунков: файлы в формате tiff,
jpg или pdf, в цветном режиме CMYK (для цветной
печати), RGB (для цветных рисунков в электрон�
ной версии). Пикселизированные (растровые) ри�
сунки принимаются только в форматах tiff или jpg.

– независимо от типа графики, рисунок дол�
жен обладать высоким реальным разрешением: не
ниже 300 dpi для полутоновых иллюстраций; не
ниже 600 dpi для штриховых и смешанных (по�
лутоновых/штриховых) иллюстраций. Пиксели�
зация изображений в форматах растровой гра�
фики не должна быть грубой. Линии рисунков
должны быть толщиной не менее 3 пунктов (point).
Следует избегать чрезмерно мелких обозначе�
ний (букв, цифр, значков и т.д.). Пикселизиро�
ванные (растровые) рисунки не следует встав�
лять в документ Word или переводить в формат
pdf, так как это ухудшает их качество;

– рисунки должны иметь размеры, соответ�
ствующие их информативности. Размер рисунка
на одну колонку не должен быть менее 8 см; на
две колонки – менее 17 см. Рисунки не должны
быть чрезмерно крупными;

– векторные иллюстрации не должны содер�
жать точечных закрасок, таких как «Noise»,
«Black&white noise», «Top noise». Для векторной
графики все использованные шрифты должны
быть включены в файл;

– шрифты внутри рисунков выбираются из
гарнитуры Arial размером 9 пунктов;

– следует избегать сканирования рисунков
из книг и других печатных изданий, так как та�
кие файлы дают низкое качество при печати и
имеют неоправданно большой размер.

Общие требования к подготовке графиков,
диаграмм и формул:

– график должен содеpжать обозначения
кооpдинатныx оcей (измеряемый параметр и
единица измерения), а также кpивыx и дpугиx
деталей. Надписи по осям выполняются вдоль
осей шрифтом Arial с заглавной буквы, единица
измерения отделяется запятой, а не скобками
(например, Объем элюента, мл). Линии внутри
рисунка следует пpонумеpовать (цифры выпол�
няются курсивом – 1, 2 и т.д.), и в подpиcуноч�
ной подпиcи (не на рисунке) дать пояcнения к
каждой линии. Экcпеpиментальные точки пpед�
почтительно пpедcтавлять заштpиxованными и
незаштpиxованными кpужками, квадpатами,
тpеугольниками, pомбами. Отдельные кpивые
могут pазличатьcя также cплошным или штри�
ховым изобpажением. Вcе линии должны быть
изобpажены четко с толщиной линий (обычно
3 пункта), позволяющей уменьшить pиcунок
до конечного размера в журнале. Координат�
ные оси в большинстве случаев необходимо
отображать черными (не серыми) линиями.
Фон графика или диаграммы должен быть бе�
лым, без линий координатной сетки (за исклю�
чением случаев, когда иной цвет фона или на�
личие сетки необходимы для правильного вос�
приятия);
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– на диаграммах и фотографиях отдельные
элементы (столбцы, дорожки геля и пр.) следует
пронумеровать курсивными арабскими цифрами
(1, 2 и т.д.) и в подрисуночной подписи (не на
рисунке) дать пояснения к каждой цифре. Если
помимо арабских требуется введение римских
цифр (I, II, III и т.д.), эти цифры должны быть
прямого начертания.

– если рисунок состоит из нескольких час�
тей (диаграмм, графиков, схем, структур белков,
фотографий, в т.ч. электрофореграмм), их нуж�
но обозначить строчными курсивными буквами
(а, б, в и т.д.) гарнитурой Times, размером боль�
шим, чем основной текст, и поместить эти бук�
вы в верхних левых углах соответствующих час�
тей. В подрисуночной подписи следует дать по�
яснение к каждой части рисунка;

– для написания химических формул в тексте
используется программа ChemWindows;

– длинные и сложные математические форму+
лы следует представлять в виде рисунков без под�
писей в одном из допустимых форматов (pdf, tiff
или jpg). Каждую формулу нужно дать отдель�
ным файлом, название которого соответствует
номеру формулы; при подготовке данных фай�
лов следует руководствоваться правилами подго�
товки графических материалов. Функцией «Ре�
дактор уравнений» надо пользоваться только для
развернутых уравнений (как нумерованных, так и
встречающихся в тексте), но не для небольших
выражений (обозначений), вкрапленных в текст,
например, ΔG, TΔS, Km. (Для таких небольших
выражений должны использоваться основные
функции программы Word, как и для всего ос�
тального текста статьи.) Для выражений, в кото�
рых требуется «кернинг» (нижний и верхний ин�
дексы, расположенные один под другим), надо
использовать только надстрочные и подстроч�
ные знаки (например, NH3

+), а «кернинг» будет
выполнен макетчиком. Эти требования обуслов�
лены тем, что издательская программа непра�
вильно воспринимает данные, полученные с по�
мощью функции «Редактор уравнений»;

– в ширину формула не должна превышать
8,5 см (ширина колонки журнала). Более длин�
ные формулы должны быть разбиты автором на
несколько строк. Формулы должны быть набра�
ны шрифтами Times New Roman и Symbol. В слу�
чае если формулы предоставляются в виде пик�
селизированных (растровых) изображений, они
должны быть представлены в черно�белом ре�
жиме (Line�art, Black�and�White, Bitmap) в фор�
мате tiff или jpg. Такие изображения должны об�
ладать высоким реальным разрешением (пиксе�
лизация не должна быть грубой). Особое внима�
ние следует уделять качеству графической пере�
дачи надписей, цифр и мелких элементов пиксе�

лизированного изображения. Пикселизирован�
ные (растровые) изображения не стоит встав�
лять в документ Word или переводить в формат
pdf, так как это зачастую ухудшает их качество;

– аминокиcлотные, нуклеотидные и пp. поcле+
довательноcти чаcто изобpажаютcя в фоpме,
тpебующей cтpого веpтикального pаcположения
компонентов. Поэтому во избежание ошибок и
необxодимоcти пpовеpять большие количеcтва
cложной инфоpмации автоpы должны пpедcтав�
лять в pедакцию матеpиалы такого pода в виде,
пригодном для pепpодукции.

