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β1-Àäðåíîðåöåïòîðû îòíîñÿòñÿ ê ñåìåéñòâó G áåëîê-ñîïðÿæåííûõ ðå-
öåïòîðîâ è ó÷àñòâóþò â ïåðåäà÷å ñèãíàëîâ îò ñèìïàòî-àäðåíàëîâîé ñèñòå-
ìû.Èçâåñòíî,÷òî äëèòåëüíàÿ àêòèâàöèÿ β1-àäðåíîðåöåïòîðîâ,ëîêàëèçî-
âàííûõ íà êàðäèîìèîöèòàõ, âûçûâàåò ïîâûøåíèå âíóòðèêëåòî÷íîé êîí-
öåíòðàöèè èîíîâ êàëüöèÿ,÷òî ìîæåò ïðèâîäèòü ê ïåðåðîæäåíèþ êëåòîê è
ðàçâèòèþ ñåðäå÷íîé íåäîñòàòî÷íîñòè.Îäíîé èç ãèïîòåç âîçíèêíîâåíèÿ è
ðàçâèòèÿ ñåðäå÷íîé íåäîñòàòî÷íîñòè ÿâëÿåòñÿ ãèïîòåçà èììóííî-àóòîèì-
ìóííîé ïðèðîäû.Ïðåäïîëàãàþò,÷òî ðàçëè÷íûå èíôåêöèîííûå àãåíòû,òà-
êèå êàê âèðóñû èëè áàêòåðèè,ìîãóò èíäóöèðîâàòü àóòîèììóííûå ðåàêöèè
è ïîÿâëåíèå àóòîàíòèòåë ïðîòèâ β1-àäðåíîðåöåïòîðîâ,êîòîðûå ìîãóò âû-
çûâàòü õðîíè÷åñêóþ ïàòîãåííóþ ñòèìóëÿöèþ êàðäèîìèîöèòîâ.

Îñíîâíîé ìèøåíüþ äëÿ àóòîàíòèòåë íà ìîëåêóëå ðåöåïòîðà ñëóæèò
âòîðàÿ âíåêëåòî÷íàÿ ïåòëÿ — ôðàãìåíò 197 – 222.Ïîìèìî òîãî,÷òî ýòîò
äîìåí îáëàäàåò ñòåðè÷åñêîé äîñòóïíîñòüþ äëÿ äåéñòâèÿ àíòèòåë,îí èãðà-
åò ñóùåñòâåííóþ ðîëü â ñâÿçûâàíèè ðåöåïòîðîì ñïåöèôè÷åñêîãî ëèãàíäà.

Íàìè ðàçðàáîòàíà òåñò-ñèñòåìà äëÿ îïðåäåëåíèÿ àóòîàíòèòåë ê β1-àä-
ðåíîðåöåïòîðàì â ñûâîðîòêàõ ÷åëîâåêà, â êîòîðîé â êà÷åñòâå àíòèãåíà
èñïîëüçîâàëñÿ õèìè÷åñêè ñèíòåçèðîâàííûé 26-òè÷ëåííûé ïîëèïåïòèä,
ñîîòâåòñòâóþùèé âòîðîé âíåêëåòî÷íîé ïåòëå ðåöåïòîðà. Äëÿ îïðåäåëå-
íèÿ îñíîâíîãî ñàéòà ñâÿçûâàíèÿ àóòîàíòèòåë áûëî ïðîâåäåíî ïåïòèäíîå
êàðòèðîâàíèå äàííîãî ó÷àñòêà ðåöåïòîðà.Êîðîòêèå 6-7 ÷ëåííûå ïåïòè-
äû, ñîîòâåòñòâóþùèå ðàçëè÷íûì ôðàãìåíòàì ýòîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
áûëè ïîëó÷åíû õèìè÷åñêèì ñèíòåçîì. Âçàèìîäåéñòâèå àóòîàíòèòåë ñ
ðàçëè÷íûìè ôðàãìåíòàìè β1-àäðåíîðåöåïòîðà èçó÷àëîñü ñ ïîìîùüþ
ìåòîäà èììóíî-ôåðìåíòíîãî àíàëèçà.Áûë âûÿâëåí ýïèòîï (DEARRCY),
êîòîðûé îáëàäàåò òàêîé æå àíòèãåííîé àêòèâíîñòüþ,êàê è 26-÷ëåííûé
ïîëèïåïòèä (197 – 222).
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Âûðîæäåííûå òàíäåìíûå ïîâòîðû â ãåíîìíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ.
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Ìíîãèå ýêñïåðèìåíòû óêàçûâàþò íà òî,÷òî òàíäåìíûå ïîâòîðû èãðà-
þò ðîëü â ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ.Ýòîìó îò÷àñòè ïðîòèâîðå÷àò ïî-
ñëåäíèå äàííûå, ñîãëàñíî êîòîðûì òàíäåìíûå ïîâòîðû, íàõîäÿùèåñÿ â
ðåãóëÿòîðíûõ ó÷àñòêàõ,ñèëüíî ðàçëè÷àþòñÿ äàæå ó áëèçêèõ âèäîâ [1].Îò-
ñþäà âîçíèêàåò ãèïîòåçà,÷òî äëÿ ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè ãåíà âàæåí ñàì
ôàêò íàëè÷èÿ ïîâòîðà â ðåãóëÿòîðíîé îáëàñòè,à íå êîíêðåòíàÿ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòü ìîòèâà.

Íàìè áûëà íàïèñàíà ïðîãðàììà SWAN [2] äëÿ ïîèñêà âûðîæäåííûõ
òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ â ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ ÄÍÊ.Ñ åå ïîìîùüþ áûë ïðî-
âåäåí àíàëèç ÷àñòîò âñòðå÷ òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ êàê â ïîëíîì ãåíîìå
D. melanogaster, òàê è â åãî ñåãìåíòàõ,íåñóùèõ ðàçëè÷íûå ôóíêöèè,òàêèõ
êàê ðåãóëÿòîðíûå îáëàñòè (ýíõàíñåðû),êîäèðóþùèå è ðàçëè÷íûå íåêîäè-
ðóþùèå îáëàñòè.Îêàçàëîñü,÷òî ïîâòîðû ñ ïåðèîäàìè 6,7 è 8 ÷àùå âñòðå-
÷àþòñÿ â ýíõàíñåðàõ,÷åì ãäå-ëèáî.Êàê ìû ïðåäïîëàãàåì,ýòî âûçâàíî òåì,
÷òî òàêèå ïîâòîðû îò÷àñòè äåñòàáèëèçèðóþò äâîéíóþ ñïèðàëü ÄÍÊ (ïå-
ðèîä âèòêà êîòîðîé ïðèìåðíî 10.2 ï.í.),÷òî îáëåã÷àåò ïðîöåññ åå ñâÿçû-
âàíèÿ ñ áåëêàìè-ðåãóëÿòîðàìè. Ýòó ãèïîòåçó ïîäòâåðæäàåò òîò ôàêò, ÷òî
ïîâòîðû ñ ïåðèîäîì,êðàòíûì ïÿòè,êîòîðûå ïî íàøåé ãèïîòåçå äîëæíû
íàîáîðîò ñòàáèëèçèðîâàòü äâîéíóþ ñïèðàëü,îòíîñèòåëüíî ïåðåïðåäñòàâ-
ëåíû â ó÷àñòêàõ ãåòåðîõðîìàòèíà D. melanogaster.Êàê èçâåñòíî,ýòà ÄÍÊ íå
òðàíñêðèáèðóåòñÿ è íàõîäèòñÿ â ñêîíäåíñèðîâàííîì ñîñòîÿíèè.
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Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü áåç îáðàùåíèÿ ê ñîâðåìåííûì áàçàì äàííûõ
(ÁÄ) óæå òðóäíî ïðåäñòàâèòü äåÿòåëüíîñòü ñïåöèàëèñòîâ â îáëàñòè áèî-
ëîãèè è ìåäèöèíû.Îäíàêî ðàçâèòèå ÁÄ ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ ñäåð-
æèâàåòñÿ æåñòêèì ñïîñîáîì ñòðóêòóðèðîâàíèÿ äàííûõ î ëåêàðñòâàõ â òà-
êèõ ðåñóðñàõ,èìåþùèõ â ñâîåé îñíîâå ðåëÿöèîííóþ ñõåìó.Äëÿ àíàëèçà
êîìïëåêñíîãî âîçäåéñòâèÿ íà îðãàíèçì ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ óäîá-
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íî ðàññìàòðèâàòü áèîëîãèþ è ôàðìàöèþ êàê åäèíîå öåëîå.Êàê ñîâìåñ-
òèòü èíôîðìàöèþ î ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâàõ è áèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåñ-
ñàõ,â êîòîðûå îíè âîâëå÷åíû,â îáùåì ôîðìàòå?

Äèçàéí,ïðåäëàãàåìîé äëÿ ýòèõ öåëåé ÁÄ,ïðåäóñìàòðèâàåò ñîðòèðîâêó
ëåêàðñòâ ïî ñâîèì áèîëîãè÷åñêèì ìèøåíÿì.Òàê, âìåñòå ñ ôåðìåíòàìè,
ðåöåïòîðàìè è ò.ä. ëåêàðñòâåííûå ñðåäñòâà êëàññèôèöèðóþòñÿ ïî ñîîò-
âåòñòâóþùèì ðàçäåëàì áèîëîãè÷åñêèõ íàóê î ÷åëîâåêå,òàêèõ êàê èììó-
íîëîãèÿ,ýíäîêðèíîëîãèÿ,öèòîëîãèÿ è äð.,êàæäûé èç êîòîðûõ èìååò èå-
ðàðõè÷åñêóþ ñòðóêòóðó,çàäàâàåìóþ ñèñòåìîé îãëàâëåíèé.Åäèíèöàìè èí-
ôîðìàöèè â ÁÄ ÿâëÿþòñÿ òåêñòîâûå çàïèñè,êîòîðûå ñîåäèíåíû êîíòåê-
ñòíûìè ññûëêàìè â ãèïåðòåêñòîâóþ ñåòü.Ïðè÷åì ñòûêè ãðóïï çàïèñåé,â
êîòîðûõ îäèí è òîò æå îáúåêò óïîìèíàòüñÿ ìíîãî ðàç îáðàçóþò óçëû ðàñ-
ïðåäåëèòåëüíîé ñèñòåìû,êîòîðûå àâòîìàòè÷åñêè ñòàíîâÿòñÿ ãèïåðññûë-
êàìè ïðè ïåðåõîäå â îãëàâëåíèÿ.Ïîëüçîâàòåëü âî âðåìÿ ðàáîòû ïîñòîÿí-
íî èìååò èíôîðìàöèþ î òîì,íà êàêîì óðîâíå èåðàðõèè îí íàõîäèòñÿ â
íàñòîÿùèé ìîìåíò,à òàêæå î òîì êàêèå,ðàçäåëû ïðåäøåñòâóþò äàííîìó
ðàçäåëó âûøå ïî èåðàðõèè. Áëàãîäàðÿ òàêîé êîíôèãóðàöèè ìîæíî ñâî-
áîäíî ïåðåõîäèòü èç õàðàêòåðèñòèê ëåêàðñòâà â ñîïóòñòâóþùèå áèîëîãè-
÷åñêèå ïðîöåññû è íàîáîðîò,èçó÷àòü èëè îïóñêàòü äîïîëíèòåëüíóþ èí-
ôîðìàöèþ.Ñòðóêòóðà ðàçðàáîòàíà ñ ðàñ÷åòîì íà åå íåîãðàíè÷åííîå ïî-
ïîëíåíèå è äîïîëíÿåòñÿ ìîùíûìè ïîèñêîâûìè ñðåäñòâàìè. Ýòî åäèí-
ñòâåííàÿ èíôîðìàöèîííàÿ ñèñòåìà, â êîòîðîé ãèïåðòåêñò, ÿâëÿÿñü âñå-
îáúåìëþùèì èíòåãðèðóþùèì ýëåìåíòîì,ñâÿçûâàåò ëåêàðñòâåííûå ñðåä-
ñòâà ñ èõ ôèçèîëîãè÷åñêèìè ïàðòíåðàìè ôóíêöèîíàëüíûìè ñâÿçÿìè.

Òàê êàê äåéñòâèþ ëåêàðñòâåííûõ âåùåñòâ íà îðãàíèçì ïðèñóùè îá-
ðàòíûå ñâÿçè,ÁÄ ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà ïðè âûáîðå ïðåäïî÷òèòåëü-
íûõ ïóòåé òåðàïèè, òåì ñàìûì, óìåíüøèâ ðèñê îñëîæíåíèé îò ïðèåìà
ïðåïàðàòîâ,à òàêæå â îáðàçîâàòåëüíûõ öåëÿõ.

Êîìïüþòåðíûé àíàëèç àäàïòèâíîãî è íåéòðàëüíîãî ðåæèìîâ

ýâîëþöèè áåëêîâ âèðóñà ãåïàòèòà1
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Îöåíêà è ïðåäñêàçàíèå âëèÿíèÿ àìèíîêèñëîòíûõ çàìåí íà ñòðóêòóðó
è ôóíêöèþ áåëêà ÿâëÿåòñÿ àêòóàëüíîé çàäà÷åé ìîëåêóëÿðíîãî äèçàéíà
áåëêîâûõ ìîëåêóë.Äëÿ åå ðåøåíèÿ ÷àñòî èñïîëüçóþò èíôîðìàöèþ î çà-
ìåíàõ â àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ ðîäñòâåííûõ áåëêîâ. Èõ
ñðàâíèòåëüíûé è ýâîëþöèîííûé àíàëèç ïîçâîëÿåò îïðåäåëÿòü ìóòàöèè,
ñâèäåòåëüñòâóþùèå î ôóíêöèîíàëüíîé íàãðóçêå àìèíîêèñëîòíûõ îñòàò-
êîâ â áåëêàõ.

Îäèí èç òàêèõ ïîäõîäîâ áàçèðóåòñÿ íà ñóùåñòâîâàíèè äâóõ òèïîâ íóê-
ëåîòèäíûõ çàìåí â ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ ÄÍÊ,êîäèðóþùèõ áåëêè: ñèíî-
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íèìè÷íûå çàìåíû íå èçìåíÿþò òèï àìèíîêèñëîòû â ïîñëåäîâàòåëüíîñ-
òè áåëêà,ïîýòîìó ñîãëàñíî òåîðèè ìîëåêóëÿðíîé ýâîëþöèè Êèìóðû [1],
íå ïîäâåðæåíû äåéñòâèþ îòáîðà, è íàîáîðîò íåñèíîíèìè÷íûå çàìåíû
ïðèâîäÿò ê çàìåíàì àìèíîêèñëîò è ïîäâåðæåíû äåéñòâèþ îòáîðà.Ïîêà-
çàòåëåì óðîâíÿ âîçäåéñòâèÿ îòáîðà ÿâëÿåòñÿ êðèòåðèé àäàïòèâíîñòè,âû-
÷èñëÿåìûé êàê îòíîøåíèå ω = dn/ds, ãäå dn – ñêîðîñòü ôèêñàöèè íåñè-
íîíèìè÷íûõ çàìåí,à ds.– ñêîðîñòü ôèêñàöèè ñèíîíèìè÷íûõ çàìåí.Ïðè
ïîëîæèòåëüíîì îòáîðå ω > 1,.ïðè íåéòðàëüíîé ýâîëþöèè ω < 1.Ó÷àñòêè
áåëêà,ïîäâåðæåííûå àäàïòèâíîìó îòáîðó ìîãóò ÿâëÿòüñÿ ôóíêöèîíàëü-
íî çíà÷èìûìè ó÷àñòêàìè ìîëåêóëû,à òàêæå àäàïòèâíûé ðåæèì ýâîëþ-
öèè â öåëîì äëÿ ãåíà ìîæåò ãîâîðèòü î ïðèîáðåòåíèè äàííûì ãåíîì íî-
âîé ôóíêöèè. Âûñîêèå òåìïû ýâîëþöèè õàðàêòåðíû äëÿ ãåíîâ áåëêîâ
îáîëî÷êè âèðóñîâ,ãåíîâ,ãåíîâ èììóíîãëîáóëèíîâ,ãåíîâ òðàíñêðèïöèîí-
íûõ ôàêòîðîâ [2].

Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà ïîñâÿùåíà èññëåäîâàíèþ àäàïòèâíîãî ðåæèìà ýâî-
ëþöèè áåëêîâ âèðóñà ãåïàòèòà-Ñ ÷åëîâåêà [3],à òàê æå âûÿâëåíèþ íà îñ-
íîâå ýòèõ äàííûõ îñîáåííîñòåé ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîé îðãàíèçà-
öèè ýòèõ áåëêîâ è èõ âçàèìîäåéñòâèÿ ñ êëåòêàìè èììóííîé ñèñòåìû.

Â õîäå ðàáîòû áûë ïðîâåäåí àíàëèç êðèòåðèÿ àäàïòèâíîñòè äëÿ êàæ-
äîé ïîçèöèè [2].Ó÷àñòêè ñ âûñîêèì êðèòåðèåì àäàïòèâíîñòè êàðòèðîâà-
ëèñü íà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äëÿ áåëêîâ ñ èçâåñòíîé ïðîñòðàíñòâåííîé
ñòðóêòóðîé âèçóàëèçèðîâàëîñü ðàñïîëîæåíèå äàííîãî ôðàãìåíòà â ãëî-
áóëå,îïðåäåëÿëàñü åãî ôóíêöèÿ.Áûë ïðîèçâåäåí ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç
êîððåëÿöèè ñàéòîâ ïîäâåðæåííûõ àäàïòèâíîìó îòáîðó ñ àêòèâíûìè ñàé-
òàìè áåëêîâ.

Ëèòåðàòóðà
1. Êèìóðà, Ì. Ìîëåêóëÿðíàÿ ýâîëþöèÿ: òåîðèÿ íåéòðàëüíîñòè.
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Berlin: Springer-Verlag,1996.
4. Yang Z. PAML: A Program Package for Phylogenetic Analysis by

Maximum Likelihood.// Comput Appl Biosci,1997,V.13,555–556.

Êîìïüþòåðíûé àíàëèç ðåãóëÿöèè áèîñèíòåçà òðèïòîôàíà â ãåíîìàõ
àðõåé.

Ñ. Ê. Ãàðóøÿíö, Ä.À. Ðàâ÷ååâ
ôàêóëüòåò áèîèíæåíåðèè è áèîèíôîðìàòèêè ÌÃÓ èì. Ì.Â. Ëîìîíîñîâà

E-mail: grushanka@nm.ru

Àðõåè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé òðåòüþ âåòâü îðãàíè÷åñêîãî ìèðà, îòëè÷-
íóþ îò ýóêàðèîò è ýóáàêòåðèé.Îäíàêî,íåñìîòðÿ íà ñâîå áèîëîãè÷åñêîå
çíà÷åíèå,äàííàÿ ãðóïïà èçó÷åíà îòíîñèòåëüíî ñëàáî.
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Öåëüþ äàííîé ðàáîòû ñòàëî èññëåäîâàíèå ðåãóëÿöèè ñèíòåçà òðèïòî-
ôàíà â ðàçëè÷íûõ àðõåáàêòåðèÿõ,äëÿ ÷åãî áûëè èñïîëüçîâàíû ðàçëè÷íûå
ìåòîäû ñðàâíèòåëüíîé ãåíîìèêè. Èññëåäîâàíèå ñèíòåçà òðèïòîôàíà
ïðåäñòàâëÿåò îñîáûé èíòåðåñ, òàê êàê äàííûé ìåòàáîëè÷åñêèé ïóòü ÿâ-
ëÿåòñÿ îáùèì äëÿ àðõåé è ýóáàêòåðèé.

Ðàíåå ïîäîáíîå èññëåäîâàíèå ïðîâîäèëîñü äëÿ ãåíîìà àðõåáàêòåðèè
Methanobacter thermoautotrphicus,ãäå áûë èäåíòèôèöèðîâàí ãåí ïðåäïîëà-
ãàåìîãî ðåãóëÿòîðà áèîñèíòåçà òðèïòîôàíà è îáíàðóæåí ïîòåíöèàëüíûé
ñèãíàë äëÿ äàííîãî ôàêòîðà.Ïîòåíöèàëüíûå ñàéòû áûëè íàéäåíû ïåðåä
âñåìè ãåíàìèñèíòåçà òðèïòîôàíà èç õîðèçìàòà,à òàêæå ïåðåä ãåíîì ñà-
ìîãî ðåãóëÿòîðíîãî áåëêà [1].

Íà ïåðâîì ýòàïå èññëåäîâàíèÿ áûë ïðîèçâåäåí ïîèñê îðòîëîãîâ ãåíà
áåëêà-ðåãóëÿòîðà â ïîëíûõ ãåíîìàõ àðõåé.Îðòîëîãè áûëè îáíàðóæåíû â
12 ãåíîìàõ àðõåáàêòåðèé.Ñòåïåíü ñõîäñòâà ðåãóëÿòîðíûõ áåëêîâ îêàçà-
ëàñü íèçêà,è,ñëåäîâàòåëüíî,ðåãóëÿòîðíûé ñèãíàë ìîã èçìåíèòüñÿ â õîäå
ýâîëþöèè.

Õàðàêòåðíûé äëÿ M. thermoautotrphicus ñèãíàë ñîõðàíÿåòñÿ ëèøü â ãå-
íîìàõ Methanosarcina acetivorans è Methanosarcina mazei,ãäå îí îáíàðóæè-
âàåòñÿ ïåðåä òàê íàçûâàåìûì òðèïòîôàíîâûì îïåðîíîì. Îòíîñèòåëüíî
M. Thermoautotrphicus, ñîñòàâ òðèïòîôàíîâîãî îïåðîíà ó ïðåäñòàâèòåëåé
ðîäà Methanosarcina íå èçìåíÿåòñÿ. Îäíàêî, ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíîâ
âíóòðè îïåðîíà óæå èíàÿ.

Äëÿ àðõåè Archaeglobus fulgidus áûëî ïîêàçàíî ñëèÿíèå ãåíîâ trpC è
trpD â åäèíûé ãåí,òîãäà êàê ó âñåõ îñòàëüíûõ èññëåäîâàííûõ äàííûå ãå-
íû ðàñïîëàãàþòñÿ îòäåëüíî.

Â áîëüøèíñòâå èçó÷åííûõ ãåíîìîâ áûëè îáíàðóæåíû äâà ãåíà äëÿ áå-
òà-ñóáúåäèíèöû òðèïòîôàíñèíòàçû, trpB1 è trpB2. Îäíàêî, îïðåäåëèòü, â
ðåçóëüòàòå êàêîãî ýâîëþöèîííîãî ñîáûòèÿ ñôîðìèðîâàëàñü ïîäîáíàÿ
êàðòèíà,íå ïðåäñòàâëÿåòñÿ âîçìîæíûì.

Ëèòåðàòóðà
1. Gelfand M.S., Koonin E.V., Mironov A.A. “Prediction of transcription

regulatory sites in Archaea by a comparative genomic approach” // Nucleic
Acids Research,2000,28,pp.695–705.

Èçó÷åíèå ýâîëþöèè ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè â áëèçêîðîäñòâåííûõ

ãåíîìàõ íà ïðèìåðå NadR ðåãóëîíà â Enterobacteriaceae2

À.Â. Ãåðàñèìîâà
Ãîñóäàðñòâåííûé íàó÷íûé öåíòð ÃîñÍÈÈÃåíåòèêà,Ìîñêâà,113545

E-mail: a_gerasimova@yahoo.com

Çà ïîñëåäíèå ãîäû îòñåêâåíèðîâàíî ìíîæåñòâî áàêòåðèàëüíûõ ãåíî-
ìîâ,÷òî äàåò âîçìîæíîñòü èçó÷àòüñõîæåñòü è ðàçëè÷èÿ îðòîëîãè÷íûõ ðå-
ãóëîíîâ â áëèçêîðîäñòâåííûõ ãåíîìàõ. Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî
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Ä.A.Ðàâ÷ååâó çà ïîëåçíîå îáñóæäåíèå.



èçó÷åíèå ýâîëþöèè ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè íà îòíîñèòåëüíî áëèçêèõ
ýâîëþöèîííûõ ðàññòîÿíèÿõ íà ïðèìåðå NadR ðåãóëîíà.

Íèêîòèíàäåíèíäèíóêëåîòèäà (ÍÀÄ) — íåîáõîäèìûé êîôåðìåíò äëÿ
âñåõ æèâûõ ñèñòåì,îí ñàì è åãî ïðîèçâîäíûå âûñòóïàþò â áèîõèìè÷åñ-
êèõ îêèñëèòåëüíî-âîññòàíîâèòåëüíûõ ðåàêöèÿõ êàê äîíîðû,èëè àêöåï-
òîðû âîäîðîäà [1].Ðåïðåññîð òðàíñêðèïöèè NadR îñóùåñòâëÿåò ðåãóëÿ-
öèþ ãåíîâ,êîäèðóþùèõ ðàçëè÷íûå ôåðìåíòû ñèíòåçà ÍÀÄ.

NadR — ìóëüòèôóíêöèîíàëüíûé áåëîê, íà åãî N-êîíöå íàõîäèòñÿ
ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèéñÿ äîìåí, â ñåðåäèíå íèêîòèíàìèä-ìîíîíóêëåîòèä-
àäåãèëòðàíñôåðàçíûé äîìåí,à íà Ñ-êîíöå — RNK äîìåí [2,3].Ìíîæåñ-
òâî ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ðàáîò áûëî ïîñâÿùåíî èçó÷åíèþ NadR ðåãóëî-
íà â ãåíîìàõ Escherichia coli è Salmonella typhi [3].

Ïðè ïîìîùè ðàçëè÷íûõ ìåòîäîâ ñðàâíèòåëüíîé ãåíîìèêè ìû îïèñà-
ëè NadR ðåãóëîí â ãåíîìàõ åùå ñåìè ýíòåðîáàêòåðèé: Shigella flexneri,
Erwiniacarotovora,Klebsiellapneumoniae,Yersiniapestis,Yersiniaenterocolitica,
Photorhabdus luminescens è Serratiamarcescens; îáíàðóæèëè íîâûå ãåíû,
êîòîðûå ìîãóò áûòü ÷ëåíàìè ðåãóëîíà; ïðåäñêàçàëè àâòîðåãóëÿöèþ ãåíà
nadR â ãåíîìàõ E .carotovora, Y. pestis, Y. enterocolitica è S. marcescens; è
ïðîäåìîíñòðèðîâàëè,÷òî äàæå ïðîñòîé ðåãóëîí,îòâå÷àþùèé çà ñòîëüíå-
îáõîäèìûé ìåòàáîëè÷åñêèé ïóòü, ìîæåò áûòü ñóùåñòâåííî ðàçëè÷íûì
äàæå â î÷åíü áëèçêîðîäñòâåííûõ îðãàíèçìàõ.

Ëèòåðàòóðà
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Ìîëåêóëÿðíàÿ äèíàìèêà ïðîíèêíîâåíèÿ ïåïòèäà â áèîìåìáðàíó ïîä

äåéñòâèåì óäàðíîé íàãðóçêè3

Ä.Í. Ãîëèê
áèîëîãè÷åñêèé ôàêóëüòåò ÌÃÓ èì. Ì.Â.Ëîìîíîñîâà

E-mail: Renzyme@nm.ru

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ àêòóàëüíûì ÿâëÿåòñÿ âîïðîñ î íàïðàâëåííîé äî-
ñòàâêå áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ âåùåñòâ (íàïðèìåð, ëåêàðñòâ) âíóòðü
êëåòêè.Â ðàáîòå ïðåäëàãàåòñÿ íîâûé âàðèàíò îñóùåñòâëåíèÿ íàïðàâëåí-
íîé äîñòàâêè.
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Ðàññ÷èòàíà ìîëåêóëÿðíàÿ ìîäåëü «íàíîøïðèöà»,êîòîðûé ïðåäñòàâëÿ-
åò ñîáîé óãëåðîäíóþ íàíîòðóáêó èç 600 àòîìîâ óãëåðîäà äèàìåòðîì

13,5 C è äëèíîé îêîëî 30 C. Â ïîëîñòü íàíîòðóáêè ïîìåùàåòñÿ àëüôà-
ñïèðàëü èç 8 îñòàòêîâ àëàíèíà.Íàíîòðóáêà çàêðûòà ñ îäíîãî êîíöà.Ñðà-
áàòûâàíèå íàíîøïðèöà è âûõîä ïåïòèäà âî âíåøíþþ ñðåäó îñóùåñòâ-
ëÿåòñÿ â ðåçóëüòàòå èçáûòî÷íîãî äàâëåíèÿ,îáðàçóþùåãîñÿ çà ñ÷åò ìîíî-
ìîëåêóëÿðíîãî ðàñïàäà ñåíñèáèëèçàòîðà,íàõîäÿùåãîñÿ ïîä êðûøêîé íà-

íîòðóáêè. Ïåïòèä ñ áîëüøîé ñêîðîñòüþ (ïîðÿäêà 1 C/ïñ èëè 100 ì/ñ)
âûáðàñûâàåòñÿ èç íàíîòðóáêè.

Ìåòîäîì ìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè (ïðîãðàììà «PUMA») ïðîâîäèëîñü
ñðàâíèòåëüíîå èçó÷åíèå âûõîäà ïåïòèäà â ôîñôîëèïèäíûé áèñëîé è â
âîäó.Ìåìáðàíà ñîñòîÿëà èç 64 ìîëåêóë ïàëüìèòîèëîëåèëôîñôàòèäèëõî-
ëèíà.Îáúåì âîäíîé ôàçû â îáîèõ ñëó÷àÿõ ñîñòàâëÿë 2594 ìîëåêóë.Â ïðî-
öåññå âûõîäà èç íàíîòðóáêè ïåïòèä ñíà÷àëà ÷àñòè÷íî ðàçâîðà÷èâàåòñÿ,
çàòåì ïðîèñõîäèò ñïèðàëèçàöèÿ ñ õàðàêòåðíûì âðåìåíåì ïîðÿäêà
100 ïèêîñåêóíä,ïðè÷¸ì â ìåìáðàíå ïðîöåññ ñâîðà÷èâàíèÿ èä¸ò áûñòðåå,
âîçìîæíî èç-çà ñòðóêòóðèðóþùåãî äåéñòâèÿ ìîëåêóë ëèïèäà.

Ïðîâîäèòñÿ òàêæå èçó÷åíèå ýíåðãåòè÷åñêèõ è ñòðóêòóðíûõ ïàðàìåò-
ðîâ âçàèìîäåéñòâèÿ ïåïòèäà ñ îêðóæåíèåì ïðè ðàçëè÷íûõ ñêîðîñòÿõ âû-
òàëêèâàíèÿ.

Èçó÷åíèå âçàèìîäåéñòâèÿ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë
ñ ðèáîñîìàëüíûì áåëêîì L7/12 E.coli

Å.Ñ. Ãðåáíþê
áèîëîãè÷åñêèé ôàêóëüòåòÌÃÓ èì. Ëîìîíîñîâà

E-mail: greka-25@yandex.ru

Ðèáîñîìà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñëîæíóþ àñèììåòðè÷íóþ ðèáîíóêëåî-
ïðîòåîèäíóþ ÷àñòèöó,ñîñòîÿùóþ èõ ðèáîñîìíûõ ÐÍÊ (ðÐÍÊ) è îêîëî
50 ðèáîñîìàëüíûõ áåëêîâ.Ðèáîñîìàëüíûå áåëêè èãðàþò âàæíóþ ðîëü â
ïîääåðæàíèè ñòðóêòóðû è ôóíêöèè ðèáîñîì.È õîòÿ â íàñòîÿùèé ìîìåíò
äîñòèãíóò îãðîìíûé ïðîãðåññ â ïîíèìàíèè ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçà-
öèè ðèáîñîì è ìåõàíèçìîâ áèîñèíòåçà áåëêà â êëåòêå, ðîëü îòäåëüíûõ
ðèáîñîìàëüíûõ áåëêîâ â ýòîì ïðîöåññå ïðîäîëæàåò àêòèâíî èçó÷àòüñÿ.
Èññëåäîâàíèå âçàèìîäåéñòâèÿ SRP (signal recognition particle) êîìïëåê-
ñà ñ ðèáîñîìîé è ðàñòóùåé íîâîñèíòåçèðîâàííîé ïîëèïåïòèäíîé öåïüþ
ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç àêòóàëüíûõ ïðîáëåì áåëêîâîãî ñèíòåçà. Â ïðîöåññå
ñîðáöèè ðèáîñîì íà ïîäëîæêó ó÷àñòêè,âîâëå÷åííûå âî âçàèìîäåéñòâèå
ñ SRP,ìîãóò áûòü ñêðûòû,÷òî çàòðóäíÿåò èññëåäîâàíèÿ è èíòåðïðåòàöèþ
ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ.Ýòî ïîäòâåðæäàåòñÿ ïðåäâàðèòåëüíûìè äàííû-
ìè ïî ñîðáöèè ðèáîñîì,ïîëó÷åííûìè íàìè ñ ïîìîùüþ àòîìíî-ñèëîâîé
ìèêðîñêîïèè.Äëÿ ïðàâèëüíîé îðèåíòàöèè ðèáîñîì,ïðè êîòîðîé èíòå-
ðåñóþùèé íàñ ó÷àñòîê áóäåò ýêñïîíèðîâàí â ðàñòâîð,öåëåñîîáðàçíî èñ-
ïîëüçîâàòü àíòèòåëà ê ðèáîñîìàëüíîìó áåëêó L7/12.Âûáîð äàííîãî áåë-
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êà îïðåäåëåí òåì, ÷òî L7/12 àññîöèèðîâàí ñ ðèáîñîìàëüíûì ó÷àñòêîì,
ïðîñòðàíñòâåííî ïðîòèâîïîëîæíûì îò ìåñòà ïîñàäêè SRP.