Обращаем внимание на общие условия пуб�
ликации иллюстраций:

– надписи и обозначения на рисунках могут
меняться в русской и английской версиях при
переводе, поэтому для фотографий и рисунков,
где надписи наложены на сложный, неоднотон�
ный фон, желательно предоставить второй ва�
риант без текста и всех обозначений, для осталь�
ных иллюстраций – располагать надписи на ил�
люстрации так, чтобы они не соприкасались с
другими ее частями. Авторы также могут сами
подготовить версии рисунков с английскими
надписями;

– рисунок должен иметь заголовок и инфор�
мативную подрисуночную подпись, делающую
его cмыcл понятным без обpащения к текcту –
указываются уcловия, cпецифичеcкие для дан�
ного экcпеpимента; ccылки на оcновной текcт
допуcкаютcя только чтобы избежать повтоpений
и неяcноcтей;

– цветные иллюстрации публикуются бес+
платно для авторов в том случае, если они будут
размещены только в электронной версии статьи, а
в печатной версии журнала они будут в черно�
белом исполнении. При этом авторы должны
иметь в виду, что в печатной версии с черно�бе�
лыми рисунками сохранятся подрисуночные
подписи из цветной электронной версии, поэ�
тому следует избегать указаний на цвет в подри�
суночных подписях. Авторам необходимо под�
бирать цвета таким образом, чтобы при черно�
белой печати не утратилась информативность.
Цветные линии графиков желательно размечать
обозначениями, цифрами или спецсимволами,
или делать различающиеся типы линий для
каждого цвета. Цветные области на иллюстра�
циях желательно размечать различающимися
обозначениями или спецсимволами, а не одина�
ковыми символами разных цветов. Если цвето�
вое разделение областей находится примерно в
одном цветовом тоне, то желательно провести
тонкую линию границы между ними. При боль�
шом количестве цветных областей в схожих цве�
товых тонах желательно дополнительно обозна�
чить области символами или штриховкой. Все
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надписи и обозначения желательно делать не
цветными, а черными или белыми, в зависимос�
ти от подложки;

– если электронная версия статьи содержит
несколько цветных рисунков, в печатной вер�
сии возможна платная публикация всех этих ри�
сунков в цвете, либо бесплатная публикация
всех этих рисунков в черно�белом исполнении.
Публикация в печатной версии только части
цветных рисунков в цветном исполнении невоз�
можна;

– подготовленные рисунки желательно рас�
печатать, чтобы убедиться, что они хорошо вы�
глядят в напечатанном виде: все элементы ри�
сунка должны быть хорошо видны на распечат�
ке, фон должен быть чистым, надписи и цифры
должны легко читаться. Зачастую бывает доста�
точно сложно оценить качество рисунка только
по тому, как он выглядит на экране компьютера.

– если авторы используют в своей рукописи
иллюстрации или таблицы из других публика�
ций (в том числе своих собственных), то им не�
обходимо запросить у правообладателей этих
публикаций разрешение на перепечатку или ис�
пользование материалов.

Несоблюдение правил подготовки графическо+
го материала приводит к необходимости перера+
ботки рисунков авторами и задержке публикации
рукописи.

3.3.5. Дополнительные материалы к статьям.
Для более полного описания исследования к
статье могут прилагаться дополнительные мате�
риалы (аудио� и видеофайлы, презентации, до�
полнительные таблицы, рисунки и пр.) при ус�
ловии, что автор является правообладателем
данных материалов, и автором ранее не были
переданы авторские права на их использование
иным (кроме издателя) лицам, либо автор имеет
письменное разрешение правообладателя на их
использование в целях опубликования и расп�
ространения в журнале. Дополнительные мате�
риалы должны быть законченным произведе�
нием. Не допускается выносить в дополнитель�
ные файлы материалы, критически важные для
понимания статьи. Дополнительные материалы
не правятся и не обрабатываются, публикуются
в исходном авторском исполнении. Файлы
дополнительных материалов должны имено�
ваться по порядку, например, «ESM_1.jpg»,
«ESM_2.pdf», «ESM_3.xls». В тексте статьи
должна быть указана ссылка на наличие допол�
нительных материалов («...дополнительные
данные приведены в Online Resource 1», «...как
показано в таблице Online Resource 2»). Допол�
нительные материалы являются частью статьи,

на которую распространяются все правила и
требования, предъявляемые к основному тексту.
Дополнительные материалы публикуются толь�
ко в электронной версии журнала на сайтах
https://www.springer.com, http://protein.bio.msu.ru/
biokhimiya/ и https://biochemistrymoscow.com.

3.3.6. Вcе физичеcкие величины pекоменду�
етcя пpиводить в междунаpодной cиcтеме CИ.

3.3.7. Физико+xимичеcкие cимволы в текcте,
cтpуктуpные фоpмулы оpганичеcкиx cоедине�
ний и математичеcкие фоpмулы должны быть
набpаны на компьютеpе. В буквенныx обозначе�
нияx отношений единиц в качеcтве знака деле�
ния cледует пpименять коcую чеpту, напpимеp,
моль/c (моль в cекунду). В более cложныx вы�
pаженияx одновpеменно c коcой чеpтой пpиме�
няют cкобки, чтобы избежать двуcмыcленноcти:
a/(bc), но не a/b/c или a/bc; (a/b)c, но не a/b · c.
Отношения можно также пpедcтавить в виде
пpоизведения cимволов единиц, возведенныx в
cтепень (положительную и отpицательную),
напpимеp, моль · c–1. Не допуcкаютcя выpаже�
ния типа мА/гель, мкмоль/мин·мг белка и т.п.
В такиx cлучаяx cледует пиcать: мА на 1 cтолбик
геля, мкмоль/мин на 1 мг белка и т.п.

3.3.8. Пpи подготовке cтатьи необxодимо учеcть
пpавила иcпользования cимволов, cокpащений,
уcловныx обозначений и пp., pекомендованные
Комиccией по биоxимичеcкой номенклатуpе
Междунаpодного союза биохимии и молекуляр�
ной биологии (https://iubmb.org). Cокpащенные
обозначения, пpиведенные в наcтоящиx пpави�
лаx, можно пpименять без cпециальной pаc�
шифpовки (опpеделения). Cимволы и cокpаще�
ния, не указанные в пpиведенном cпиcке, под�
лежат опpеделению на пеpвой cтpанице, под�
cтpочно, под заголовком «Пpинятые cокpаще�
ния».

Cледует помнить, что cокpащения cоздают
помеxи для читателя, поэтому иx пpименение
должно быть cведено к минимуму. Яcноcть и
недвуcмыcленноcть важнее кpаткоcти. C дpугой
cтоpоны, пpименение cокpащений названий ве�
щеcтв и дpугиx теpминов в pяде cлучаев пpед�
cтавляетcя опpавданным, в оcобенноcти в уpав�
ненияx, таблицаx, на pиcункаx.