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëî èçó÷åíèå âçàèìîäåéñòâèÿ àíòèòåë ñ L7/12
áåëêîì.Â õîäå ðàáîòû áûëè ïîëó÷åíû ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê L7/12
äâóõ ñïåöèôè÷íîñòåé.Ñ ïîìîùüþ èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà áûëî èç-
ó÷åíî âçàèìîäåéñòâèå àíòèòåë ñ L7/12,ñîðáèðîâàííûì íà ïëàòå è íàõî-
äÿùèìñÿ â ðàñòâîðå.Ïîäáèðàþòñÿ îïòèìàëüíûå óñëîâèÿ äëÿ ðàáîòû ñè-
ñòåìû «L7/12-ðèáîñîìà-SRP», òàêèå êàê êîíöåíòðàöèè âíîñèìûõ áåë-
êîâ,áóôåðà è äð.Äàëüíåéøåå èçó÷åíèå âçàèìîäåéñòâèÿ SRP ñ ðèáîñîìîé
ïëàíèðóåòñÿ ïðîâîäèòü ñ ïîìîùüþ èììóíîõèìè÷åñêîãî àíàëèçà è àòîì-
íî-ñèëîâîé ìèêðîñêîïèåé íà ïîäëîæêàõ,ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáîòàííûõ
àíòèòåëàìè ê L7/12.
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Ðîäû Bunium L.,Conopodium Kochè Geocaryum Cosson îòíîñÿòñÿ ê ñå-
ìåéñòâóUmbelliferaeè ïîäñåìåéñòâó Apioideae. Ïðè âûäåëåíèè ðîäîâ â
ýòîì ïîäñåìåéñòâå è èçó÷åíèè ðîäñòâåííûõ ñâÿçåé ìåæäó òàêñîíàìè
îïèðàþòñÿ ãëàâíûì îáðàçîì íà ïðèçíàêè ñòðîåíèÿ ïëîäà.Ðîäû Bunium,
Conopodiumè Geocaryum èìåþò ìíîãî îáùèõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ ÷åðò.
Ýòè ìíîãîëåòíèå òðàâû ñ ïîãðóæåííûì â ïî÷âó êëóáíåì.Â ãîðíûõ îáëà-
ñòÿõ Çàïàäíîãî Ñðåäèçåìíîìîðüÿ ýòè ðîäû ÷àñòî ïðîèçðàñòàþò âìåñòå.
Äëÿ âèäîâ ðîäîâ Conopodium, Geocaryum à òàêæå âèäîâ ðîäà Bunium ,
ïðîèçðàñòàþùèõ â çàïàäíîé ÷àñòè àðåàëà, õàðàêòåðíà òàêàÿ èíòåðåñíàÿ
îñîáåííîñòü,êàê íàëè÷èå îäíîñåìÿäîëüíîãî çàðîäûøà.Áîëüøîå ñõîäñòâî
âåãåòàòèâíûõ îðãàíîâ ñîçäàâàëî îïðåäåëåííûå òðóäíîñòè ïðè ðàçãðàíè-
÷åíèè ýòèõ ðîäîâ.Â ðàáîòå Ë.Ýíãñòðýíäà [1],ïîñâÿùåííîé äàííîé ïðîá-
ëåìå,âûñêàçûâàåòñÿ ìíåíèåî íåîáõîäèìîñòè ðàçäåëåíèÿ ýòèõ òðåõ ðîäîâ
íà îñíîâå ïðèçíàêîâ ïîâåðõíîñòè ïëîäà è îñîáåííîñòåé ñòðîåíèÿ ýíäî-
ñïåðìà.×òîáû îöåíèòü íåîáõîäèìîñòü âûäåëåíèÿ ýòèõ ðîäîâ è óòî÷íèòü
ðàçãðàíè÷èòåëüíûå ïðèçíàêè ìû ïðîâåëè àíàëèç íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòåé ó÷àñòêà ITS 1,2 ÿäåðíîé ðèáîñîìàëüíîé ÄÍÊ.Â àíàëèç áû-
ëî âêëþ÷åíî 50 òàêñîíîâ,èç êîòîðûõ ðîä Bunium ïðåäñòàâëåí 10 âèäà-
ìè,ðîä Conopodium – 4 âèäàìè è ðîä Geocaryum – 1 âèäîì.Ôèëîãåíå-
òè÷åñêèå äðåâà ñòðîèëè ìåòîäàìè áëèæàéøåãî ñâÿçûâàíèÿ, ìàêñèìàëü-
íîé ýêîíîìèè è ìàêñèìàëüíîãî ïðàâäîïîäîáèÿ.Òîïîëîãèÿ äðåâ,ïîñòðî-
åííûõ òðåìÿ ìåòîäàìè,â îáùèõ ÷åðòàõ íå ñîäåðæèò ïðîòèâîðå÷èé.Âèäû
ðîäîâ Bunium,Conopodium è Geocaryum ñàìîñòîÿòåëüíóþ êëàäó íå ôîð-
ìèðóþò, ÷òî ïîäòâåðæäàåò åíîáõîäèìîñòü ðàçäåëåíèÿ ýòèõ ðîäîâ. Òàê,
êàæäûé èç ýòèõ ðîäîâ,îáúåäèíÿÿñü ñ íåêîòîðûìè äðóãèìè ïðåäñòàâèòå-
ëÿìè ïîäñåìåéñòâà Apioideae, ôîðìèðóåò ñàìîñòîÿòåëüíûå âûñîêîïîä-
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äåðæàííûå êëàäû. Ïî äàííûì àíàëèçà ðîä Bunium è Conopodium íå
ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ìîíîôèëåòè÷íûå òàêñîíû.Âèäû ðîäà Bunium ðàñïà-
äàþòñÿ íà äâå êëàäû ñ âûñîêèìè óðîâíÿìè ïîääåðæêè,÷òî õîðîøî ñî-
ãëàñóåòñÿ ñ ìîðôîëîãè÷åñêèìè äàííûìè (îäíî- èëè äâóñåìÿäîëüíûå
ïðîðîñòêè, îñíîâíûå ÷èñëà õðîìîñîì).Èíòåðåñíî, ÷òî ïðèçíàê íàëè÷èÿ
îäíîé ñÿìÿäîëè ó çàðîäûøà íå êîððåëèðóåò ñ êàêèìè-ëèáî äðóãèìè
ïðèçíàêàìè,îäíàêî,ñëåäóåò çàìåòèòü,÷òî îí îñîáåííî ÷àñòî îòëè÷àåòñÿ
äëÿ âèäîâ,èìåþùèõ êëóáíåâèäíî óòîëùåííûå ãèïîêîòèëü è áàçàëüíóþ
÷àñòü êîðíÿ.Ñêîðåå âñåãî, ýòîò ïðèçíàê âîçíèêàë íåçàâèñèìî â ðàçíûõ
ðîäñòâåííûõ ãðóïïàõ.
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Àëüòåðíàòèâíûé ñïëàéñèíã — îäèí èç îñíîâíûõ ìåõàíèçìîâ ñîçäàíèÿ
ðàçíîîáðàçèÿ ïðîòåîìà ýóêàðèîò.Áîëåå ïîëîâèíû àëüòåðíàòèâíî ñïëàé-
ñèðóåìûõ ãåíîâ ÷åëîâåêà è ìûøè èìåþò íåãîìîëîãè÷íûå àëüòåðíàòèâ-
íûå ôðàãìåíòû [1].Îäèí àëüòåðíàòèâíî ñïëàéñèðóåìûé ãåí êîäèðóåò íå-
ñêîëüêî áåëêîâ,èìåþùèõ îáùèå ñòðóêòóðíûå ôðàãìåíòû.Ýòè áåëêè ìî-
ãóò âûïîëíÿòü êàê ðàçëè÷íûå ôóíêöèè,òàê è îäíó è òó æå ôóíêöèþ,íî
â ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ — ýêñïðåññèðîâàòüñÿ â îïðåäåë¸ííûõ òêàíÿõ, íà
îòäåëüíûõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ îðãàíèçìà.Òàê êàê èìåííî àëüòåðíàòèâíûå
ó÷àñòêè ïðå-ìÐÍÊ, òî åñòü ó÷àñòêè, êîòîðûå ìîãóò êàê óäàëÿòüñÿ, òàê è
ñîõðàíÿòüñÿ ïðè ïðîöåññèíãå,îòâåòñòâåííû çà ñïåöèôè÷íîñòü áåëêîâûõ
èçîôîðì, åñòåñòâåííî îæèäàòü, ÷òî ñîîòâåòñòâóþùèå èì ó÷àñòêè õðîìî-
ñîì ýâîëþöèîíèðóþò èíà÷å, ÷åì ñîîòâåòñòâóþùèå ïîñòîÿííûì, òî åñòü
âñåãäà ïðèñóòñòâóþùèì â ïðîöåññèðîâàííîé ìÐÍÊ,ó÷àñòêàì.Â ÷àñòíî-
ñòè,ìîæíî ïðåäïîëîæèòü,÷òî íóêëåîòèäíûå çàìåíû,ïîðîæäàþùèå àìè-
íîêèñëîòíûå çàìåíû â áåëêå, áóäóò áûñòðåå íàêàïëèâàòüñÿ â àëüòåðíà-
òèâíûõ ó÷àñòêàõ.

Ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè 3135 àëüòåðíàòèâíî ñïëàéñèðóåìûõ ãåíîâ ÷åëî-
âåêà è èõ ìûøèíûõ îðòîëîãîâ.Âûðàâíèâàíèÿ ìÐÍÊ ÷åëîâåêà è ìûøè
áûëè âçÿòû èç [2], ÷åëîâå÷åñêèå áåëêîâûå èçîôîðìû — èç áàçû EDAS
(http://www.ig-msk.ru:8005/EDAS/). Êîëè÷åñòâî íóêëåîòèäíûõ çàìåí â
ñèíîíèìè÷íûõ è íåñèíîíèìè÷íûõ ïîçèöèÿõ êîäèðóþùèõ îáëàñòåé ãå-
íîâ áûëî âû÷èñëåíî ìåòîäîì Èíû [3]. Îêàçàëîñü, ÷òî, ïðè îäèíàêîâîì
óðîâíå ñèíîíèìè÷íûõ çàìåí,óðîâåíü íåñèíîíèìè÷íûõ çàìåí â àëüòåð-
íàòèâíûõ îáëàñòÿõ ãåíîâ âûøå,÷åì â ïîñòîÿííûõ.Ýòî ïîçâîëÿåò ïðåäïî-
ëîæèòü íàëè÷èå ïîëîæèòåëüíîãî îòáîðà â àëüòåðíàòèâíûõ îáëàñòÿõ ãå-
íîâ.Áîëåå òîãî,ìû ðàññìîòðåëè îòäåëüíî N-êîíöåâûå,âíóòðåííèå è C-
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êîíöåâûå àëüòåðíàòèâíûå ó÷àñòêè.Îêàçàëîñü,÷òî óðîâåíü íóêëåîòèäíûõ
çàìåí â C-êîíöåâûõ àëüòåðíàòèâíûõ ó÷àñòêàõ çíà÷èòåëüíî âûøå, ÷åì â
äðóãèõ ó÷àñòêàõ êîäèðóþùèõ îáëàñòåé ãåíîâ. Òàêèì îáðàçîì, äàâëåíèå
îòáîðà íà ýòè ó÷àñòêè ãåíîâ îñëàáëåíî.Ýòî ïîäòâåðæäàåò,÷òî ñöåíàðèè
ýâîëþöèè àëüòåðíàòèâíûõ è ïîñòîÿííûõ ó÷àñòêîâ ãåíîâ ðàçëè÷íû,è ïî-
ëîæèòåëüíûé îòáîð èãðàåò îïðåäåëÿþùóþ ðîëü â ýâîëþöèè àëüòåðíà-
òèâíîãî ñïëàéñèíãà.
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â ôóíêöèîíàëüíîé ñïåöèôè÷íîñòè áåëêîâ ñåìåéñòâà

ãóàíèëàò- è àäåíèëàòöèêëàç ñ ïîìîùüþ ìåòîäà SDPpred
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Ñóùåñòâóþò áîëüøèå áåëêîâûå ñåìåéñòâà,êîòîðûå ñîñòîÿò èç áåëêîâ,
èìåþùèõ îäíó è òó æå îáùóþ áèîõèìè÷åñêóþ ôóíêöèþ,íî ÷àñòî ðàç-
íóþ ñïåöèôè÷íîñòü ê ëèãàíäó - îíè âçàèìîäåéñòâóþò ñ ïîõîæèìè, íî
ðàçíûìè ìàëûìè ìîëåêóëàìè,ó÷àñòêàìè ÄÍÊ èëè áåëêàìè.Â ãðóïïå, â
êîòîðîé áûëà âûïîëíåíà äàííàÿ ðàáîòà,áûë ðàçðàáîòàí ìåòîä SDPpred
[1],ñ ïîìîùüþ êîòîðîãî ìîæíî ïðåäñêàçàòü àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè,îò-
âå÷àþùèå çà ýòè ðàçëè÷èÿ â ôóíêöèîíàëüíîé ñïåöèôè÷íîñòè.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå âîçìîæíîñòè ìåòîäà SDPpred áûëè èññëåäîâàíû
íà ïðèìåðå ñåìåéñòâà àäåíèëàò- è ãóàíèëàòöèêëàç.Áåëêè ñåìåéñòâà ÿâ-
ëÿþòñÿ ôåðìåíòàìè, ñèíòåçèðóþùèìè öèêëè÷åñêèå íóêëåîòèäû èç íóê-
ëåîçèäòðèôîñôàòîâ.Àäåíèëàòöèêëàçû êàòàëèçèðóþò ñèíòåç öÀÌÔèç
ÀÒÔ,ãóàíèëàòöèêëàçû — öÃÌÔèç ÃÒÔ.öÀÌÔ è öÃÌÔ èãðàþò ðîëü âòî-
ðè÷íûõ ïîñðåäíèêîâ âî âíóòðèêëåòî÷íûõ ïðîöåññàõ.Òàêèì îáðàçîì,èç-
ó÷àåìûå ôåðìåíòû èãðàþò êëþ÷åâóþ ðîëü â ñèãíàëüíûõ êàñêàäàõ êëåòêè.

Ìåòîäîì SDPpred äëÿ ñåìåéñòâà Pfam (PF00211) “Adenylate and
guanylate cyclase catalytic domain”ïðåäñêàçàí íàáîð èç øåñòè ñïåöèôè÷-
íîñòü äåòåðìèíèðóþùèõ ïîçèöèé (ÑÄÏ) - 890Ala, 938Lys, 1016Gln,
1018Asp, 1019Ile, 1020Trp (íóìåðàöèÿ ïî àäåíèëàòöèêëàçå òèïà II èç
R. norvegicus,ADCY2_RAT).Ýòîò íàáîð õîðîøî ñîãëàñóåòñÿ ñ ðàíåå îïóá-
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ëèêîâàííûìè âû÷èñëèòåëüíûìè, ýêñïåðèìåíòàëüíûìè è ñòðóêòóðíûìè
äàííûìè [3,4,5].

Áîëåå òîãî, ìåòîä ïîçâîëèë ðàçîáðàòüñÿ â ñëîæíîì ñëó÷àå öèêëàç èç
Dictyostelium discoideum è íåêîòîðûõ ðåñíè÷íûõ.Ýòè áåëêè íå âõîäèëè â
îáó÷àþùóþ âûáîðêó, èõ ñïåöèôè÷íîñòü íå ìîæåò áûòü ïðåäñêàçàíà ïî
ãîìîëîãèè,à ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå åñòü òîëüêî äëÿ 10 áåëêîâ èç 22.
Äëÿ 10 áåëêîâ ñïåöèôè÷íîñòü, ïðåäñêàçàííàÿ íà îñíîâå àíàëèçà ÑÄÏ,
ñîâïàäàåò ñ ýêñïåðèìåíòàëüíî îïðåäåëåííîé [6]. Äëÿ 8 èç îñòàâøèõñÿ
áåëêîâ ñïåöèôè÷íîñòü áûëà ïðåäñêàçàíà de novo.Áûëà òàêæå ïðåäñêàçà-
íà àäåíèëàòöèêëàçíàÿ àêòèâíîñòü 23 äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè ïëîõî àííî-
òèðîâàííûõ öèêëàç èç Treponema, Stigmatella, à òàêæå íåêîòîðûõ âèäîâ
ìèêîáàêòåðèé è öèàíîáàêòåðèé.
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Ìû èññëåäîâàëè óðîâíè êîíñåðâàòèâíîñòè ñàéòîâ ñâÿçûâàíèÿ òðàí-
ñêðèïöèîííûõ ðåãóëÿòîðîâ äâóõ ìåòàáîëè÷åñêèõ ïóòåé — áèîñèíòåçà ëåé-
öèíà è ìåòèîíèíà â ïÿòè ãåíîìàõ äðîææåé.Îáà ïóòè êîíòðîëèðóþòñÿ ãëî-
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áàëüíûì ðåãóëÿòîðîì áèîñèíòåçà àìèíîêèñëîò, Gcn4p, è ðåãóëÿòîðàìè,
ñïåöèôè÷íûìè äëÿ èíäèâèäóàëüíûõ ìåòàáîëè÷åñêèõ ïóòåé.Ìû ïîêàçàëè,
÷òî óðîâíè êîíñåðâàòèâíîñòè ýêñïåðèìåíòàëüíûõ è ñèëüíûõ ïðåäñêàçàí-
íûõ ñàéòîâ ñõîäíû. Îêàçàëîñü, ÷òî äàæå â áëèæàéøèõ ãåíîìàõ íàèáîëåå
ñèëüíûå ñàéòû íå âñåãäà ñòðîãî êîíñåðâàòèâíû,êàê ñ÷èòàëîñü ðàíåå.

Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ðåãóëÿöèè ïîçâîëèë íàì ïðåäñêàçàòü ïîòåíöè-
àëüíûé ïåðåíîñ÷èê àëüôà-èçîïðîïèëìàëàòà (α-IPM),èíòåðìåäèàòà áèî-
ñèíòåçà ëåéöèíà,êîòîðûé òðàíñïîðòèðóåò α-IPM èç ìèòîõîíäðèé â öè-
òîçîëü [1].Ïðåäñêàçàíèå îñíîâàíî íà ñòðîãîé êîíñåðâàòèâíîñòè ïðåäñêà-
çàííîãî ñàéòà ñâÿçûâàíèÿ ðåãóëÿòîðà Leu3p,àíàëèçå áëèæàéøèõ ãîìîëî-
ãîâ ïðåäñêàçàííîãî òðàíñïîðòåðà,à òàêæå íà ïðåäñêàçàíèè ñóáêëåòî÷íîé
ëîêàëèçàöèè äàííîãî áåëêà è àíàëèçå ýêñïðåññèîííûõ äàííûõ [2].