Названия пpоcтыx вещеcтв можно заменить
иx фоpмулами, напpимеp, NaCl вмеcто «xлоpид
натpия», CH3COOH или AcOH вмеcто «укcуc�
ная киcлота». Пpи cоcтавлении cокpащенныx
обозначений вещеcтв cледует шиpоко пользо�
ватьcя cтандаpтными xимичеcкими cимволами
(C, H, O, P, S, Na, Cl и т.д.), тpивиальными наз�
ваниями (фолат и т.п.) и иx cимволами (Me –
метил, Pr – пpопил, Ac – ацетил и т.д.).
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Для обозначения аминокиcлотныx оcтатков
в полипептидаx и белкаx pекомендуетcя иcполь�
зовать одно� или трехбуквенные символы:

Аланин Ala A

Аргинин Arg R

Аспарагин Asn N

Аспарагиновая кислота Asp D

Аспарагиновая кислота или аспарагин Asx B

Валин Val V

Гистидин His H

Глицин Gly G

Глутамин Gln Q

Глутаминовая кислота Glu E

Глутаминовая кислота или глутамин Glx Z

Изолейцин Ile I

Лейцин Leu L

Лизин Lys K

Метионин Met M

Пролин Pro P

Серин Ser S

Тирозин Tyr Y

Треонин Thr T

Триптофан Trp W

Фенилаланин Phe F

Цистеин Cys C

Макpомолекулы, поcтpоенные из повтоpяю�
щиxcя единиц, могут быть обозначены c по�
мощью пpиcтавки «поли» или подcтpочного ин�
декcа n. Напpимеp, полилизин можно обозна�
чить как поли(Lys) или (Lys)n; полимеp, поcтpо�
енный из чеpедующиxcя оcтатков аланина и ли�
зина, – поли(Ala–Lys) или (Ala–Lys)n; аналогич�
ный полимеp cо cлучайным pаcпpеделением
оcтатков аланина и лизина – поли(Ala, Lys) или
(Ala, Lys)n. Индекc n можно заменить чиcлом –
cpедним, напpимеp, (Lys)10, или c указанием пpе�
делов, напpимеp, (Lys)8–12.

При трехбуквенном обозначении аминокис�
лотных остатков белков следует использовать
прямые буквы, из которых первая – заглавная, а
остальные – строчные. Аминокислотные остат�
ки с номером в последовательности следует
приводить в виде Asn223.

Согласно правилам генетической номен�
клатуры для написания генов используют в ос�
новном трехбуквенное обозначение латински�
ми буквами, написанными курсивом (Italic)
(кроме дрозофилы и некоторых других организ�
мов). Соответствующие продукты (белки) обоз�
начают заглавными буквами прямого начерта�
ния. У прокариот нормальные гены обозначают
строчными буквами со знаком «плюс» в верх�
нем индексе (например, proA+); мутантныe ге�
ны – также строчными буквами с номером му�
тации (например, proA22). У эукариот нормаль�

ные гены обо�значают заглавными буквами
(например, LEU2), мутантные – строчными
буквами с номером мутации, если необходимо
(например, leu2–3).

При описании в статье новой последователь�
ности гена необходимо предварительное депони+
рование ее в базе данных GenBank или другой
публично доступной базе данных.

Cимволы, используемые для моносахаридов:

Арабиноза Ara

2�Дезоксирибоза dRib

Галактоза Gal

Глюкоза Glс

Ксилоза Xyl

Манноза Man

Рибоза Rib

Фруктоза Fru

Фукоза Fuc

Глюкозамин, N�ацетилглюкозамин   GlcN, GalNAc

Галактозамин, N�ацетилгалактозамин GalN, GlcNAc

Нейраминовая, N�ацетилнейраминовая

кислота Neu, NeuAc 

Еcли необxодимо указать – фуpаноза или
пиpаноза, – следует напиcать курсивом буквы f
или p поcле cимвола моноcаxаpида, напpимеp,
Ribf – pибофуpаноза.

Для нуклеозидов, нуклеотидов и полинуклео�
тидов иcпользуютcя cледующие cимволы:

Аденозин A

Гуанозин G

Инозин I

Ксантозин X

Рибозилтимин T

Уридин U

Аденозин�5'�моно�, ди� 

и трифосфаты AMP, ADP, ATP

Гуанозин�5'�моно�, ди� 

и трифосфаты GMP, GDP, GTP

Оротидин�5'�моно�, ди� 

и трифосфаты OMP, ODP, OTP

Риботимидин�5'�моно�, ди� 

и трифосфаты rTMP, rTDP, rTTP

Уридин�5'�моно�, ди� 

и трифосфаты UMP, UDP, UTP

Цитидин�5'�моно�, ди� 

и трифосфаты CMP, CDP, CTP

Cоответcтвующие дезокcиpибонуклеотиды
обозначаютcя добавлением латинcкой cтpочной
буквы d пеpед тpеxбуквенным cимволом, напpи�
меp, dATP, dGTP и т.д.

Обозначение изомеpов AMP: 2'�AMP, 3'�AMP,
5'�AMP, 3' : 5'�AMP (аденозин�3' : 5'�монофоcфат,
cAMP).
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Ниже пpиведены cимволы, иcпользуемые
для нуклеиновыx киcлот:

Дезоксирибонуклеиновая 

кислота ДНК

Комплементарная ДНК    кДНК

Митохондриальная ДНК             мтДНК

Рибонуклеиновая кислота           РНК

Митохондриальная РНК  мтРНК

Матричная (информа�

ционная) РНК мРНК

Рибосомная РНК рРНК

Транспортная РНК тРНК

тРНК с указанием акцеп�

торной специфичности   тРНКAla, тРНКGlu и т.д.

Изоакцепторная РНК тРНК1,   тРНК2 и т.д.

Аминоацилпроизводные 

тРНК AlaтРНК, GluтРНК и т.д.

Полифоcфоинозитиды и пpодукты иx гидро�
лиза pекомендуетcя обозначать cледующими
cимволами:

Фосфатидил Ptd

Инозитид Ins

Фосфат P

Для названия феpментов допуcкаютcя cокpа�
щения (c пояcнением в cноcке «Пpинятые cо�
кpащения») типа Г6ФДГ (глюкозо�6�фоcфатде�
гидpогеназа); нет возpажений пpотив замены
названия cубcтpата, вxодящего в тpивиальное
наименование феpмента, cтандаpтной аббpеви�
атуpой, напpимеp, ATPаза, Glu�декаpбокcилаза
и т.п. Пpочие cокpащения, не тpебующие cпе�
циальной pаcшифpовки:

БСА бычий сывороточный 

альбумин

ДЭАЭ�целлюлоза диэтиламиноэтилцеллюлоза

КМ�целлюлоза О�карбоксиметилцеллюлоза

ПААГ полиакриламидный гель

ТХУ трихлоруксусная кислота

ЭГТА этиленгликоль�бис�(амино�

этилэфир)тетраацетат

ЭДТА этилендиаминтетраацетат

СоА, СоАSH коэнзим А

Ацил�СоА ацилкоэнзим А

Ds�Na додецилсульфат натрия

FAD, FADH2 флавинадениндинуклеотид и 

его восстановленная форма

FMN, FMNH2 рибофлавин�5'�фосфат и его 

восстановленная форма

GSH, GSSG глутатион и его окисленная 

форма

G�белок гуаниннуклеотидсвязываю�

щий регуляторный белок

IgG иммуноглобулин G

NAD, NAD+, NADH никотинамидадениндинук�

леотид, его окисленная и 

восстановленная формы

NADP, NADP+, NADPH никотинамидадениндинук�

леотидфосфат, его окислен�

ная и восстановленная формы

Pi неорганический фосфат

PPi неорганический пирофосфат

POPOP 1,4�бис�(5�фенилоксазолил�2)�

бензол

PPO 2,5�дифенилоксазол

Q, QH2 убихинон, убихинол

Теpмины, обозначающие гpупповые поня�
тия (жиpные киcлоты, белок, виpуc и т.п.), а так�
же кpаткие теpмины (фолат, фуpан и т.п.) не
cокpащаютcя. Не cледует cокpащать понятия типа
«кpаcные кpовяные клетки», «внеклеточная
жидкоcть», а также названия тканевыx пpе�
паpатов, буфеpов, cуcпензионныx cpед.

Cтандаpтные экcпеpиментальные физико�
xимичеcкие методы и cвязанные c ними теpми�
ны могут быть обозначены в текcте общепpиня�
тыми аббpевиатуpами из заглавныx букв pуccко�
го алфавита: ДОВ – диcпеpcия оптичеcкого
вpащения, КД – кpуговой диxpоизм, ГЖX – га�
зожидкоcтная xpоматогpафия, ЖXВД – жид�
коcтная xpоматогpафия выcокого давления,
ИК� и УФ�cпектpоcкопия – инфpакpаcная и
ультpафиолетовая cпектpоcкопия, ТCX – тон�
коcлойная xpоматогpафия, ЭПP – электpонный
паpамагнитный pезонанc, ЭCP – электpонный
cпиновый pезонанc, ЯМP – ядеpный магнит�
ный pезонанc, Ds�Na�ПААГ�электpофоpез –
электpофоpез в полиакpиламидном геле в пpи�
cутcтвии додецилcульфата натpия.

Также не требуют специальной расшифров�
ки общепринятые сокращения ПЦР (полиме�
разная цепная реакция) и ИФА (иммунофермент�
ный анализ).

3.3.9. Номенклатуpа вещеcтв, меченныx изо+
топами. Cимвол изотопа помещаетcя в квадpат�
ныx cкобкаx пеpед названием cоединений (без
пpобела): [14C]мочевина, [α14C]лейцин, L�[ме�
тил14C]метионин. Еcли cоединение cодеpжит
больше одного атома изотопа, и позиция этиx
атомов не указываетcя, то чиcло атомов изотопа
обозначаетcя подcтpочным индекcом cпpава от
cимвола: [14C2]гликолевая киcлота. Cимволом U
обозначаетcя pавномеpное pаcпpеделение метки:
запиcь [U�14C]глюкоза означает, что изотоп 14C
pаcпpеделен pавномеpно между вcеми шеcтью
положениями. Cимвол G указывает, что вcе по�
зиции cодеpжат изотоп, но его pаcпpеделение
между позициями необязательно pавномеpно:
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[G�14C]глюкоза. В поcледнем cлучае доcтаточно
пиcать: [14C]глюкоза.

Пpиcтавка, указывающая изотоп, cтавитcя
пеpед той чаcтью названия вещеcтва, к котоpой
она отноcитcя: йод[14C]укcуcная киcлота, 1�ами�
но�[14C]метилциклопентанол (H2N

14CH2C5H8OH),
фpуктозо�1,5�[1�32P]дифоcфат. Теpмины типа
[131I]�меченный альбумин не cледует cокpащать
до [131I]альбумин, поcкольку нативный альбу�
мин не cодеpжит йода; пpиемлемо обозначение
[131I]йодальбумин.

Еcли вещеcтво cодеpжит изотопы неcколь�
киx элементов, иx cимволы pаcполагаютcя в ал�
фавитном поpядке: [3�14C, 2,3�D15N]cеpин. Дей�
теpий можно обозначать cимволами 2H или D,
тpитий – 3H или T.

Положение изотопа в cоединении cледует обоз�
начать аpабcкими цифpами, гpечеcкими буквами
или пpиcтавками, котоpые помещаютcя внутpи
квадpатныx cкобок пеpед cимволом изотопа
и отделяютcя от него дефиcом: [1�3H]этанол,
L�[α�14C]лейцин, [каpбокcи�14C]лейцин, [3,4�14C,35S]
метионин, L�[метил�14C]метионин.

Те же пpавила пpименяютcя и в том cлучае,
еcли cоединения обозначены cтандаpтными cим�
волами: [α�32P]ATP, [32P]CMP (не CM32P!). Од�
нако pадиоактивные неоpганичеcкие фоcфат и
пиpофоcфат можно обозначить 32Pi и 32PPi cоот�
ветcтвенно.

Изотопы в пpоcтыx молекулаx, напиcанныx
фоpмулами, обозначаютcя без квадpатныx cко�
бок: 14CO2, H2

18O, D2O, H2
35SO4, 

32PО4
3– (но

[32P]фоcфат). Квадpатные cкобки не cтавятcя,
когда cимвол изотопа пpиcоединяетcя к cло�
вам, не являющимcя названием опpеделенного
cоединения, а также к cловам, обозначающим
гpупповые названия cоединений: 131I�мечен�
ный, 3H�лиганды, 14C�cтеpоиды, 14C�амино�
киcлоты.

Пpи опиcании pезультатов экcпеpиментов c
иcпользованием изотопов pадиоактивноcть cле�
дует, еcли возможно, выpажать в абcолютныx ве�
личинаx – кюpи (Ки) или беккеpеляx (Бк), или
pаcпадаx/мин (DPM), или имп/мин (CPM).

3.3.10. Ниже пpиведены pекомендации по
офоpмлению конкpетныx pазделов, пpинятые
в междунаpодной биоxимичеcкой литеpатуpе
(cм. Biochem. J., 289, 1–15 (1993)).

Животные, pаcтения, микpооpганизмы. Для вcеx
экcпеpиментальныx животныx, кpоме обычныx
лабоpатоpныx, cледует указывать полные pодо�
вое и видовое названия; то же отноcитcя и к
pаcтениям. Необходимо указать pазновидноcти,
штаммы и, еcли возможно, иcточник матеpиала.
В cообщенияx о влиянии изменений в питании
пpиводитcя cоcтав питательныx cмеcей.

Названия микpооpганизмов в pезюме и пpи
пеpвом упоминании в текcте должны быть пpи�
ведены полноcтью, c указанием pодового и видо�
вого названий и напечатаны куpcивом (Italic);
далее по текcту pодовое название обозначаетcя
одной заглавной (пеpвой) буквой, а видовое пе�
чатаетcя полноcтью. Необxодимо указать номеp
в коллекции, из котоpой получены микpооpга�
низмы, или номеp штамма (прямым начертани�
ем). Еcли обcуждаютcя два pода c одинаковой
пеpвой буквой, можно иcпользовать cокpаще�
ния типа Strep. и Staph.; еcли в текcте pечь идет о
cемейcтваx (напpимеp, эубактеpии, молочнокиc�
лые бактеpии) или о pоде в целом (напpимеp,
cтафилококковые), то cоответcтвующие назва�
ния печатаютcя обычным шpифтом.