Èñïîëüçóÿ ìíîæåñòâåííûå ïîëíîãåíîìíûå âûðàâíèâàíèÿ ñåìè ãåíî-
ìîâ ðîäà Saccharomyces,ìû èññëåäîâàëè óðîâíè êîíñåðâàòèâíîñòè â 5’-
è 3’-íåòðàíñëèðóåìûõ îáëàñòÿõ (5’-UTR è 3’-UTR, ñîîòâåòñòâåííî) è
óðîâíè êîíñåðâàòèâíîñòè âñåõ ñàéòîâ ñâÿçûâàíèÿ òðàíñêðèïöèîííûõ
ðåãóëÿòîðîâ èç áàçû äàííûõ CGSIGMA.Êàê îæèäàëîñü,óðîâåíü êîíñåð-
âàòèâíîñòè ñàéòîâ ñâÿçûâàíèÿ áûë ãîðàçäî âûøå,÷åì â îêðóæàþùèõ îá-
ëàñòÿõ,ïðè÷åì ðàéîí ïîâûøåííîé êîíñåðâàòèâíîñòè âêëþ÷àë â ñåáÿ íå
òîëüêî ñàìè ñàéòû,íî è áëèçëåæàùèå îáëàñòè,â öåëîì çàíèìàÿ ïðèáëè-
çèòåëüíî 100 ï.í.Âîçìîæíîå îáúÿñíåíèå ýòîãî ôàêòà ñîñòîèò â òîì,÷òî
ðÿäîì ñ èçâåñòíûìè ñàéòàìè ðàñïîëàãàþòñÿ ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ äðóãèõ
òðàíñêðèïöèîííûõ ðåãóëÿòîðîâ, ÷òî ìîæåò îáåñïå÷èâàòü êîîïåðàòèâ-
íîñòü èõ ñâÿçûâàíèÿ.

Àíàëèç êîíñåðâàòèâíîñòè 5’-UTR âûÿâèë, ïîìèìî ðåçêîãî ïîâûøå-
íèÿ êîíñåðâàòèâíîñòè íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä ñòàðòîâûì êîäîíîì (îò-
ìå÷åííîãî ðàíåå â ðàáîòå Shabalinaet al.[2]),òàêæå çàìåòíîå ïàäåíèå êîí-
ñåðâàòèâíîñòè äî ýòîãî ïèêà,êîòîðîìó ïðåäøåñòâóåò ïëàâíûé ïîäúåì â
îáëàñòè 200 ï.í.îò ñòàðòîâîãî êîäîíà.

Èññëåäîâàíèå 3’-UTR âûÿâèëî ðåçêîå ïàäåíèå êîíñåðâàòèâíîñòè â
íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè îò ñòîï-êîäîíà (÷òî ïîäòâåðäèëî äàííûå
Shabalinaet al.),ïîñëå ÷åãî,ïðèìåðíî â 30 ï.í.îò ñòîï-êîäîíà íà÷èíàåò-
ñÿ ðîñò êîíñåðâàòèâíîñòè,äîñòèãàþùèé ìàêñèìóìà ïðèìåðíî â 50-70 ï.
í.îò ñòîï-êîäîíà,ñ ïîñëåäóþùèì ñïàäîì ê èñõîäíîìó çíà÷åíèþ â îáëà-
ñòè 200 ï.í.îò ñòîï-êîäîíà.Íå èñêëþ÷åíî,÷òî ïîâûøåííàÿ êîíñåðâàòèâ-
íîñòü â 3’-UTR ÿâëÿåòñÿ ïðèçíàêîì íîâûõ, äî ñèõ ïîð íå èçó÷åííûõ,
ôóíêöèîíàëüíûõ ìåõàíèçìîâ.
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Îïðåäåëåíèå ðîäñòâåííûõ îòíîøåíèé òèïîâ äâóñòîðîííå-ñèììåòðè÷íûõ
æèâîòíûõ (Bilateria) ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì 10 áåëêîâ 

À.Â. Êîíñòàíòèíîâà
ôàêóëüòåò áèîèíæåíåðèè è áèîèíôîðìàòèêè ÌÃÓ èì.Ì.Â.Ëîìîíîñîâà

E-mail: Mysh-n@yandex.ru

Êàê èçâåñòíî, ðîäñòâåííûå îòíîøåíèÿ áîëüøèíñòâà òèïîâ áåñïîçâî-
íî÷íûõ äî ñèõ ïîð îñòàþòñÿ íåîïðåäåëåííûìè.Ñðàâíèòåëüíàÿ àíàòîìèÿ
è ýìáðèîëîãèÿ ïîçâîëÿþò ñôîðìóëèðîâàòü íåñêîëüêî àëüòåðíàòèâíûõ
ãèïîòåç,âûáîð ìåæäó êîòîðûìè,â èõ ðàìêàõ,îñòàåòñÿ íå ÿñíûì.Ôèëîãå-
íåòè÷åñêèé àíàëèç íà îñíîâå íåçàâèñèìûõ ìîëåêóëÿðíûõ äàííûõ ïðîâî-
äèëñÿ äî íåäàâíèõ ïîð ïî ðåçóëüòàòàì ñîïîñòàâëåíèÿ îòäåëüíûõ ãåíîâ,
ãëàâíûì îáðàçîì 18S ðèáîñîìàëüíîé ÐÍÊ.

Öåëü ïðîâåäåííîé ðàáîòû — âûÿâèòü ôèëîãåíåòè÷åñêèå âçàèìîñâÿçè
ðÿäà òèïîâ äâóñòîðîííå-ñèììåòðè÷íûõ æèâîòíûõ íà îñíîâå íîâûõ ãåíå-
òè÷åñêèõ äàííûõ.

Çàäà÷è: èññëåäîâàòü ãîìîëîãè÷íûå ãåíû ïðåäñòàâèòåëåé âûáðàííûõ
òàêñîíîâ, âûÿâèòü çàêîíîìåðíîñòè â òîïîëîãèè äåðåâüåâ, ñêîíñòðóèðî-
âàííûõ ïî îòäåëüíûì ãåíàì è ïî îáúåäèíåííûì äàííûì.

Èç ýëåêòðîííûõ áàç äàííûõ îòîáðàëè 10 ãðóïï îðòîëîãè÷íûõ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòåé äëÿ ïðåäñòàâèòåëåé Chordata, Cnidaria, Ctenophora,
Mollusca,Arthropoda,Nematoda,Platyhelminthes,à òàêæå ãðèáîâ è âûñøèõ
ðàñòåíèé — ïðåäñòàâèòåëåé âíåøíåé ãðóïïû.Ôèëîãåíåòè÷åñêèé àíàëèç
ïðîâîäèëè íà äâóõ òàêñîíîìè÷åñêèõ íàáîðàõ,ïåðâûé âêëþ÷àë 10 âèäîâ,
âòîðîé — 14.Ïîëó÷åííûå àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè âûðàâíå-
íû ïî êàæäîìó ãåíó â îòäåëüíîñòè.Èõ èñïîëüçîâàëè äëÿ ïîñòðîåíèÿ äå-
ðåâüåâ. Êðîìå òîãî, â õîäå ðàáîòû âñå ïîëó÷åííûå âûðàâíèâàíèÿ áûëè
ñîåäèíåíû âìåñòå (ïóòåì “ñêëåèâàíèÿ” ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé âñåõ ãå-
íîâ).Òàêèå êîìáèíèðîâàííûå äàííûå òàêæå áûëè ïîäâåðãíóòû ôèëîãå-
íåòè÷åñêîìó àíàëèçó.Ïîñòðîåíèå äåðåâüåâ ïðîâîäèëè ðàçëè÷íûìè ìåòî-
äàìè: ìåòîäîì ñâÿçûâàíèÿ áëèæàéøèõ ñîñåäåé, ìåòîäîì ìàêñèìàëüíîé
ýêîíîìèè è ìåòîäîì ìàêñèìàëüíîãî ïðàâäîïîäîáèÿ.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû.Áîëüøèíñòâî ïîëó÷åííûõ ðàçíûìè ìåòîäàìè
äåðåâüåâ êàê äëÿ ïåðâîãî, òàê è äëÿ âòîðîãî íàáîðà âèäîâ, ïðîÿâëÿëè
ñõîäñòâî â òîïîëîãèè è ñòàòèñòè÷åñêîé ïîääåðæêå îòäåëüíûõ óçëîâ. Â
ìåíüøåé ñòåïåíè ýòî ñïðàâåäëèâî äëÿ äåðåâüåâ,ïîñòðîåííûõ ïî îòäåëü-
íûì ãåíàì.Â öåëîì àíàëèç îòäåëüíûõ ãåíîâ íå äàë îïðåäåëåííîãî ðàç-
ðåøåíèÿ íåîäíîçíà÷íûõ òî÷åê âåòâëåíèÿ ôèëîãåíåòè÷åñêèõ äåðåâüåâ,
÷òî ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ íåáîëüøîé äëèíîé èíäèâèäóàëüíûõ ãåíîâ.Â
áîëüøèíñòâå êîíñåíñóñíûõ äåðåâüåâ è äåðåâüåâ,ïîñòðîåííûõ ïî îáúåäè-
íåííûì äàííûì äëÿ âòîðîãî íàáîðà (14 âèäîâ),õîðîøóþ ïîääåðæêó ïî-
ëó÷àþò òðàäèöèîííûå ãðóïïèðîâêè ÷ëåíèñòîíîãèõ è êðóãëûõ ÷åðâåé.
Îáúåäèíåííûå äàííûå àíàëèçà ãåíîâ 10 âèäîâ òàêæå ïîäòâåðæäàþò
êëàññè÷åñêèå ãèïîòåçû, ò.ê. ïðåäñòàâèòåëü Ñnidaria íà ïîëó÷åííîì äðåâå
áëèæå ê Bilateria,÷åì òèï Ctenophora,âåòâü êîòîðîãî îáîñîáëÿåòñÿ ðàíåå
äðóãèõ (ñðåäè ïðåäñòàâëåííûõ) æèâîòíûõ. Èíòåðåñíî, ÷òî ïðè âêëþ÷å-

Ñåêöèÿ «Áèîèíæåíåðèÿ è áèîèíôîðìàòèêà» 19



íèè â àíàëèç ïðåäñòàâèòåëåé òèïîâ ìîëëþñêîâ è ïëîñêèõ ÷åðâåé (àíà-
ëèç 14 âèäîâ) ïðàêòè÷åñêè âî âñåõ äåðåâüÿõ îíè îáúåäèíÿëèñü â åäèíóþ
ãðóïïó ñ âûñîêîé ñòåïåíüþ ïîääåðæêè — áóòñòðåï.Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò
â ïîëüçó òîãî,÷òî ïëîñêèå ÷åðâè — ïîòîìêè öåëîìè÷åñêèõ æèâîòíûõ,à
íå âåòâü äðåâíèõ ïðèìèòèâíûõ ìíîãîêëåòî÷íûõ.

Ïîëèôóíêöèîíàëèçèðîâàííûå õèðàëüíûå SH-ðåàãåíòû äëÿ
êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ ýíàíòèîìåðîâ àìèíîñîåäèíåíèé ìåòîäîì

ÂÝÆÕ

Ï.À.Êóäðÿâöåâ, Í.Â.Ëàïèí, Ì.Ñ.Áàðàíîâ, Ì.À.Óëàíîâñêàÿ, Ð.Ñ.Àëåêñååâ
ôàêóëüòåò áèîèíæåíåðèè è áèîèíôîðìàòèêè ÌÃÓ èì. Ì.Â. Ëîìîíîñîâà,

õèìè÷åñêèé ôàêóëüòåò ÌÃÓ èì. Ì.Â. Ëîìîíîñîâà

Íîâûå ïîëèôóíêöèîíàëèçèðîâàííûå õèðàëüíûå òèîëû – N-àöèëüíûå
ïðîèçâîäíûå öèñòåèíà è ãëóòàòèîíà, ñèíòåçèðîâàíû õåìîýíçèìàòè÷åñ-
êèì ìåòîäîì, îñíîâàííîì íà õåìî- è ýíàíòèîñåëåêòèâíîì àöèëèðîâà-
íèè,êàòàëèçèðóåìîì ïåíèöèëëèíàöèëàçîé â âîäíîé ñðåäå.Áèîêàòàëèòè-
÷åñêîå ïðåâðàùåíèå â ìÿãêèõ óñëîâèÿõ ïðîòåêàåò î÷åíü áûñòðî,áåç îá-
ðàçîâàíèÿ ïîáî÷íûõ ïðîäóêòîâ è ñ âûñîêèì âûõîäîì (82 – 95%).Ïîëó-
÷åííûå òèîëû èñïîëüçîâàëè äëÿ îïðåäåëåíèÿ ýíàíòèîìåðîâ ïåðâè÷íûõ
àìèíîñîåäèíåíèé ìåòîäîì îáðàùåííîôàçîâîé ÂÝÆÕ ñ ïðåäêîëîíî÷íîé
ìîäèôèêàöèåé î-ôòàëåâûì àëüäåãèäîì.Îáðàçóþùèåñÿ â ðåçóëüòàòå ìî-
äèôèêàöèè äâà ñòåðåîèçîìåðíûõ èçîèíäîëà àíàëèçèðîâàëè ìåòîäîì îá-
ðàùåííîôàçîâîé ÂÝÆÕ íà êîëîíêå Ñ18.Ïðè ìîäèôèêàöèè NAC õðîìà-
òîãðàôèÿ îáðàçóþùèõñÿ èçîèíäîëîâ õàðàêòåðèçóåòñÿ íèçêîé äèàñòåðåî-
ñåëåêòèâíîñòüþ è óäîâëåòâîðèòåëüíîãî ðàçäåëåíèÿ äèàñòåðåîèçîìåðîâ
óäàåòñÿ äîñòè÷ü ëèøü â ñëó÷àå àìèíîêèñëîò è íåêîòîðûõ àìèíîñïèðòîâ.
Ïðèìåíåíèå íîâûõ ïîëèôóíêöèîíàëèçèðîâàííûõ òèîëîâ ïîçâîëÿåò
óëó÷øèòü õðîìàòîãðàôè÷åñêèé àíàëèç ñòåðåîèçîìåðîâ àìèíîñïèðòîâ è
âïåðâûå ïðîâåñòè ýôôåêòèâíûé ýíàíòèîìåðíûé àíàëèç íåôóíêöèîíà-
ëèçèðîâàííûõ ïåðâè÷íûõ àìèíîâ.Îïðåäåëåíû óñëîâèÿ êîëè÷åñòâåííîé
ìîäèôèêàöèè àìèíîñîåäèíåíèé.Ìåòîä óñïåøíî èñïîëüçîâàëè äëÿ îïðå-
äåëåíèÿ àáñîëþòíîé êîíöåíòðàöèè îòäåëüíûõ ýíàíòèîìåðîâ àìèíîñ-
ïèðòîâ è ïåðâè÷íûõ àìèíîâ â ìíîãîêîìïîíåíòíûõ ñìåñÿõ è â õîäå ñòå-
ðåîñåëåêòèâíûõ ôåðìåíòàòèâíûõ ðåàêöèé.
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íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò ôèçèêî-õèìè÷åñêîé áèîëîãèè
èì. À.Í.Áåëîçåðñêîãî