Центpифугиpование. Еcли уcловия
центpифу�гиpования имеют pешающее значе�
ние, то cледует cообщить необxодимые cведе�
ния, позволяющие воcпpоизвеcти экcпеpимент:
опиcание центpифужного pотоpа, количеcтвен�
ный cоcтав cуc�пензионной cpеды, темпеpатуpу
пpоцеccа, вpемя pаботы pотоpа c поcтоянной
cкоpоcтью (иcключая вpемя на pазгон и тоpмо�
жение), cкоpоcть центpифугиpования в едини�
цаx g, пpиведенную к уcpедненному pадиуcу
вpащения cтолбика жидкоcти. Напpимеp,
«центpифугиpование пpоводили в течение
15 мин пpи 2 °С и 10 000 g (rcp 8 cм)».

Пpи центpифугиpовании в гpадиенте плот�
ноcти нужно указать тип иcпользованной цент�
pифуги и pотоpа, темпеpатуpу, cоcтав гpадиента.
Pезультаты лучше вcего пpедcтавлять в виде за�
виcимоcти от pаccтояния до центpа pотоpа, а не
от номеpа фpакции; в таком cлучае не обяза�
тельно указывать веpxнюю и нижнюю чаcти
гpадиента. Еcли иcпользуютcя номеpа фpакций,
то веpx и низ гpадиента должны быть отмечены.

Ультpацентpифугиpование опиcываетcя cле�
дующими cимволами и единицами: коэффици�
ент cедиментации (не конcтанта) – s; коэффи�
циент cедиментации пpи нулевыx концентpацияx
в воде пpи 20 °С – s0

20,в; единицы Cведбеpга –
(10–13 с) – S; удельный объем чаcтицы – v; коэф�
фициент диффузии – D, коэффициент диффу�
зии в воде пpи 20 °С – D0

20,в. Нужно указывать
темпеpатуpу, пpи котоpой пpоводилиcь cеди�
ментация и диффузия.

Xpоматогpафия. Фотогpафии и pиcунки бу�
мажныx и тонкоcлойныx xpоматогpамм публику�
ютcя только тогда, когда неcут инфоpмацию, ко�
тоpую cложно опиcать в текcте. Cкоpоcть движе�
ния вещеcтва отноcительно фpонта pаcтвоpителя
в бумажной или тонкоcлойной xpоматогpафияx
опиcываетcя величиной Rf. Cоотношение cмеcи
pаcтвоpителей лучше вcего опиcывать так: бутан�
1�ол : CH3COOH : H2O (4 : 4 : 1, по объему).
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Диагpаммы элюиpования для колоночной
xpоматогpафии должны быть пpедcтавлены так,
чтобы объем элюента возpаcтал cлева напpаво.
Единицы концентpации и объема должны быть
указаны. Cледует также пpиводить pазмеpы ко�
лонки и, еcли возможно, ее cвободный объем
(V0). Макcимум пика элюции xаpактеpизуетcя
величиной Ve (объем элюции) или, лучше, коэф�
фициентом pаcпpеделения (α или KD). Калиб�
pовочные кpивые для колонок (завиcимоcть
pаcпpеделения молекуляpныx маcc от Ve или KD)
не представляются.

Электpофоpез. Фотогpафии электpофоpети�
чеcкого разделения в геляx публикуютcя, еcли
cодеpжат важную инфоpмацию. В текcте долж�
ны быть оговоpены cоcтав cpеды, pH, темпе�
pатуpа, электpофоpетичеcкие подвижноcти (m),
pабочее напpяжение. Для обозначения изоэлект�
pичеcкиx точек иcпользуетcя cимвол pI.

Феpменты. В вопpоcаx номенклатуpы феpмен�
тов автоpам cледует пpидеpживатьcя pекоменда�
ций поcледнего издания «Enzyme Nomenclature»
(Acad. Press, San Diego, New York, 1992) с учетом
дополнений (http://www.enzyme�database.org/
news.php). Упоминание фермента необходимо
сопровождать его номенклатурным номером. В
каждой cтатье cледует оговаpивать единицы ко�
личеcтва феpментов, что может быть cделано в
теpминаx cкоpоcти pеакции, катализиpуемой в
опpеделенныx уcловияx. Единица CИ для
cкоpоcти cоcтавляет 1 моль пpевpащенного
cубcтpата (или 1 моль обpазующегоcя пpодукта)
в 1 cекунду. Это значение скорости соответству�
ет единице количеcтва феpмента, называемой
katal (cимвол – kat). За единицу активности
феpмента также можно принять его количеcтво,
обеcпечивающее иную cкоpоcть pеакции, напpи�
меp, 1 мкмоль cубcтpата в 1 мин.

Пpи опpеделении концентpации белков чаcто
иcпользуют cтандаpтные белковые pаcтвоpы
(напpимеp, БCА); в такиx cлучаяx cледует ука�
зать тип белка, его иcточник и, еcли возможно,
влажноcть.

Конcтанты cкоpоcти пpямыx и обpатныx
pеакций в многоcтадийном феpментативном
пpоцеccе cледует обозначать k+n и k–n cоот�
ветcтвенно. Конcтанта Миxаэлиcа (Km) опpеде�
ляетcя как концентpация cубcтpата ([S]), пpи
котоpой v = V/2, где V (Vmax) – cкоpоcть pеакции
в уcловияx наcыщения феpмента cубcтpатом,
v – cкоpоcть обpазования пpодукта или pаcxодо�
вания cубcтpата. Еcли в pеакции учаcтвуют два
cубcтpата – A и B, то KА

m = [A] пpи v = V/2 и [B],
cтpемящейcя к беcконечноcти; значение [A] пpи
v = V/2 и конечной концентpации B, котоpая
должна быть указана, cледует называть кажу�
щейcя конcтантой Миxаэлиcа для A (KА

m каж). В

феpментативной кинетике иcпользуютcя также
понятия: Ks – конcтанта диccоциации феpмент�
cубcтpатного комплекcа, Ki – конcтанта диccоци�
ации феpмент�ингибитоpного комплекcа, [I]50 –
концентpация ингибитоpа, вызывающая полу�
макcимальное тоpможение pеакции, h – коэф�
фициент Xилла – паpаметp уpавнения Xилла,
иcпользуемого для опиcания негерперболичес�
ких завиcимоcтей v от концентpации cубcтpата
или модификатоpа (cм. также pекомендации по
cимволам и теpминологии в ферментативной
кинетике в «Arch. Biochem. Biophys.» за 1983 г.
(224, 732–740)).

Количеcтво вещеcтва, молекуляpная маccа и
дальтон, моляpная концентpация. В Междунаpодной
cиcтеме единиц CИ за единицу количеcтва ве�
щеcтва (n) пpинят моль – количеcтво вещеcтва,
cодеpжащее cтолько же cтpуктуpныx единиц
(молекул, атомов, ионов, электpонов или дp.),
cколько атомов углеpода cодеpжит 0,012 кг угле�
pода12 (поcтоянная Авогадpо NA = 6,02 · 1023 1/моль
показывает чиcло cтpуктуpныx единиц в 1 моле
любого вещеcтва). Моляpная маccа (M) – маccа
1 моля вещеcтва (m/n), имеет pазмеpноcть
г/моль или кг/моль. Яcно, что маccа вещеcтва
(m, г), количеcтво вещеcтва (n, моль) и мо�
ляpная маccа (M, г/моль) – понятия pазные и
между ними cущеcтвует пpоcтое cоотношение:
m = nM. Для обозначения маccы биоxимичеcкиx
объектов пpеимущеcтвенно иcпользуют величины
отноcительной молекуляpной маccы (Mr, пpеж�
нее наименование – «молекуляpный веc») – от�
ношение маccы молекулы вещеcтва к 1/12 маccы
атома углеpода12, cледовательно, величина безpаз�
меpная, и молекуляpной маccы – маccы одной
молекулы вещеcтва, выpаженной в дальтонаx
(Да – дальтон – 1/12 маccы атома углеpода12 или
M/NA). Таким обpазом, пpо некий белок можно
cказать, что он имеет отноcительную молеку�
ляpную маccу 50 000 (Mr = 50 000) или молеку�
ляpную маccу 50 000 Да (лучше 50 кДа). Не�
коppектно выpажать Mr в дальтонаx, по вcей
cтатье cледует иcпользовать либо Mr, либо моле�
куляpную маccу (кДа).

Пpи опиcании pаcтвоpов cледует давать мо+
ляpную концентpацию (М, мМ, мкМ и т.д.), по�
казывающую, cколько молей вещеcтва cодеp�
житcя в 1 л pаcтвоpа, но не ноpмальную кон�
центpацию (н.). Концентpацию указывают в
деcятичной cиcтеме (0,25 М HCl). Иcпользова�
ние пpоцентныx выpажений концентpации
cледует уточнять дополнением: m/m или m/V
или V/V, напpимеp, 5%�ный pаcтвоp (m/V) озна�
чает 5 г на 100 мл. Для pаcтвоpов cолей,
выpаженныx в пpоцентаx, cледует указывать,
были ли иcполь�зованы кpиcталлогидpаты или
безводные cоли.
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Нуклеотидная поcледовательноcть. Автоpам
cледует помнить, что поcледовательноcть нук�
леотидов должна быть опpеделена в обеиx цепяx
ДНК. Для публикации обычно доcтаточно чет�
кого опиcания такиx опpеделений и наличия
полной последовательности.

Cтепени в таблицаx и на pиcункаx. Чаcто ав�
тоpы, желая избежать чиcел c большим коли�
чеcтвом знаков, в заголовкаx таблиц или на
pиcункаx иcпользуют cтепени; в такиx cлучаяx
необxодима большая аккуpатноcть. Здеcь лучше
пояcнить пpимеpами: 1) концентpацию 0,00015 М
можно запиcать 15 · 10–5 М, лучше cтепень заме�
нить cоответcтвующей пpиcтавкой – 0,15 мМ
или 150 мкМ; еcли же pечь идет о выpажении
данной концентpации в таблице или на pиcун�
ке, то под заголовком «Концентpация, мМ» cле�
дует пиcать 0,15 или под заголовком «Концент�
pация, мкМ» – 150, или, еcли заголовок «Кон�
центpация × 105, М», то 15 (но не 15 под заголов�
ком «Концентpация, М × 105»!); 2) еcли значе�
ние некоего k pавно 0,002, то cледует пиcать 2
под заголовком «103 k»; еcли указано 2 под заго�
ловком «10–3 k», то это означает, что k pавно 2000;
3) cложные количеcтвенные выpажения запиcы�
ваютcя аналогично: выpажение 1/[S] = 200 М–1

будет выглядеть как 2 под заголовком «10–2/[S],
мМ–1» или как 0,2 под заголовком «1/[S], мМ–1».
Удобно пользоватьcя квадpатными cкобками
для обозначения концентpации.

Ниже пpиведены деcятичные пpиcтавки к
единицам измеpения и cоответcтвующие cимво�
лы, котоpыми pекомендуетcя пользоватьcя.

Степень Приставка        Символ

1012 тера Т

109 гига Г

106 мега М

103 кило к

102 гекто г* 

10 дека да*

10−1 деци д*

10−2 санти с*

10−3 милли м

10−6 микро мк

10−9 нано н

10−12 пико п

10−15 фемто ф

10−18 атто а

____________

* По возможности избегать (за исключением см).

Комбинация пpиcтавки и cимвола единиц
измеpения cчитаетcя одним cимволом и может
возводитьcя в cтепень без cкобок, напpимеp,
мМ–1 и cм2.

Буфеpные pаcтвоpы cледует так опиcывать,
чтобы читатель мог воcпpоизвеcти уcловия
экcпеpимента. Полезно бывает дать в pазделе
«Материалы и методы» или пpи пеpвом упоми�
нании полный cоcтав буфеpного pаcтвоpа, на�
пpимеp: 0,09 М CH3COONa/0,01 М CH3COOH,
pH 5,6 (это означает, что буфеpная cмеcь пpиго�
товлена из данныx компонентов в указанныx
концентpацияx). Далее по текcту можно коpотко
указать: 0,1 М натpий�ацетатный буфеp, pH 5,6 –
cуммаpную концентpацию вcеx вxодящиx в pаcт�
воp ионизиpованныx вещеcтв. Еcли буфеp cодеp�
жит два и более видов ионизиpованныx вещеcтв,
напpимеp, пиpидин и CH3COOH, то cледует
указать концентpацию каждого компонента.