ÌÃÓ èì. Ì.Â. Ëîìîíîñîâà
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Èññëåäîâàíèå ìåõàíèçìà òðàíñìåìáðàííîãî ïåðåíîñà ïðîòîíîâ êîì-
ïëåêñàìè äûõàòåëüíîé öåïè – îäíà èç öåíòðàëüíûõ çàäà÷ ñîâðåìåííîé
áèîýíåðãåòèêè.Îäèí èç ïîäõîäîâ ê åå èçó÷åíèþ - èñïîëüçîâàíèå ñïåöè-
ôè÷åñêèõ èíãèáèòîðîâ ïðîòîííûõ íàñîñîâ [1,2].Ìû èññëåäîâàëè èíãè-
áèðîâàíèå ñîëþáèëèçèðîâàííîé è âñòðîåííîé â ëèïîñîìû ÖÎ ìèòîõîí-
äðèé áû÷üåãî ñåðäöà èîíàìè Zn2+.Îáíàðóæåíà äâóõôàçíîñòü èíãèáèðî-
âàíèÿ.Íà÷àëüíàÿ,áûñòðàÿ ôàçà (Ki ~ 10-5 M),íàáëþäàåìàÿ ïðè âçàèìî-
äåéñòâèè Zn2+ ñ ó÷àñòêîì íà P- ñòîðîíå ìåìáðàíû,ïîëíîñòüþ îáðàòèìà
ÝÄÒÀ è äàåò ÷àñòè÷íîå ñíèæåíèå àêòèâíîñòè (äî 50 – 90% â çàâèñèìî-
ñòè îò ïðåïàðàòà).Îíà ðàçâèâàåòñÿ çà âðåìÿ ñìåøèâàíèÿ.Ïðåäïîëîæè-
òåëüíî,Zn2+ áëîêèðóåò âõîä â îäèí èç ïðîòîíïðîâîäÿùèõ êàíàëîâ (D-êà-
íàë). Ñëåäóþùàÿ, ìåäëåííàÿ ôàçà, ðàçâèâàåòñÿ äåñÿòêè ìèíóò-÷àñû. Îíà
ïðàêòè÷åñêè íåîáðàòèìà, à ñêîðîñòü èíãèáèðîâàíèÿ â ýòîì ñëó÷àå ïðî-
ïîðöèîíàëüíà êîíöåíòðàöèè Zn2+.Zn2+ íå èçìåíÿë àêòèâíîñòü ÖÎ â ñî-
ñòàâå ðàçîáùåííûõ ïðîòåîëèïîñîì,÷òî ñîîòâåòñòâîâàëî ðåçóëüòàòàì [3].
Èíãèáèðîâàíèå ñíîâà ïîÿâëÿëîñü ïðè äîáàâëåíèè ê ïðîòåîëèïîñîìàì
àëàìåòèöèíà,ñïîñîáñòâóþùåãî ïðîíèêíîâåíèþ ñêâîçü ìåìáðàíó íèçêî-
ìîëåêóëÿðíûõ âåùåñòâ (â òîì ÷èñëå Zn2+ ).Èíêóáàöèÿ ñ öèíêîì ïîëíî-
ñòüþ îêèñëåííîãî ôåðìåíòà íå âûçûâàëà èíãèáèðîâàíèÿ.Â òî æå âðåìÿ,
ìû íàáëþäàëè ìåäëåííîå äåéñòâèå öèíêà íà ðàáîòàþùèé ôåðìåíò â ñî-
ñòàâå ðàçîáùåííûõ ïðîòåîëèïîñîì, ïîäîáíûé îïèñàííîìó ðàíåå ãðóï-
ïîé Íèêîëñà [4].Ìåäëåííîå äåéñòâèå Zn2+ òàêæå ïîÿâëÿëîñü â ñëó÷àå èí-
êóáàöèè Zn2+ ñ ÖÎïðèñóòñòâèè ñëàáûõ âîññòàíîâèòåëåé.Òàêèì îáðàçîì,
ìîæíî ïðåäïîëîæèòü íàëè÷èå â ÖÎ ïî ìåíüøåé ìåðå äâóõöèíê-ñâÿçû-
âàþùèõ ó÷àñòêîâ.Îäèí,ïî-âèäèìîìó,ðàñïîëàãàåòñÿ ó âõîäà â ïðîòîíïðî-
âîäÿùèé êàíàë è îòâåòñòâåíåí çà áûñòðîå èíãèáèðîâàíèå ôåðìåíòà.Âòî-
ðîé,âåðîÿòíî,ðàñïîëîæåí âáëèçè èëè íà íàðóæíîé ïîâåðõíîñòè ìåìáðà-
íû è ñòàíîâèòñÿ äîñòóïíûì òîëüêî â ðàáîòàþùåé ÖÎ èëè â ïðèñóòñòâèè
ñëàáûõ âîññòàíîâèòåëåé (ò.å.ó îäíîé èç ôîðì ÷àñòè÷íî âîññòàíîâëåííîé
ÖÎ,îáðàçóþùåéñÿ òàêæå â õîäå êàòàëèòè÷åñêîãî öèêëà).Êðîìå òîãî,áû-
ëî îáíàðóæåíî, ÷òî áûñòðàÿ ôàçà èíãèáèðîâàíèÿ ñîëþáèëèçèðîâàííîé
ÖÎ ìîæåò íå íàáëþäàòüñÿ ïðè èñïîëüçîâàíèè íåêîòîðûõ äîíîðîâ ýëåê-
òðîíîâ (ÒÌÔÄ,ÄÀÄ).Ìåäëåííàÿ æå ôàçà íàáëþäàëàñü â ñëó÷àå âñåõ èñ-
ñëåäîâàííûõ äîíîðîâ (öèòîõðîì ñ,ÒÌÔÄ,ÄÀÄ,ÄÕÔÈÔ è ãåêñààììèà-
êàò ðóòåíèÿ).
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Ìîëåêóëÿðíàÿ äèíàìèêà ãðàìèöèäèíîâîãî êàíàëà â ìîäåëè

ôîñôîëèïèäíîãî áèñëîÿ ÏÎÔÕ5

Î.Â. Ëåâöîâà
áèîëîãè÷åñêèé ôàêóëüòåò ÌÃÓ èì. Ì.Â.Ëîìîíîñîâà
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Ãðàìèöèäèí À ÿâëÿåòñÿ ïåíòàäåêàïåïòèäîì è ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ è
êàê àíòèáèîòèê,è êàê ìîäåëü äëÿ èçó÷åíèÿ ïåïòèä-ìåìáðàííûõ âçàèìî-
äåéñòâèé.Íàèáîëåå èçó÷åííûìè ÿâëÿþòñÿ äâå êîíôîðìàöèè êàíàëà,îá-
ðàçóåìîãî ìîëåêóëàìè ãðàìèöèäèíà â ìåìáðàíå: äâîéíàÿ ñïèðàëü è ñïè-
ðàëüíûé äèìåð.

Ìåòîäîì ìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè áûë ïðîâåäåí àíàëèç äèíàìè÷åñêî-
ãî ïîâåäåíèÿ ìîäåëè áèñëîÿ èç 64 ïàëüìèòîèëîëåèíîâûõ ëèïèäîâ.Ðàñ-
÷åò òðàåêòîðèé ïðîâîäèëñÿ ñ ïîìîùüþ ïàêåòà Gromacs 3.1.4 ìåòîäîì
ëàíæåâåíîâñêîé äèíàìèêè. Âàðüèðîâàëèñü äàâëåíèå áàðîñòàòà, òîëùèíà
áèñëîÿ è ïëîùàäü,ïðèõîäÿùàÿñÿ íà îäèí ëèïèä.Ñèñòåìà ïðèâîäèëàñü ê
ýêñïåðèìåíòàëüíîé ïîâåðõíîñòíîé ïëîòíîñòè ëèïèäîâ.

Â áèñëîé âñòðàèâàëñÿ êàòèîí ïðîâîäÿùèé êàíàë, ñîñòîÿùèé èç äâóõ
ìîëåêóë ãðàìèöèäèíà À â êîíôîðìàöèè ñïèðàëüíîãî äèìåðà.Ðàçìåð êà-

íàëà ñîñòàâëÿåò 25C è ìåíüøå òîëùèíû áèñëîÿ (ïîðÿäêà 38C). Ïðè
âñòðàèâàíèè êàíàëà ïðîèñõîäèò äåôîðìàöèÿ áèñëîÿ,êîòîðàÿ,âîçìîæíî,
ñïîñîáñòâóåò êëàñòåðèçàöèè êàíàëîâ â ïðèðîäíûõ áèîìåìáðàíàõ.

Â ðàáîòå èññëåäóåòñÿ äèíàìèêà ìîëåêóë âîäû âíóòðè êàíàëà.Îñîáûé
èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò ìåõàíèçì ñåëåêöèè è äèíàìèêà ïðîõîæäåíèÿ ïðî-
òîíà è äð. êàòèîíîâ ÷åðåç êàíàë, à òàêæå âíóòðåííèå ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ
èîíîâ.Ïðîâîäèòñÿ ñðàâíèòåëüíîå èçó÷åíèå ðàçëè÷íûõ êîíôîðìàöèé êà-
íàëà â áèñëîå.
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Äèíàìèêè ïðîõîæäåíèÿ èîíîâ è ãèäðàòèðîâàííûõ êîìïëåêñîâ ñêâîçü
ìåìáðàíó ãåòåðîìåðíîãî àöåòèëõîëèíîâîãî ðåöåïòîðà, ñîñòîÿùåãî èç

ÒÌ2 ôðàãìåíòîâ

Ëè Àíüáàí6

áèîëîãè÷åñêèé ôàêóëüòåò ÌÃÓ èì. Ëîìîíîñîâà,
E-mail:anbang@moldyn.org

Íèêîòèíîâûå àöåòèëõîëèíîâûå ðåöåïòîðû ñîñòîÿò èç ïÿòè
ñóáúåäèíèö, ñîäåðæàùèé ÷åòûðüìÿ α-ñïèðàëÿìè. Òðàíñìåìáðàííûå
äîìåíû TM1-TM4 êàæäîé èç α-ñïèðàëåé ôîðìèðóþò èîííûé êàíàë.
Öåíòðàëüíàÿ ÷àñòü êàíàëà, ñîáñòâåííî ïîðà îáðàçóåòñÿ èç ÒÌ2-
ôðàãìåíòîâ,îáåñïå÷èâàåò ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü ðåöåïòîðà.

Â 2003 ãîäó ïîëó÷åíà òð¸õìåðíàÿ ñòðóêòóðà ïîðà àöåòèëõîëèíîâîãî
ðåöåïòîðà(PDB ID: 1OED)[1]. Â ýòîé ñòðóêòóðå âíóòðü êàíàëà îáðàùåíû
äâà íåçàðÿæåííûõ êîëüöà,îáðàçîâàííûõ áîêîâûìè ðàäèêàëàìè îñòàòêîâ
LEU (α-251) è VAL (α-255) ñîîòâåòñòâåííî. Ñîãëàñíî ðåçóëüòàòàì
èññëåäîâàíèé ìóòàãåííûõ ôîðì ðåöåïòîðà, èìåííî ýòè îñòàòêè èãðàþò
âàæíóþ ðîëü â ïðîâîäèìîñòè êàíàëà [2].

Â äàííîé ðàáîòå áûë ïðèìåí¸í ìåòîä ìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè[3], ñ
âêëþ÷åííîé ïîñòîÿííî äåéñòâóþùåé ñèëîé 1 êêàë/(ìîëü·À),
ïðèëîæåííîé ê ïðîõîäÿùåìó èîíó èëè êîìïëåêñó.Èçó÷àëàñü äèíàìèêà
ïðîõîæäåíèÿ ñëåäóþùèõ àòîìîâ è èîíîâ: Na, Na+, Cl, Cl–, à òàêæå
ãèäðàòèðîâàííûõ êîìïëåêñîâ.Â ðåçóëüòàòå èññëåäîâàíèé áûëî âûÿâëåíî
òðè òèïà ïîâåäåíèÿ ïðè ïðîõîæäåíèè ñêâîçü êàíàë: íåçàðÿæåííûå èîíû
ñâîáîäíî ïðîõîäÿò ÷åðåç êàíàë,íåçàðÿæåííûå êîìïëåêñû îñòàíîâÿòñÿ â
óçêîé ÷àñòè êàíàëà, à çàðÿæåííûå èîíûè êîìïëåêñû ïðèòÿãèâàþòñÿ ê
çàðÿæåííûì àòîìàì âíóòðè êàíàëà. Ñêâîçü êàíàë ïîëíîñòüþ ïðîõîäÿò
òîëüêî íåçàðÿæåííûå èîíû Naè Cl.Äëÿ íèõ áûëè ïîëó÷åíû ñëåäóþùèå
êîýôôèöèåíòû äèôôóçèè: Na – 2.05·10-5; Cl – 1.45·10-5. Âëèÿíèå íà
ïðîõîæäåíèå èîíîâ îêàçûâàþò íåçàðÿæåííûå êîëüöà èç áîêîâûõ
ðàäèêàëîâ îñòàòêîâ LEU (α-251) è VAL (α-255).Çàðÿæåííûå èîíû è
êîìïëåêñû íå ìîãóò ïðîõîäèòü áëèçêî ê ãèäðîôîáíûì íåïîëÿðíûì
îñòàòêàì,íàõîäÿùèìñÿ âñðåäíåé è âåðõíåé ÷àñòÿõ êàíàëà.Îñòàòêè SER
ââåðõó êàíàëà (α-266 è α-269) èãðàþò ðîëü â ïðèòÿæåíèè îòðèöàòåëüíûõ
èîíîâ è êîìïëåêñîâ.
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Ðîëü âîäîðîäíûõ ñâÿçåé â ïðîöåññå ýëåêòðîííîãî òðàíñïîðòà â áåëêàõ

Ï.À. Ìàìîíîâ
ÌÃÓ èì. Ì.Â. Ëîìîíîñîâà
E-mail: pmamonov@mail.ru

Ñîâðåìåííûå ìåòîäû êâàíòîâî-õèìè÷åñêîãî ìîäåëèðîâàíèÿ ìîëåêó-
ëÿðíûõ ïðîöåññîâ ÿâëÿþòñÿ îäíèì èç îñíîâíûõ èíñòðóìåíòîâ òåîðåòè-
÷åñêîé áèîôèçèêè,ïîçâîëÿþùèõ âûäåëèòü êëþ÷åâûå ýëåìåíòû ñòðóêòó-
ðû áèîìàêðîìîëåêóë,îòâåòñòâåííûå çà èõ ôóíêöèîíèðîâàíèå.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìåòîäàìè âû÷èñëèòåëüíîé êâàíòîâîé ìåõàíèêè
ìû èññëåäîâàëè ýíåðãåòèêó ïðîöåññà ýëåêòðîííîãî ïåðåíîñà â ðåàêöèè
ðåêîìáèíàöèè ìåæäó ôîòîîêèñëåííûì äèìåðîì áàêòåðèîõëîðîôèëëà è
âîññòàíîâëåííûì ïåðâè÷íûì õèíîíîì â ôîòîñèíòåòòè÷åñêîì ðåàêöèîí-
íîì öåíòðå Rhodobacter sphaeroides: P+QA- � PQA

Èçâåñòíî,÷òî ïðè ïåðåíîñå ýëåêòðîíà â ýòîé ðåàêöèè ðåêîìáèíàöèÿ
îñóùåñòâëÿåòñÿ ïðÿìûì òóííåëèðîâàíèåì ýëåêòðîíà ñ ïåðâè÷íîãî õèíî-
íà íà îñíîâíîé óðîâåíü äèìåðà. Åñëè èñõîäèòü èç òîãî, ÷òî ýëåêòðîí ñ
ïåðâè÷íîãî õèíîíà ïåðåíîñèòñÿ íåïîñðåäñòâåííî íà äèìåð,òî âîçíèêà-
åò âîïðîñ î ìåõàíèçìå êîìïåíñàöèè ýíåðãèè ïîðÿäêà 0,5 ýÂ.

Â äàííîé ðàáîòå ìû ðàññìàòðèâàåì ìåõàíèçì,îáóñëàâëèâàþùèé ýíåð-
ãåòè÷åñêèé áàëàíñ â ðåàêöèè ðåêîìáèíàöèè,ñâÿçàííûé ñ ïåðåñòðîéêîé â
ñèñòåìå âîäîðîäíûõ ñâÿçåé, îáðàçóåìûõ ïåðâè÷íûì õèíîíîì ñ áëèæàé-
øèì îêðóæåíèåì. Ñóòü îáñóæäàåìîãî ìåõàíèçìà ñîñòîèò â ñëåäóþùåì:
ïåðâè÷íûé õèíîí â ñîñòàâå ðåàêöèîííîãî öåíòðà îáðàçóåò äâå âîäîðîä-
íûå ñâÿçè ñ îêðóæàþùèìè àìèíîêèñëîòàìè (ñ ãèòèäèíîì HisM219 è ïåï-
òèäíîé ñâÿçüþ ìåæäó îñòàòêàìè àñïàðàãèíà AsnM259 è àëàíèíà AlaM260).Êî-
ãäà õèíîí íàõîäèòñÿ â îêèñëåííîé ôîðìå ïðîòîíû îáåèõ âîäîðîäíûõ
ñâÿçåé ëîêàëèçóþòñÿ âáëèçè àòîìîâ àçîòà ãèñòèäèíà è ïåïòèäíîé ñâÿçè
ñîîòâåòñòâåííî. Â ðåçóëüòàòå îäíîýëåêòðîííîãî âîññòàíîâëåíèÿ õèíîíà
íà ïîâåðõíîñòè ïîòåíöèàëüíîé ýíåðãèè ñèñòåìû ïîÿâëÿþòñÿ ìèíèìóìû,
ñîîòâåòñòâóþùèå ñìåùåííûì ïîëîæåíèÿì ïðîòîíîâ óæå âáëèçè ñîîòâåò-
ñòâóþùèõ àòîìîâ êèñëîðîäà ïåðâè÷íîãî õèíîíà.Ðàñ÷åòû (âåðòèêàëüíîé)
ýíåðãèè ðåàêöèè P+QA- � PQAïîêàçàëè çíà÷èòåëüíîå åå óìåíüøåíèå

âãåîìåòðèÿõ ñî ñìåùåííûìè ïðîòîíàìè (îäèí èç ïðîòîíîâ ñìåùåí ê ñî-
îòâåòñòâóþùåìó àòîìó êèñëîðîäà ïåðâè÷íîãî õèíîíà) ïî ñðàâíåíèþ ñ
ýíåðãèåé ïîñ÷èòàíîé â ãåîìåòðèè ñ íå ñìåùåííûìè ïðîòîíàìè.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì,÷òî îïèñàííûå ïåðå-
ñòðîéêè âîäîðîäíûõ ñâÿçåé,îáðàçóåìûõ ïåðâè÷íûì õèíîíîì ñ áëèæàé-
øèì îêðóæåíèåì ìîãóò èãðàòü ðîëü ìåõàíèçìà, îòâåòñòâåííîãî çà êîì-
ïåíñàöèþ ýíåðãèè â ðåàêöèè ðåêîìáèíàöèè ìåæäó ôîòîîêèñëåííûì äè-
ìåðîì áàêòåðèîõëîðîôèëëà è âîññòàíîâëåííûì ïåðâè÷íûì õèíîíîì â
ôîòîñèíòåòè÷åñêîì ðåàêöèîííîì öåíòðå Rhodobacter sphaeroides.
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Ëèäåðíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà àëêîãîëüäåãèäðîãåíàçû êóêóðóçû
ÿâëÿåòñÿ ñàéòîì âíóòðåííåé èíèöèàöèè òðàíñëÿöèè è îáåñïå÷èâàåò

ýôôåêòèâíóþ òðàíñëÿöèþ ìÐÍÊ â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè

Åâãåíèÿ Ñåðãååâíà Mèùåíêî
ÌÃÓ èì. Ì.Â. Ëîìîíîñîâà
E-mail: jenchik_m@mail.ru

Öåëüþ ðàáîòû ÿâëÿëîñü èçó÷åíèå ðîëè ëèäåðíûõ íåòðàíñëèðóåìûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ìÐÍÊ â ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ â ñòðåññîâûõ
óñëîâèÿõ íà ïðèìåðå ëèäåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà àëêîãîëüäåãèä-
ðîãåíàçû êóêóðóçû (adh1) â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè.Íèçêàÿ ýôôåêòèâíîñòü
ýêñïðåññèè áîëüøèíñòâà êëåòî÷íûõ áåëêîâ â ýòèõ óñëîâèÿõ ñâÿçàíà ñ
íèçêîé ýôôåêòèâíîñòüþ òðàíñëÿöèè.Îäíèì èç ïðèìåðîâ ãåíà,ìÐÍÊ êî-
òîðîãî ýôôåêòèâíî òðàíñëèðóåòñÿ â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè,ÿâëÿåòñÿ ãåí àë-
ãîëüäåãèäðîãåíàçû êóêóðóçû (adh1).Ýôôåêòèâíàÿ òðàíñëÿöèÿ â ýòèõ óñ-
ëîâèÿõ îáóñëîâëåíà êàê 5’ UTR.òàê è 3’ UTR ðàéîíàìè ìÐÍÊ,à òàêæå
íåáîëüøèì ó÷àñòêîì, íåïîñðåäñòâåííî ñëåäóþùèì çà ñòàðòîâûì êîäî-
íîì,îäíàêî,5’ UTR ýëåìåíò îáåñïå÷èâàåò óðîâåíü òðàíñëÿöèè,ñîïîñòà-
âèìûé ñ àýðîáíûìè óñëîâèÿìè.

Âìåñòå ñ òåì âîïðîñ î òîì, ìîæåò ëè 5’ UTR. ãåíà adh1 (äàëåå adh)
ôóíêöèîíèðîâàòü íå òîëüêî â êëåòêàõ êóêóðóçû,íî è â äðóãèõ ðàñòåíè-
ÿõ (è íàñêîëüêî ýôôåêòèâíî),îñòàâàëñÿ îòêðûòûì.Ìû ñêîíñòðóèðîâàëè
ðåïîðòåðíûå êîíñòðóêöèè, ñîäåðæàùèå êàññåòû ýêñïðåññèè 35S ïðîìî-
òîð – 5’ UTR – GFP- nosT,è,ïðîâåäÿ ýêñïåðèìåíòû ïî òðàíçèåíòíîé
ýêñïðåññèè èõ â êëåòêàõ Nicotiana benthamiana, óñòàíîâèëè, ÷òî ïðèñóò-
ñòâèå adh â êà÷åñòâå 5’ UTR îáåñïå÷èâàëî óðîâåíü ýêñïðåññèè GFP â óñ-
ëîâèÿõ ãèïîêñèè,ñîïîñòàâèìûé ñ óðîâíåì ýêñïðåññèè â àýðîáíûõ óñëî-
âèÿõ.Â òî æå âðåìÿ,â îòñóòñòâèè adh óðîâåíü ýêñïðåññèè ñíèæàëñÿ áî-
ëåå ÷åì â 5 ðàç. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî 5’
UTR ðàéîí adh1 ìîæåò îáåñïå÷èâàòü ýôôåêòèâíóþ òðàíñëÿöèþ ìÐÍÊ â
óñëîâèÿõ ãèïîêñèè â ãåòåðîëîãè÷íîé ñèñòåìå,êëåòêàõ òàáàêà.

Âîïðîñ î òîì,çà ñ÷åò ÷åãî ëèäåðíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü adh îáåñïå÷è-
âàåò ýôôåêòèâíóþ ýêñïðåññèþ öåëåâîãî ãåíà,îñòàâàëñÿ îòêðûòûì.Áûëà
âûäâèíóòà ãèïîòåçà î òîì,÷òî ýòà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü îáåñïå÷èâàåò âíó-
òðåííþþ èíèöèàöèþ òðàíñëÿöèè, îäèíàêîâî ýôôåêòèâíóþ â íîðìàëü-
íûõ è ñòðåññîâûõ óñëîâèÿõ. Ýòî ïðåäïîëîæåíèå áûëî ïîäòâåðæäåíî â
ýêñïåðèìåíòàõ ïî ýêñïðåññèè áèöèñòðîííûõ êîíñòðóêöèé, ñîäåðæàùèõ
adh ìåæäó äâóìÿ ðåïîðòåðíûìè ãåíàìè.Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäå-
òåëüñòâóþò î òîì,÷òî âíóòðåííÿÿ èíèöèàöèÿ òðàíñëÿöèè ìîæåò ÿâëÿòü-
ñÿ îäíèì èç ìåõàíèçìîâ,îáåñïå÷èâàþùèõ ýôôåêòèâíóþ òðàíñëÿöèþ îï-
ðåäåëåííûõ ãåíîâ â ñòðåññîâûõ óñëîâèÿõ.
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Èíòðîíû ãåíà ðèáîñîìàëüíîãî áåëêà S5 êàê ôèëîãåíåòè÷åñêèå ìàðêåðû

Ìèõàèë Àëåêñàíäðîâè÷ Íèêèòèí
ÌÃÓ èì. Ì.Â. Ëîìîíîñîâà
E-mail: misha-nik@mail.ru

Áûñòðîå ðàçâèòèå ãåíîìèêè â ïîñëåäíèå ãîäû îòêðûëî âîçìîæíîñòü
ñðàâíåíèÿ îðãàíèçàöèè ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà ñðåäè îðãàíèçìîâ ñî-
âåðøåííî ðàçíîãî ñèñòåìàòè÷åñêîãî ïîëîæåíèÿ.Ýòè ðåçóëüòàòû èñïîëü-
çóþòñÿ ìíîæåñòâîì ñïîñîáîâ,âêëþ÷àÿ øèðîêîìàñøòàáíîå ñðàâíåíèå ãî-
ìîëîãè÷íûõ ãåíîâ äëÿ öåëåé ðåêîíñòðóêöèè ôèëîãåíèè.Îäíîé èç ñàìûõ
èíòåðåñíûõ ôèëîãåíåòè÷åñêèõ ïðîáëåì ÿâëÿåòñÿ ïðîèñõîæäåíèå ìíîãî-
êëåòî÷íûõ æèâîòíûõ (Metazoa) è ðàííèå ñòàäèè èõ ýâîëþöèè.Ñ êîíöà
XIX ñòîëåòèÿ ñóùåñòâóåò ìíîæåñòâî ïðîòèâîðå÷èâûõ ãèïîòåç îá ýâîëþ-
öèè ïëàíà ñòðîåíèÿ æèâîòíûõ è îòíîøåíèÿõ ìåæäó áàçàëüíûìè ãðóïïà-
ìè: äâóñòîðîííåñèììåòðè÷íûìè æèâîòíûìè (Bilateria),êèøå÷íîïîëîñò-
íûìè (Cnidaria), ãðåáíåâèêàìè (Ctenophora), ãóáêàìè (Porifera) è
Trichoplax (Placozoa).Ìû ïðîâåëè ñðàâíåíèå ãåíîâ rpS5 èç îáùåäîñòóï-
íûõ áàç äàííûõ (GenBank) è íàøëè ÷åòêèå îòëè÷èÿ â ðàñïîëîæåíèè èí-
òðîíîâ ìåæäó Bilateria,ñ îäíîé ñòîðîíû,è ãðèáàìè,ðàñòåíèÿìè è îäíî-
êëåòî÷íûìè ñ äðóãîé ñòîðîíû.Äëÿ Bilateriaõàðàêòåðíû 3 èíòðîíà â ñïå-
öèôè÷åñêèõ ïîçèöèÿõ (106,152 è 185 ïî íóìåðàöèè ïîçèöèé ÷åëîâåêà),
îáùèõ íà äèñòàíöèè îò ÷åðâåé äî ìëåêîïèòàþùèõ.Âûñøèå ãðèáû èìå-
þò îäèí èíòðîí â 99 ïîçèöèè,ó îäíîäîëüíûõ ðàñòåíèé åñòü èíòðîíû â
ïîçèöèÿõ 118 è 189.Äðîææåâûå ãðèáû è ïðîñòåéøèå íå èìåþò èíòðîíîâ
â ãåíå rpS5.Èç ýòèõ îòëè÷èé ìîæíî âèäåòü,÷òî ñòðóêòóðà ãåíà rpS5 çíà-
÷èòåëüíî èçìåíèëàñü íà ðàííèõ ñòàäèÿõ ýâîëþöèè æèâîòíûõ. Ýòî äàåò
íàì íàäåæäó îáíàðóæèòü ïðîìåæóòî÷íûå ñòðóêòóðû ãåíà rpS5 ñðåäè íèç-
øèõ æèâîòíûõ è èñïîëüçîâàòü åãî êàê ôèëîãåíåòè÷åñêèé èíñòðóìåíò
äëÿ èññëåäîâàíèÿ îòíîøåíèé ìåæäó íèçøèìè Metazoa.

Ìû âûðîâíÿëè èçâåñòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè rpS5 èç GenBank, íà-
øëè êîíñåðâàòèâíûå ñàéòû è ðàçðàáîòàëè ïðàéìåðû,êîìïëåìåíòàðíûå
ýòèì ñàéòàì.Ýòè ïðàéìåðû áûëè çàòåì èñïîëüçîâàíû äëÿ àìïëèôèêàöèè
ôðàãìåíòîâ ãåíîìíîé ÄÍÊ èç 9 ïðåäñòàâèòåëåé âñåõ 4 ãðóïï íèçøèõ
æèâîòíûõ,âêëþ÷àÿ ñàìîãî ïðîñòî óñòðîåííîãî ïðåäñòàâèòåëÿ ìíîãîêëå-
òî÷íûõ æèâîòíûõ,Trichoplax,à òàêæå 3 ïðåäñòàâèòåëåé âíåøíèõ ïî îòíî-
øåíèþ ê æèâîòíûì ãðóïï.Àìïëèôèöèðîâàííûå ôðàãìåíòû áûëè çàòåì
î÷èùåíû è ñåêâåíèðîâàíû.Èíòðîí-ýêçîííàÿ ñòðóêòóðà èçó÷åííûõ ãåíîâ
rpS5 íèçøèõ æèâîòíûõ ñèëüíî îòëè÷àåòñÿ îò òàêîâîé Bilateria.Ctenophora
è Poriferaíå èìåþò èíòðîíîâ â ýòîì ãåíå,ïîäîáíî ïðîñòåéøèì è äðîæ-
æåâûì ãðèáàì.Trichoplax îáëàäàåò 2 èíòðîíàìè èç ýòèõ 3,è òå æå 2 èíò-
ðîíà â ïîçèöèÿõ 106 è 185 îáíàðóæèâàþòñÿ è âî âñåõ 3 ÷àñòè÷íûõ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòÿõ êèøå÷íîïîëîñòíûõ. Çà ïðåäåëàìè æèâîòíûõ èíòðîíû â
ãåíå rpS5 ëèáî îòñóòñòâóþò ñîâñåì, êàê ó äðîææåé è ïðîñòåéùèõ, ëèáî
âñòðå÷àþòñÿ â äðóãèõ ïîçèöèÿõ,êàê ó âûñøèõ ãðèáîâ èíàçåìíûõ ðàñòå-
íèé.Íàáîð èíòðîíîâ â ïîçèöèÿõ 118 è 189, óæå èçâåñòíûé äëÿ îäíîäî-
ëüíûõ ðàñòåíèé,áûë îáíàðóæåí òàêæå è ó äâóäîëüíîãî ðàñòåíèÿ Ofaiston
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monandrum. Òàêæå íàìè áûë îáíàðóæåí íîâûé âàðèàíò ðàñïîëîæåíèÿ
èíòðîíîâ â ãåíå rpS5 – ó êðèïòîôèòîâîé âîäîðîñëè Goniomonas pacificas
â ïîçèöèÿõ 111 è 160.Ïîêàçàòåëüíî,÷òî èçó÷åííûé íàìè æãóòèêîíîñåö
Sphaeraeca volvox, ïðåäñòàâèòåëü Choanoflagellata– ñàìîé áëèçêîé ê æè-
âîòíûì ãðóïïû ïðîñòåéøèõ – íå èìååò èíòðîíîâ â ãåíå rpS5.Âñå îáíà-
ðóæåííûå èíòðîíû îòíîñÿòñÿ ê ãðóïïå II,ôëàíêèðîâàíû êàíîíè÷åñêè-
ìè äèíóêëåîòèäàìè è ðàñïîëîæåíû ìåæäó êîäèðóþùèìè òðèïëåòàìè.
Òàêèì îáðàçîì,íîâûå ìîëåêóëÿðíûå ìàðêåðû – ñïåöèôè÷åñêèå èíòðî-
íû ãåíà rpS5, ãîìîëîãè÷íûå èíòðîíàì Bilateria– ïîäòâåðæäàþò áëèçêèå
îòíîøåíèÿ Trichoplax,Cnidariaè Bilateria,à óíèêàëüíàÿ ìîðôîëîãè÷åñêàÿ
ïðîñòîòà Trichoplax,ïî-âèäèìîìó,ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì âòîðè÷íîãî óïðî-
ùåíèÿ è åãî íåëüçÿ áîëåå ñ÷èòàòü æèâîé ìîäåëüþ ïåðâè÷íûõ
ìíîãîêëåòî÷íûõ æèâîòíûõ.

Êîìïüþòåðíûé àíàëèç ïîòåíöèàëüíûõ ñàéòîâ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ è

ãëèêîçèëèðîâàíèÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III ÷åëîâåêà7

Ò.Â. Íèêèòèíà, Ë.È. Òèùåíêî
Ñàíêò-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò,Ðîññèÿ

E-mail: tanik@tn3532.spb.edu

ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà III ñ÷èòûâàåò ãåíû ñòàáèëüíûõ íåòðàíñëèðóåìûõ
êëåòî÷íûõ ÐÍÊ, òàêèõ êàê 5S ðÐÍÊ, òÐÍÊ, U6 ìÿÐÍÊ, 7SK ÐÍÊ, 7SL
ÐÍÊ, Alu-ÐÍÊ è äðóãèõ (ãåíû êëàññà III). Äîëãîå âðåìÿ ñ÷èòàëîñü, ÷òî
òðàíñêðèïöèÿ ãåíîâ êëàññà III ïðîèñõîäèò êîíñòèòóòèâíî è ïðàêòè÷åñ-
êè íå ïîäâåðæåíà ðåãóëÿöèè.Îäíàêî â ïîñëåäíèå ãîäû áûëè ïîëó÷åíû
äàííûå,ñâèäåòåëüñòâóþùèå,÷òî òðàíñêðèïöèÿ,îñóùåñòâëÿåìàÿ ÐÍÊ-ïî-
ëèìåðàçîé III,íàõîäèòñÿ â êëåòêå ïîä ñòðîãèì êîíòðîëåì ìíîæåñòâà ðå-
ãóëÿòîðíûõ ïóòåé,è ÐÍÊ-ïðîäóêòû ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III èãðàþò çíà÷è-
òåëüíóþ ðîëü â òàêèõ âàæíûõ ïðîöåññàõ â êëåòêå, êàê ðîñò, ïðîëèôåðà-
öèÿ è äèôôåðåíöèðîâêà.Î÷åâèäíî,îäíèì èç âàæíåéøèõ ïóòåé èçìåíå-
íèÿ êîëè÷åñòâà ïðîäóêòîâ ãåíîâ êëàññà III ÿâëÿåòñÿ ðåãóëÿöèÿ òðàí-
ñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III. Èìåþùèåñÿ â ëèòåðà-
òóðå äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â ýòîé ðåãóëÿöèè ó÷àñòâóþò
ïðîòåèíêèíàçû è ïðîòåèíôîñôàòàçû,êîòîðûå ìîãóò îñóùåñòâëÿòü ìîäè-
ôèêàöèè ïîëèìåðàçû.Îäíàêî ñàéòû ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðà-
çû III,ðîëü ýòèõ ìîäèôèêàöèé,à âî ìíîãèõ ñëó÷àÿõ è ïðîòåèíêèíàçû,èõ
îñóùåñòâëÿþùèå,èçó÷åíû ïëîõî.

Äî ñèõ ïîð îòñóòñòâóþò ïðÿìûå äàííûå î ìîäèôèêàöèÿõ ñóáúåäèíèö
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III ÷åëîâåêà.Îò÷àñòè ýòî îáúÿñíÿåòñÿ òåì ôàêòîì,÷òî
ýòîò ôåðìåíò ÿâëÿåòñÿ ñàìûì ñëîæíî óñòðîåííûì èç âñåõ ÐÍÊ-ïîëèìå-
ðàç – â åãî ñîñòàâ âõîäèò 17 ñóáúåäèíèö.Ïîýòîìó ïîëíûé ñóáúåäèíè÷-
íûé ñîñòàâ ýòîé ïîëèìåðàçû èç êëåòîê ÷åëîâåêà è ïåðâè÷íàÿ ñòðóêòóðà
âñåõ åå ñóáúåäèíèö áûëè âûÿñíåíû ëèøü íåäàâíî.Ïîÿâëåíèå ýòèõ äàí-
íûõ ïîçâîëèëî ïîñòàâèòü çàäà÷ó îá èññëåäîâàíèè ïðèíöèïèàëüíîé âîç-
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ìîæíîñòè ìîäèôèêàöèè ñóáúåäèíèö ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III ÷åëîâåêà. Ñ
ïîìîùüþ êîìïüþòåðíûõ ïðîãðàìì,îñóùåñòâëÿþùèõ ïîèñê ïîòåíöèàëü-
íûõ ñàéòîâ ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôèêàöèé áåëêîâ (MotifScan [1],
NetPhos 2.0 [2] è YinOYan 1.2 [3]), â ñîñòàâå âñåõ 17 ñóáúåäèíèö ÐÍÊ-
ïîëèìåðàçû III ÷åëîâåêà íàìè èäåíòèôèöèðîâàíû âîçìîæíûå ñàéòû
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ è â ñîñòàâå 13 ñóáúåäèíèö – ñàéòû ðåöèïðîêíîãî
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ è ãëèêîçèëèðîâàíèÿ (ñàéòû «èíü-ÿíü»). Èç èäåíòè-
ôèöèðîâàííûõ ñàéòîâ êîíñåðâàòèâíûìè äëÿ ÷åëîâåêà, Saccharomyces
cerevisiae è Schizosaccharomyces pombe ÿâëÿþòñÿ 17 ñàéòîâ ôîñôîðèëèðî-
âàíèÿ â ñîñòàâå 7 ñóáúåäèíèö,èç íèõ 2 ñàéòà â ñîñòàâå äâóõ ñóáúåäèíèö
ÿâëÿþòñÿ òàêæå è ñàéòàìè «èíü-ÿíü».