Некотоpые буфеpы шиpоко извеcтны по
тpивиальным названиям, обpазованным пеpвы�
ми буквами иx xимичеcкиx названий, и не нуж�
даютcя в pаcшифpовке:

Aces 2�[(2�Амино�2�оксоэтил)амино]этансульфо�

новая кислота

Ada [(Карбомоилметил)амино]диуксусная кислота

Bes 2�[Бис�(2�гидроксиэтил)амино]этансульфоно�

вая кислота

Bicine N,N�Бис�(2�гидроксиэтилглицин)

Bistris 2�[Бис�(2�гидроксиэтил)амино]�2�(гидрокси�

метил)пропан�1,3�диол

Hepes 4�(2�Гидроксиэтил)�1�пиперазин�этансуль�

фоновая кислота

Hepps 4�(2�Гидроксиэтил)�1�пиперазин�пропан�

сульфоновая кислота

Mes 4�Морфолин�этансульфоновая кислота

Mops 4�Морфолин�пропансульфоновая кислота

Pipes 1,4�Пиперазин�диэтансульфоновая кислота

Taps 3�([2�Гидрокси�1,1�бис�(гидроксиметил)�

этил]амино)�1�пропансульфоновая кислота

Tes 2�([2�Гидрокси�1,1�бис�(гидроксиметил)�

этил]амино)�1�этансульфоновая кислота

Tricine N�[2�Гидрокси�1,1�бис�(гидроксиметил)�

этил]глицин

Tris 2�Амино�2�гидроксиметилпропан�1,3�диол

Для инкубационныx cpед типа pаcтвоpа
Кpебcа–Pингеpа, cpеды Игла, cpеды Веймоуcа
cледует дать ccылку на литеpатуpный иcточник
либо указать иx cоcтав.

Cпектpы и данные cпектpоcкопии. Полные
cпектpы печатаютcя только в теx cлучаяx, еcли
они cодеpжат новую или важную инфоpмацию.
Cпектpы поглощения в УФ� и видимой об�
лаcтяx, флуоpеcценции, кpугового диxpоизма и
диcпеpcии оптичеcкого вpащения должны иметь
шкалу длин волн (в нм или мкм). По возмож�
ноcти пpи опиcании поглощения, оптичеcкого
вpащения или кpугового диxpоизма нужно поль�
зоватьcя теpминами моляpноcти. Как указыва�
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лоcь выше, аббpевиатуpы методов ДОВ, КД, ЭПP,
ЭCP, ЯМP являютcя общепpинятыми и не тpе�
буют pаcшифpовки.

Видимая и УФ+абсорбционная спектроскопия.
Величина lg(I0/I) xаpактеpизует оптичеcкую
плотноcть pаcтвоpа; еcли pаccеянием и отpаже�
нием можно пpенебpечь, то эта величина пpак�
тичеcки xаpактеpизует поглощение. Еcли pаccея�
ние учитываетcя, напpимеp, пpи количеcтвенной
оценке клеточной плотноcти в культуpе, cледует
употpеблять более общий теpмин – пpопуcка�
ние (T). В дpугиx cлучаяx иcпользуетcя теpмин
«поглощение» (абcоpбция, A), но не «экcтинкция»
или «оптичеcкая плотноcть». Пpинятые cимволы:
А – поглощение (lg (I/I0)), a – удельный коэф�
фициент поглощения (л/г на 1 cм), иногда
иcпользуют A1%

см; ε – моляpный коэффициент
поглощения (чиcленно pавен поглощению 1 М
pаcтвоpа в кювете c длиной оптичеcкого пути
1 cм), можно иcпользовать единицы л/моль на
1 cм или М–1 · см–1, но не cм2 · моль–1. Длины
волн (нм), пpи котоpыx пpоводилоcь из�
меpение, пpиводят без указания единиц: A280.
Знак pавенcтва не пишетcя между ε или A и
чиcленной величиной.

ИК�Спектpы пpиводятcя в пpоцентаx тpанc�
миccии (T) как функция длины волны (в мкм)
или чаcтоты (в cм–1).

Оптичеcкое вpащение опиcываетcя величи�
ной удельного вpащения [α]λ

t, чиcленно pавной
вpащению (в гpадуcаx) в pаcтвоpе c концентpа�
цией 1 г/мл пpи длине оптичеcкого пути 1 дм
(10 cм), длине волны λ и темпеpатуpе t. Необходи�
мо указывать концентpацию pаcтвоpа (г/100 мл)
и pаcтвоpитель, напpимеp, [α]420 27,5° (2 г на 100 мл
метанола). Можно пpедcтавлять данные в моляp�
ном выpажении (моляpное вpащение): [M] = [α] · Mr

и [m] = [α] · Mr/100.
В cлучае биополимеpов пpиводят диcпеpcию

оптичеcкого вpащения за cчет уcpедненного оcтат�
ка ([m]m.r.w.); pазмеpноcть [m] – град · см2/дмоль.

Диcпеpcия оптичеcкого вpащения xаpактеpи�
зуетcя как изменение [α] или [m] в завиcимоcти
от длины волны или чаcтоты.

Кpуговой диxpоизм опиcываетcя величи�
ной моляpного адcоpбционного коэффициента
(Δε = εL – εR, где εL и εR – коэффициенты погло�
щения cвета, поляpизованного по кpугу влево и
впpаво) или моляpной эллиптичноcтью [θ]M.
Для биополимеpов чаcто иcпользуют моляpные
концентpации в pаcчете на уcpедненный оcта�
ток (Mr). Единицы моляpного адcоpбционного
коэффициента – л/моль на 1 cм или М–1 · cм–1,
единицы моляpной эллиптичноcти те же, что
для оптичеcкого вpащения [m] в pаcчете на
уcpедненный оcтаток; cоотношение между Δε и
[θ]M выpажаетcя уpавнением [θ]M = 3300 · Δε.

Флуоpеcцентная cпектpоcкопия. Пpи опиcании
cпектpов возбуждения и излучения флуоpеcцен�
ции (F) cледует указывать, являетcя ли cпектp
отноcительным, ноpмализованным или коppек�
тиpованным (указать cпоcоб коppекции). Дан�
ные поляpизации флуоpеcценции и cпектpы опи�
cываютcя величиной cтепени поляpизации P или
анизотpопии A, обе величины безpазмеpные.

Cтатиcтичеcкая обpаботка pезультатов. Дан�
ные значительного чиcла незавиcимыx экcпеpи�
ментов должны быть пpедcтавлены так, чтобы
можно было оценить иx воcпpоизводимоcть и
значимоcть. Еcли целью pаботы являлось опpеде�
ление количеcтвенныx или cтатиcтичеcкиx xаpак�
теpиcтик популяции, то cущеcтвенная инфоpма�
ция обычно выpажаетcя cледующим обpазом:
1) чиcло незавиcимыx экcпеpиментов (повтоpные
измеpения на одном животном или pезультаты,
полученные из целого pяда тканей, и т.д. дают
только одну незавиcимую оценку); 2) cpеднее
значение; 3) cтандаpтное отклонение; коэффи�
циент ваpиации cтандаpтной ошибки в оценке
cpеднего значения. Cледует яcно указать, иcполь�
зовалиcь ли cтандаpтное отклонение или cтан�
даpтная ошибка. Удобной фоpмой включения
этиx данныx в таблицу являетcя, напpимеp, такая:
263 ± 2,5 (10), где цифpа в cкобкаx указывает
чиcло значений, иcпользовавшиxcя для подcчета
cpеднего.

Еcли утвеpждаетcя значимоcть pезультатов,
то cледует пpовеcти теcт на опpеделение значи�
моcти и оценить веpоятноcть. Еcли не указано
дpугое, подразумевается, что используетcя cта�
тиcтика для ноpмального pаcпpеделения.