Ëèòåðàòóðà
1.http://scansite.mit.edu/motifscan_id.phtml
2.http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/
3.http://www.cbs.dtu.dk/services/YinOYang/

Èññëåäîâàíèå ðîëè ïîëîæèòåëüíîãî çàðÿäà â ñâÿçûâàíèè ñóáñòðàòà
ïåíèöèëëèíàöèëàçîé in vitro è in silico äèçàéí ýëåêòðîñòàòè÷åñêèõ

âçàèìîäåéñòâèé8

È.Ã.Õàëèóëëèí1, Ô.Í.Íîâèêîâ1, Ã.Ã.×èëîâ2, Ì.È.Þøêî2, Â.Ê.Øâÿäàñ1,2

1 Ôàêóëüòåò áèîèíæåíåðèè è áèîèíôîðìàòèêè ÌÃÓ èì. Ëîìîíîñîâà,
2 ÍÈÈ Ôèçèêî-Õèìè÷åñêîé Áèîëîãèè ÌÃÓ èì. Ëîìîíîñîâà

Ïðåäûäóùèå èññëåäîâàíèÿ ïåíèöèëëèí G àöèëàçû (PGA) èç E.coli
ïîäíÿëè ñïîðíûé âîïðîñ î ðîëè äâóõ îñòàòêîâ àêòèâíîãî öåíòðà —
aR145 è bR263 â ñâÿçûâàíèè îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûõ ñóáñòðàòîâ.Ó÷àñ-
òèå ïîëîæèòåëüíîãî çàðÿæåííîãî îñòàòêà â ñâÿçûâàíèè ñóáñòðàòà PGA
áûëî ïåðåîöåíåíî â òåêóùåì èññëåäîâàíèè in vitro è in silico â ïðèáëè-
æåíèè ýëåêòðîñòàòè÷åñêèõ âçàèìîäåéñòâèé: ïîëîæèòåëüíûé çàðÿä àðãè-
íèíà áûë èñêëþ÷åí (aR145L ìóòàöèåé),à îòðèöàòåëüíûé çàðÿä ñóáñòðà-
òà áûë óäàëåí ïóòåì èñïîëüçîâàíèÿ ìåòèëîâîãî ýôèðà (PGM).Êèíåòè-
÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè ïîòåðþ ñðîäñòâà íà 0.9 êêàë/ìîëü â ñëó-
÷àå aR145L ìóòàíòà è 0.7 êêàë/ìîëü â ñëó÷àå ýôèðà.Ýòè ïîòåðè,ÿâëÿþ-
ùèåñÿ îòíîñèòåëüíî íåáîëüøèìè ïî ñðàâíåíèþ ñ ýíåðãèåé ñâÿçûâàíèÿ
PG (7.5 êêàë/ìîëü), óêàçàëè, ÷òî ýëåêòðîñòàòè÷åñêîå âçàèìîäåéñòâèå ñ
aR145 íå áûëî äîìèíèðóþùèì â ôîðìèðîâàíèè êîìïëåêñà Ìèõàýëèñà.
Îäíàêî, îïðåäåëåííîå óõóäøåíèå ñâÿçûâàíèÿ ïåíèöèëèíà íóæäàåòñÿ â
áîëåå îäíîçíà÷íîé èíòåðïðåòàöèè íà ìîëåêóëÿðíîì óðîâíå.Äëÿ ïîëó÷å-
íèÿ òàêîãî îáúÿñíåíèÿ ôåðìåíò è ìîäèôèöèðîâàííûé ñóáñòðàò áûëè
ñìîäåëèðîâàíû in silico ïîñðåäñòâîì ìîëåêóëÿðíîãî äîêèíãà è ìîëåêó-
ëÿðíîé äèíàìèêè. Ìîëåêóëÿðíî-äèíàìè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ïåíèöèë-
ëèíà,ñâÿçàííîãî ñ íàòèâíûì ôåðìåíòîì èëè ñ aR145L ìóòàíòîì ïîêàçà-
ëè, ÷òî êàðáîêñèëüíàÿ ãðóïïà ïåíèöèëëèíà áûëà ðàçìåùåíà áëèæå â
bR263 ñî ñðåäíèì ðàññòîÿíèåì ïî òðàåêòîðèè ìåíåå 4A.Êàðáîêñèëüíàÿ
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8 Ðàáîòà áûëà ïîääåðæàíà ãðàíòîì ÐÔÔÈ 03-04-48472.



ãðóïïà áûëà ñâÿçàíà âîäîðîäíîé ñâÿçüþ ñ àìèäîì îñíîâíîé öåïè àñïà-
ðàãèíà bN388 – íåïîñðåäñòâåííûì ïðîñòðàíñòâåííûì ñîñåäîì bR263.
Ýòî ñïåöèôè÷åñêîå âçàèìîäåéñòâèå ñîõðàíèëîñü ïðè aR145L ìóòàöèè.Â
òî æå ñàìîå âðåìÿ,óìåíüøåíèå ñâÿçûâàíèÿ ïåíèöèëëèíà èíòåðïðåòèðî-
âàëîñü êàê îñëàáëåíèå êîíòàêòà ôåðìåíòà ñ ñóáñòðàòîì. Ïðè ìóòàöèè
ïëîõî ñòðóêòóðèðîâàííûé ó÷àñòîê a143-a146, ïîäâåðãñÿ êîíôîðìàöèîí-
íîìó ïåðåõîäó îò òàê íàçûâàåìîé çàêðûòîé â îòêðûòóþ êîíôîðìàöèþ,â
êîòîðîé áîêîâàÿ öåïü îñòàòêà a145 ñòàëà äîñòóïíà ðàñòâîðèòåëþ è ïîòå-
ðÿëà êîíòàêòû ñ ñóáñòðàòîì.Ïîäîáíàÿ êàðòèíà èìåëà ìåñòî ïðè ñâÿçû-
âàíèè ïåíèöèëëèíà.Ñóáñòðàò ôîðìèðóåò âîäîðîäíûå ñâÿçè ñ àìèäîì îñ-
íîâíîé öåïè bN388,îäíàêî,èç-çà ÷àñòè÷íîé ïîòåðè çàðÿäà,ñèëà ñïåöè-
ôè÷åñêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ óìåíüøàëàñü.Òàêèì îáðàçîì òåêóùèå èññëå-
äîâàíèÿ ïîçâîëÿþò ñäåëàòü ïðåäïîëîæåíèÿ, ÷òî aR145 îñòàòîê èãðàåò â
îñíîâíîì ñòðóêòóðíóþ ðîëü â ïîääåðæàíèè êîìïàêòíîé ñòðóêòóðû àê-
òèâíîãî ó÷àñòêà,â òî âðåìÿ êàê bR263,áîëåå âåðîÿòíî,ó÷àñòâóåò â ýëåê-
òðîñòàòè÷åñêîì ñâÿçûâàíèè îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûõ îñíîâàíèé òàêèõ
êàê ïåíèöèëëèí G.

Ìîëåêóëÿðíàÿ äèíàìèêà ñâåðõïðîíèêàþùåãî ïåïòèäà HIV-TAT9

È.À. Îðøàíñêèé
áèîëîãè÷åñêèé ôàêóëüòåò ÌÃÓ èì. Ì.Â. Ëîìîíîñîâà

Ñòðîåíèå è ïðîèñõîæäåíèå ñâåðõïðîíèêàþùèõ ïåïòèäîâ (Cell
Penetrating Peptides,â äàëüíåéøåì ÑÐÐ),îòêðûòûõ â êîíöå 20 âåêà,âåñü-
ìà ðàçíîîáðàçíî. Íåêîòîðûå, íàïðèìåð ÒÀÒ, ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ÷àñòü
âèðóñíîãî áåëêà,äðóãèå (Antp) – ÷àñòü ôàêòîðà ðîñòà.Ñóùåñòâóþò òàê-
æå èñêóññòâåííî ñèíòåçèðîâàííûå ïåïòèäû (òðàíñïîðòàí,ÌÀÐ),íî âñåõ
èõ îáúåäèíÿåò ñïîñîáíîñòü ïðîíèêàòü ÷åðåç êëåòî÷íûå ìåìáðàíû áåç
ñïåöèàëüíûõ êàíàëîâ è ïåðåíîñ÷èêîâ. Ñòðîåíèå è ôèçèêî-õèìè÷åñêèå
ñâîéñòâà ýòèõ ïåïòèäîâ äîñòàòî÷íî õîðîøî èçó÷åíû,íî ìåõàíèçì ïðî-
íèêíîâåíèÿ äî ñèõ ïîð íå èçâåñòåí.

Ïåðâûì îòêðûòûì è íàèáîëåå äåòàëüíî èññëåäîâàííûì ÿâëÿåòñÿ TAT
– ïåïòèä,ñîñòîÿùèé èç 11 àìèíîêèñëîò.Â åãî ñîñòàâ âõîäèò ìíîãî ïîëî-
æèòåëüíî çàðÿæåííûõ àìèíîêèñëîò (ARG è LYS),÷òî îáåñïå÷èâàåò äîñòà-
òî÷íî æåñòêóþ ïðîñòðàíñòâåííóþ ñòðóêòóðó.Ïîêàçàíî,÷òî ÒÀÒ ñ õîðîøåé
ñêîðîñòüþ ïðîõîäèò ÷åðåç ìåìáðàíó è ñïîñîáåí ïåðåíîñèòü íà Ñ-êîíöå
îòíîñèòåëüíî íåáîëüøèå ìîëåêóëû (ðàäèîàêòèâíûå è ôëóîðåñöåíòíûå
ìåòêè).Îáñóæäàåòñÿ äâà ìåõàíèçìàåãî ïðîíèêíîâåíèÿ â êëåòêó: ëèáî îí
«ïðîòûêàåò» ìåìáðàíó íàïîäîáèå ñòåðæíÿ,ëèáî - «ïðîäàâëèâàåò» ëèïèä-
íûé áèñëîé è ïðîíèêàåò âíóòðü â âèäå ôàãîñîì.Äëÿ óòî÷íåíèÿ âîçìîæ-
íîãî ìåõàíèçìà ïðîâîäèëñÿ ìîëåêóëÿðíî äèíàìè÷åñêèé ýêñïåðèìåíò.

Èñïîëüçîâàëñÿ ïîëíîñòüþ ãèäðàòèðîâàííûé ôîñôîëèïèäíûé áèñëîé
ïàëüìèòîîëåèëîôîñôàòèäèëõîëèíà (ÐÎÐÑ).Òîëùèíà ñëîÿ âîäû ñîñòàâ-
ëÿëà 2 íì.Â âåðõíèé ñëîé âîäû áûë âñòðîåí ÒÀÒ â α-ñïèðàëüíîé êîí-
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9 Íàó÷íûé ðóêîâîäèòåëü ðàáîòû ïðîôåññîð Ê.Â.Øàéòàí.Àâòîðû ïðèçíàòåëüíû ÐÔÔÈ (04-
04-49645) è Ðîñíàóêå (01.106.11.0001,01.165.11.0001) çà ïîääåðæêó



ôîðìàöèè.Èñïîëüçîâàëñÿ ïðîãðàììíûé ïàêåò PUMA.Òàê êàê õàðàêòåð-
íûå âðåìåíà ïðîíèêíîâåíèÿ ÷åðåç ìåìáðàíó ñîñòàâëÿþò ïîðÿäêà ìèê-
ðîñåêóíäû è íåäîñòóïíû äëÿ ÌÄ ñèìóëÿöèé,áûë èñïîëüçîâàí ìåòîä óï-
ðàâëÿåìîé ìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè (Steered MD).Â ðàìêàõ SMD ê àòî-
ìàì ïåïòèäà ïðèëàãàëàñü ñèëà, íàïðàâëåííàÿ ïåðïåíäèêóëÿðíî ïîâåðõ-
íîñòè ìåìáðàíû.Â äîêëàäå îáñóæäàåòñÿ äèíàìè÷åñêàÿ êàðòèíà ïðîíèê-
íîâåíèÿ ÒÀÒ ÷åðåç ôîñôîëèïèäíûé áèñëîé.

Àíàëèç ôóíêöèè íàñûùåíèÿ äðîææåâîé àïîòðàíñêåòîëàçû

òàìèíäèôîñôàòîì10

Ðóñëàí Îñïàíîâ
ÌÃÓ èì. Ì.Â. Ëîìîíîñîâà

E-mail: ospanov@mail.genebee.msu.ru

Òðàíñêåòîëàçà (ÒÊ) – ôåðìåíò ïåíòîçîôîñôàòíîãî ïóòè ïðåâðàùå-
íèÿ óãëåâîäîâ, êàòàëèçèðóþùèé îáðàòèìûé ïåðåíîñ äâóóãëåðîäíîãî
ôðàãìåíòàñ êåòîñàõàðîâ íà àëüäîñàõàðà.Òðàíñêåòîëàçà ñîäåðæèò äâà àê-
òèâíûõ öåíòðà,ôóíêöèîíàëüíî íåýêâèâàëåíòíûõ ïî ñâÿçûâàíèþ êîôàê-
òîðà – òèàìèíäèôîñôàòà (ÒÄÔ). Ïðè ñâÿçûâàíèè ÒÄÔ ñ äðîææåâîé
àïîòðàíñêåòîëàçîé â ñïåêòðå ïîãëîùåíèÿ ïîÿâëÿåòñÿ ïîëîñà ñ ìàêñèìó-
ìîì ïðè 320 íì,èíòåíñèâíîñòü êîòîðîé ïðîïîðöèîíàëüíà äîëå êàòàëè-
òè÷åñêè àêòèâíîãî õîëîôåðìåíòà. Äëÿ àíàëèçà ôóíêöèè íàñûùåíèÿ
àïîÒÊ êîôåðìåíòîì èñïîëüçîâàíà ñõåìà,âêëþ÷àþùàÿñâÿçûâàíèå ÒÄÔ ñ
êàæäîé èç äâóõ ñóáúåäèíèö è èõ ïîñëåäóþùåå êîíôîðìàöèîííîå èçìå-
íåíèå. Ñâÿçûâàíèå ÒÄÔ ñ îäíîé ñóáúåäèíèöåé îêàçûâàåò âëèÿíèå íà
êîíôîðìàöèîííûé ïåðåõîä â äðóãîé ñóáúåäèíèöå. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå
âïåðâûå ïîëó÷åíû ñòðîãèå ìàòåìàòè÷åñêèå âûðàæåíèÿ, îïèñûâàþùèå
êðèâûå ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêîãî òèòðîâàíèÿ àïîÒÊ òèàìèíäèôîñôà-
òîì è ðàññ÷èòàíû ðàâíîâåñíûå êîíñòàíòû ñâÿçûâàíèÿ ÒÄÔ ñ àïîÒÊ â
ïðèñóòñòâèè èîíîâ Ca2+ è Mg2+.Ïðîàíàëèçèðîâàíà îòðèöàòåëüíàÿ êîîïå-
ðàòèâíîñòü ìåæäó ëèãàíä-ñâÿçûâàþùèìè öåíòðàìè äëÿ êàæäîãî òèïà
èîíîâ.Èññëåäîâàíèå ýôôåêòîâ êîîïåðàòèâíûõ âçàèìîäåéñòâèé ïðîâîäè-
ëè ñ ïîìîùüþ ãðàôèêîâ çàâèñèìîñòè íîðìèðîâàííîé äîëè êîíôîðìà-
öèîííî èçìåíåííûõ ñîñòîÿíèé ìîëåêóëû ôåðìåíòà îò ñòåïåíè íàñûùå-
íèÿ áåëêà ëèãàíäîì.Îòñóòñòâèå êîîïåðàòèâíûõ âçàèìîäåéñòâèé ãðàôè-
÷åñêè ïðåäñòàâëåíî ïðÿìîé ëèíèåé,ïðîõîäÿùåé ïîä óãëîì 45°.Îòðèöà-
òåëüíîé èëè ïîëîæèòåëüíîéêîîïåðàòèâíîñòè ñîîòâåòñòâóþò êðèâûå,
ïðîõîäÿùèå âûøå èëè íèæå ýòîé ïðÿìîé ñîîòâåòñòâåííî.
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Âëèÿíèå èîííûõ äåòåðãåíòîâ íà àìîðôíóþ àãðåãàöèþ áåëêà îáîëî÷êè
âèðóñà òàáà÷íîé ìîçàèêè