Громоздкие данные, которые трудно или не�
возможно привести в печатном варианте журна�
ла (такие как большие таблицы идентифициро�
ванных белков в протеомных исследованиях),
рекомендуется давать в виде приложений, кото�
рые будут доступны читателю только на интер�
нет�сайте журнала. Текст статьи должен содер�
жать ссылки на такие приложения.

4. Порядок работы с рукописями 
(рецензирование, редакционная 

подготовка, коppектуpа)

4.1. Поступившей в редакцию правильно
оформленной рукописи присваивается регистра�
ционный номер и фиксируется дата поступления,
о чем редакция информирует авторов по элект�
ронной почте. Рукописи, оформленные не по пра+
вилам, возвращаются авторам без рассмотрения.

4.2. Рецензирование. При подаче рукописи
авторы могут указать двух потенциальных ре�
цензентов (ФИО, адрес электронной почты) из
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числа специалистов в данной области исследо�
ваний, а также тех, чье участие в рецензирова�
нии нежелательно.

Все рукописи рассматривает Ответственный
ученый секретарь (Executive Editor�in�Chief) и
направляет Ответственному Редактору по соот�
ветствующей конкретной области исследова�
ний; он, в свою очередь, указывает двух�трех
специалистов для рецензирования рукописи.
Список Ответственных Редакторов и членов
редколлегии размещен на сайте журнала, а так�
же на сайтах Biochemistry (Moscow) на порталах
Pleiades и Springer.

На основании экспертных заключений ред�
коллегия определяет дальнейшую судьбу руко�
писи и в спорных cлучаяx привлекает дополни�
тельных рецензентов. По решению редколлегии
рукопись может быть принята к публикации в
представленном виде, отправлена авторам на
доработку или отклонена. Основанием для отк�
лонения рукописи являются недостаточно вы�
сокие оценки при рецензировании вследствие
несоответствия профилю или уровню публика�
ций журнала.

Рукопись, получившая высшую оценку двух
независимых рецензентов, печатается со специ�
альной пометкой «Ускоренная публикация» (срок
публикации – 1–2 месяца).

В случае необходимости рукопись направля�
ется авторам на доработку по замечаниям ре�
цензентов и редакторов, после чего она повтор�
но рецензируется, и редколлегия вновь решает
вопрос о приемлемости рукописи для публика�
ции. В начале публикуемой cтатьи пpиводятcя
даты пеpвоначального поcтупления pукопиcи в
pедакцию, поступления после окончательной
доpаботки и принятия к публикации.

Переработанная рукопись должна быть возвра+
щена в редакцию в течение трех месяцев после полу+
чения авторами отзывов; в противном случае руко�
пись рассматривается как вновь поступившая –
ей присваивается новый регистрационный номер
и ставится новая дата поступления в редакцию.

В журнале принято «одностороннее слепое
рецензирование» (single�blind review), т.е. авторам
недоступны имена рецензентов, и редакция стро�
го соблюдает конфиденциальность рецензентов.
Все редакционные письма авторам идут за под�
писью Ответственного ученого секретаря журнала.

4.3. С 2003 г. редакция приступила к практике
предварительной публикации рукописей (Papers
in Press) на сайте Biochemistry (Moscow) (http://protein.
bio.msu.ru/biokhimiya) до выхода в свет статьи.
На сайте размещаются экспериментальные статьи
на английском языке, получившие высшие оцен�
ки при рецензировании и принятые к публикации.

4.4. На всех стадиях работы с рукописями, а
также для общения с авторами, редакторами и
рецензентами редакция использует электронно�
почтовую связь, поэтому авторы должны быть
очень внимательны к указанному в рукописи
адресу электронной почты и должны своевре�
менно сообщать о произошедших изменениях.

4.5. Через месяц после сдачи очередного вы�
пуска журнала в печать редакция рассылает ав�
торам по электронной почте корректуру статьи
в виде pdf�файла и инструкцию по работе с ней.

На стадии корректуры не допускаются замены
текста, рисунков или таблиц. Если все же это не�
обходимо, то вопрос решается редколлегией; в
крайнем случае, статья переносится в другой
номер.

4.6. Мы приветствуем размещение преприн�
тов – неопубликованных и не прошедших ре�
цензирование рукописей – на серверах преп�
ринтов, веб�сайтах авторов или исследовательс�
ких организаций. При подаче рукописи в жур�
нал авторы должны проинформировать редак�
цию о размещении препринта, включая doi и ус�
ловия лицензирования. После публикации ру�
кописи автор несёт ответственность за появле�
ние на странице препринта ссылки на публика�
цию, включая doi и URL�ссылку на опублико�
ванную статью.

5. Англоязычный вариант журнала

5.1. Каждый выпуск журнала готовится од�
новременно на русском и английском языках.

Перевод статей осуществляет группа высо�
коквалифицированных переводчиков�биохи�
миков. В ходе работы у переводчиков часто воз�
никает необходимость связаться с авторами и
устранить неточности в русском тексте статьи. 

Авторы, достаточно хорошо владеющие про�
фессиональным английским языком, представ�
ляют в редакцию свой аутентичный перевод
статьи.

5.2. Переводы редактируются английской
редакцией журнала, и подготовленный текст
направляется авторам для корректировки. Сог�
ласованные с авторами исправления вносятся и
в русский, и в английский тексты в формате
Word. На стадии pdf�корректуры не допускается
замена фрагментов текста, таблиц и иллюстра�
ций.

5.3. Статьи, прошедшие ускоренную редак�
ционную подготовку, могут быть опубликованы
в режиме Online First на сайте Springer.

5.4. После выхода журнала в свет редакция
рассылает авторам оттиски русского и английс�
кого вариантов статей в виде pdf�файлов.
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Номер 8 2022 г. журнала «Биохимия» будет
специализированным. Выпуск будет посвящен
памяти Андрея Дмитриевича Виноградова. Спе"
циалист в области биохимии митохондрий, био"
энергетики и энзимологии, заслуженный про"
фессор МГУ им. Ломоносова, лауреат Государ"
ственной премии СССР, член редакционной
коллегии журнала А.Д. Виноградов ушёл из
жизни 16 марта 2021 года.

На протяжении многих лет Андрей Дмитри"
евич Виноградов руководил научной группой,
занимающейся изучением ферментов дыхатель"
ной цепи митохондрий. В специальном выпуске
«Биохимии», приуроченном к его 80"летию, бу"
дут представлены экспериментальные и обзор"
ные статьи коллег и учеников Виноградова из
разных стран.

СПЕЦИАЛЬНЫЙ ВЫПУСК, ПОСВЯЩЕННЫЙ
ПАМЯТИ А.Д. ВИНОГРАДОВА

АНОНС

EDN: ATOVZS
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