Þ.Â. Ïàíþêîâ, Ì.À. Íåìûõ
ÌÃÓ èì. Ì.Â. Ëîìîíîñîâà

E-mail: panyukov@belozersky.msu.ru

Ïðè èçó÷åíèè âëèÿíèÿ äåòåðãåíòîâ íà àìîðôíóþ (íåóïîðÿäî÷åííóþ)
àãðåãàöèþ áåëêà îáîëî÷êè (ÁÎ) âèðóñà òàáà÷íîé ìîçàèêè (ÂÒÌ) ðàíåå
íàìè áûë îáíàðóæåíî, ÷òî íèçêèå êîíöåíòðàöèè àíèîííîãî äåòåðãåíòà
äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ (ÄÑÍ) èíãèáèðóþò òåðìîèíäóöèðîâàííóþ
(ïðè 52°Ñ) àìîðôíóþ àãðåãàöèþ ýòîãî áåëêà è ïî-ðàçíîìó âëèÿþò íà
ñòàáèëüíîñòü ðàçëè÷íûõ ñåãìåíòîâ åãî ìîëåêóëû [1,2].Â äàííîé ðàáîòå
ìû ñîîáùàåì, ÷òî êàòèîííûé äåòåðãåíò öåòèëòðèìåòèëàììîíèéáðîìèä
(ÖÒÀÁ), øèðîêî èçâåñòíûé êàê «èñêóññòâåííûé øàïåðîí», â óñëîâèÿõ
áëèçêèõ ê ôèçèîëîãè÷åñêèì â ÷ðåçâû÷àéíî íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ èíäó-
öèðóåò àìîðôíóþ àãðåãàöèþ îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûõ ìîëåêóë ÁÎ
ÂÒÌ,íå âûçûâàÿ ñóùåñòâåííûõ èçìåíåíèé â èõ ñòðóêòóðå.Ïðè áîëåå âû-
ñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ,êîòîðûå ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå óæå íå âûçû-
âàþò àãðåãàöèþ,ÖÒÀÁ ïðîÿâëÿåò » ïî îòíîøåíèþ ê ÁÎ ÂÒÌ ñâîéñòâà
«èñêóññòâåííîãî øàïåðîíà,èíãèáèðóÿ è ðåâåðñèðóÿ òåðìîèíäóöèðîâàí-
íóþ (ïðè 52°Ñ) àãðåãàöèþ ýòîãî áåëêà.Êðîìå òîãî,îáíàðóæåíî,÷òî àã-
ðåãàöèÿ ÁÎ ÂÒÌ ïîëíîñòüþ ðåâåðñèðóåòñÿ äîáàâëåíèåì ÄÑÍ ïî õîäó
ïðîöåññà ïðè ìîëÿðíîì ñîîòíîøåíèè ÄÑÍ : ÁÎ = 30 : 1 â ñëó÷àå òåð-
ìîèíäóöèðîâàííîé àãðåãàöèè è ÄÑÍ : ÖÒÀÁ = 3 : 1 â ñëó÷àå àãðåãàöèè
èíäóöèðóåìîé ÖÒÀÁ.
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Êîìïüþòåðíîå èññëåäîâàíèå ñòðóêòóðû è ýâîëþöèè ôóíêöèîíàëüíûõ

ñàéòîâ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåãî äîìåíà áåëêà p53 ÷åëîâåêà11

Ñ.Ñ. Ïèíòóñ1, Ê.Â. Ãóíáèí2, Â.À. Èâàíèñåíêî2
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Çíàíèÿ î ôóíêöèîíàëüíûõ ñàéòàõ íåîáõîäèìû äëÿ ïîíèìàíèÿ ôóíê-
öèè áåëêîâ. Âàæíî çíàòü ýâîëþöèîííóþ ñóäüáó ó÷àñòêîâ áåëêà, ÷òîáû
îöåíèòü èõ ôóíêöèîíàëüíóþ çíà÷èìîñòü.Ðàíåå àâòîðàìè áûëà ðàçðàáî-
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11 Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïî ãðàíòó CRDF (REC-008) è
Ìèíîáðàçîâàíèÿ Ðîññèè â ðàìêàõ Ïðîãðàììû "Ôóíäàìåíòàëüíûå èññëåäîâàíèÿ è âûñøåå
îáðàçîâàíèå".



òàíà ïðîãðàììà PDBSiteScan [1], êîòîðàÿ âûïîëíÿåò ïîèñê ôóíêöèî-
íàëüíûõ ñàéòîâ áåëêîâ èõ òðåòè÷íûõ ñòðóêòóðàõ.Ïîèñê îñóùåñòâëÿåòñÿ
ïîñðåäñòâîì âûðàâíèâàíèÿ ó÷àñòêîâ ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðû áåëêà
íà ïðîñòðàíñòâåííûå ñòðóêòóðû îáðàçöîâ ôóíêöèîíàëüíûõ ñàéòîâ èç áà-
çû PDBSite [2].Â ðåçóëüòàòå ïîèñêà â òðåòè÷íîé ñòðóêòóðå áåëêà p53 ÷å-
ëîâåêà áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî çàìåíà â ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåì äîìåíå
245Gly->Cys ïðèâîäèò ê âîçíèêíîâåíèþ íîâîãî ïîòåíöèàëüíîãî ñàéòà
ñâÿçûâàíèÿ èîíà Zn2+.Öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëî èññëåäîâàíèå ðåæèìà
ýâîëþöèè ãåíà p53 ó ðàçíûõ âèäîâ è,â ÷àñòíîñòè,êîäîíà,â êîòîðîì ó ÷å-
ëîâåêà áûëà îáíàðóæåíà çàìåíà 245Gly->Cys. Â êà÷åñòâå ìàòåðèàëà èç
áàçû äàííûõ EMBL áûëè âçÿòû íóêëåîòèäíûå è àìèíîêèñëîòíûå ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè ãåíà p53 äëÿ 30 âèäîâ.Ïîèñê àäàïòèâíûõ âåòâåé ôèëîãå-
íåòè÷åñêîãî äðåâà è àäàïòèâíî ýâîëþöèîíèðîâàâøèõ êîäîíîâ áûë ïðî-
âåäåí ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû codeml èç ïàêåòà PAML.Â õîäå èññëåäîâà-
íèÿ áûëî îáíàðóæåíî,÷òî êîäîí,ñîîòâåòñòâóþùèé ïîçèöèè 245 â áåëêå
p53 ÷åëîâåêà âûñîêî êîíñåðâàòèâåí.Òàêæå áûëî îáíàðóæåíî, ýâîëþöèÿ
áåëêà p53 ñîïðîâîæäàëàñü àäàïòèâíûìè èçìåíåíèÿìè.Â ÷àñòíîñòè,áûëî
îáíàðóæåíà àäàïòèâíàÿ ýâîëþöèÿ ïðè ïåðåõîäå îò ðûá ê çåìíîâîäíûì.
Ñîîòíîøåíèå ñêîðîñòåé íåñèíîíèìè÷íûõ è ñèíîíèìè÷íûõ çàìåí äëÿ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ãåíà ñîñòàâèëî 1.808.Áîëåå ñëàáàÿ àäàïòèâíàÿ ýâî-
ëþöèÿ áûëà âûÿâëåíà äëÿ äèâåðãåíöèè ïðåäêîâ êîïûòíûõ îò ïðåäêîâ
ñîâðåìåííûõ õèùíèêîâ – çíà÷åíèå dN/dS ñîñòàâèëî ëèøü 1.353.Êðîìå
òîãî,â ãåíå p53 áûëè îáíàðóæåíû êîäîíû,â êîòîðûõ ïðîèñõîäèëè ïðå-
èìóùåñòâåííî íåñèíîíèìè÷íûå çàìåíû. Â ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåì äîìåíå
÷åëîâå÷åñêîãî áåëêà ýòèì êîäîíàì ñîîòâåòñòâóþò àìèíîêèñëîòíûå îñ-
òàòêè S106 è A129.Êîíñåðâàòèâíîñòü ïîçèöèè 245 â p53 ÷åëîâåêà ñâèäå-
òåëüñòâóåò î íàëè÷èè ìîùíîãî ñòàáèëèçèðóþùåãî îòáîðà ïî ñîîòâåò-
ñòâóþùåìó êîäîíó. Ýòî ñîãëàñóåòñÿ ñ íàáëþäàåìîé àññîöèðîâàííîñòüþ
ñîìàòè÷åñêèõ çàìåí ïî ýòîé ïîçèöèè ñ ðàçâèòèåì îïóõîëåé, à òàêæå ñ
ïðåäïîëîæåíèåì î âîçíèêíîâåíèè â ìóòàíòíîé ôîðìå 245Gly->Cys ïî-
òåíöèàëüíîãî ñàéòà ñâÿçûâàíèÿ öèíêà.Àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè Ser106
è Ala129 ó÷àñòâóþò â îáðàçîâàíèè ñòðóêòóðíûõ ïåòåëü â áåëêå p53.Ïåò-
ëÿ,ñîäåðæàùàÿ Ser106,ñâÿçûâàåò íåñòðóêòóðíûé ó÷àñòîê Ser105 – Gln104
ñ β-ëèñòîì Arg110 – Gly112,à ïåòëÿ,ñîäåðæàùàÿ Ala129 ñîåäèíÿåò β-ëè-
ñòû Cys124 – Ser127 è Lys132 – Cys135,êîòîðûå âõîäÿò â ÷èñëî 11-òè β-
ëèñòîâ,îáðàçóþùèõ áî÷îíîê,êîòîðûé íåñåò íà ñåáå îñíîâíûå ñòðóêòóð-
íûå êîìïîíåíòû ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåãî äîìåíà – ñàéò ñâÿçûâàíèÿ ñ ÄÍÊ
è ðåãóëèðóþùèé åãî ðàáîòó ñàéò ñâÿçûâàíèÿ öèíêà.Àìèíîêèñëîòíûå çà-
ìåíû â ïîçèöèÿõ 106 è 129, òàêèì îáðàçîì,ìîãëè âëèÿòü íà ïðîñòðàí-
ñòâåííóþ ñòðóêòóðó âûøåóïîìÿíóòîãî áî÷îíêà è,êàê ñëåäñòâèå,îñîáåí-
íîñòè ðàáîòû ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåãî äîìåíà â õîäå ýâîëþöèè. Çíà÷èòåëü-
íîå ïðåîáëàäàíèå ñêîðîñòè ôèêñàöèè íåñèíîíèìè÷íûõ çàìåí íàä òàêî-
âîé äëÿ ñèíîíèìè÷íûõ çàìåí íà ñòàäèè âûõîäà ïðåäêîâ çåìíîâîäíûõ íà
ñóøó ìîæåò áûòü ñâÿçàíà ñ óñèëåíèåì ðîëè p53 êàê ñóïðåññîðà îïóõîëåé
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äëÿ âûæèâàíèÿ îðãàíèçìîâ â áîëåå àãðåññèâíîé,ïî ñðàâíåíèþ ñ âîäíîé,
ñðåäîé îáèòàíèÿ.
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ñåëåêòèâíîãî ýëåêòðîäà
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Àìèíîàöèëàçà I ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé êîììåð÷åñêè äîñòóïíûé è íåäî-
ðîãîé ôåðìåíò ñ øèðîêîé ñóáñòðàòíîé ñïåöèôè÷íîñòüþ,êîòîðûé ìîæåò
áûòü âûäåëåí èç ðÿäà ìèêðîáíûõ,ðàñòèòåëüíûõ è æèâîòíûõ èñòî÷íèêîâ.
Íåäàâíèå èññëåäîâàíèÿ,ïðîâåäåííûå â íàøåé ëàáîðàòîðèè,ïîêàçàëè,÷òî
êàòàëèòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü àìèíîàöèëàç íå îãðàíè÷åíà òîëüêî ðåàêöèÿ-
ìè ïðåâðàùåíèÿ N-àöèëüíîé ãðóïïû,÷òî îòêðûâàåò íîâûå ïåðñïåêòèâû
â èñïîëüçîâàíèÿ ýòîãî êîììåð÷åñêè ïðèâëåêàòåëüíîãî ôåðìåíòà äëÿ ïî-
ëó÷åíèÿ îïòè÷åñêè ÷èñòûõ ñîåäèíåíèé.Â ÷àñòíîñòè,áûëà ïîêàçàíà ñïî-
ñîáíîñòü ïðåïàðàòà àìèíîàöèëàçû èç Aspergillus spp.îñóùåñòâëÿòü ãèäðî-
ëèç àìèäîâ è ýôèðîâ àìèíîêèñëîò ñ î÷åíü âûñîêîé ýíàíòèîñåëåêòèâíî-
ñòüþ [12].Â ñâÿçè ñ ýòèì,âàæíîé çàäà÷åé ÿâëÿåòñÿ ðàçðàáîòêà óäîáíîãî è
íàäåæíîãî ìåòîäà ñëåæåíèÿ çà àìèäàçíîé àêòèâíîñòüþ äàííîãî ïðåïà-
ðàòà ôåðìåíòà. Ìåæäó òåì, íà ñåãîäíÿøíèé äåíü õðîìàòîãðàôè÷åñêèé
àíàëèç ÿâëÿåòñÿ åäèíñòâåííûì óíèâåðñàëüíûì ìåòîäîì îïðåäåëåíèÿ êà-
òàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè àìèäàç.Ê îñíîâíûì íåäîñòàòêàì ýòîãî ìåòîäà
îòíîñÿòñÿ: åãî îòíîñèòåëüíî âûñîêàÿ ñòîèìîñòü è íèçêàÿ ïðîèçâîäè-
òåëüíîñòü,ñâÿçàííàÿ ñ íåîáõîäèìîñòüþ ïðîáîîòáîðà è áîëüøîé ïðîäîë-
æèòåëüíîñòüþ èíäèâèäóàëüíîãî àíàëèçà.

Â íàøåé ðàáîòå ïðåäëîæåí íîâûé ìåòîä ñëåæåíèÿ çà àìèäàçíîé àê-
òèâíîñòüþ àìèíîàöèëàç è îïðåäåëåíû ãðàíèöû åãî ïðèìåíèìîñòè.Äàí-
íàÿ ìåòîäèêà îñíîâàíà íà êîëè÷åñòâåííîì îïðåäåëåíèè èîíà àììîíèÿ,
îáðàçóþùåãîñÿ â õîäå ðåàêöèè ôåðìåíòàòèâíîãî ãèäðîëèçà àìèäîâ àìè-
íîêèñëîò,ïðè ïîìîùè àììîíèé ñåëåêòèâíîãî ýëåêòðîäà.Ýòî ïîçâîëÿåò
íåïðåðûâíî äåòåêòèðîâàòü êîíöåíòðàöèþ âûäåëÿþùåãîñÿ êàòèîíà â ðå-
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àêöèîííîé ñìåñè,îáåñïå÷èâàÿ,òàêèì îáðàçîì,âûñîêóþ ýêñïðåññíîñòü è
òî÷íîñòü îïðåäåëåíèÿ àìèäàçíîé àêòèâíîñòè.Ñ èñïîëüçîâàíèåì äàííîãî
ìåòîäà, áûëè íàéäåíû êèíåòè÷åñêèå ïàðàìåòðû ãèäðîëèçà (KÌ è Vmax)

àìèäà àìèíîáóòàíîâîé êèñëîòû, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ ñóáñòðàòîì àìèíîà-
öèëàçû-I èç Aspergillus melleus, îõàðàêòåðèçîâàíà òåìïåðàòóðíàÿ çàâèñè-
ìîñòü àìèäàçíîé àêòèâíîñòè ýòîãî ïðåïàðàòà è ñòàáèëüíîñòü ïðè ýêñòðå-
ìàëüíûõ çíà÷åíèÿõ ðÍ.

Èññëåäîâàíèå ðåãóëÿöèè íèòðàò-íèòðèòíîãî äûõàíèÿ ãàììà-
ïðîòåîáàêòåðèé ìåòîäàìè ñðàâíèòåëüíîé ãåíîìèêè
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Ìíîãèå ïðîêàðèîòè÷åñêèå îðãàíèçìû, íàïðèìåð ãàììà-ïðîòåîáàêòå-
ðèÿ Escherichia coli,ñïîñîáíû ê èñïîëüçîâàíèþ ðàçëè÷íûõ ñóáñòðàòîâ äëÿ
äûõàíèÿ,÷òî ïîçâîëÿåò èì ïðèñïîñàáëèâàòüñÿ ê øèðîêîìó äèàïàçîíó óñ-
ëîâèé.Â îòñóòñòâèå ìîëåêóëÿðíîãî êèñëîðîäà íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëü-
íûìè àêöåïòîðàìè ýëåêòðîíîâ ÿâëÿþòñÿ íèòðàò è íèòðèò.Â E. coli ïðî-
öåññ íèòðàò-íèòðèòíîãî äûõàíèÿ ðåãóëèðóåòñÿ ñëîæíîé ñèñòåìîé,âêëþ-
÷àþùåé ñåíñîðíûå áåëêè NarX è NarQ è ôàêòîðû òðàíñêðèïöèè NarL
è NarP [1].

Öåëüþ íàøåé ðàáîòû ñòàëî äåòàëüíîå èññëåäîâàíèå ðåãóëÿöèè äàííî-
ãî ïðîöåññà â ãåíîìàõ ðàçëè÷íûõ ãàììà-ïðîòåîáàêòåðèé,äëÿ ÷åãî áûëè
ïðèìåíåíû ðàçëè÷íûå ìåòîäû ñðàâíèòåëüíîé ãåíîìèêè [2].

Íàìè áûëî îáíàðóæåíî,÷òî â äåñÿòè èç òðèíàäöàòè ïîëíûõ ãåíîìîâ
ïðèñóòñòâóåò îäèíî÷íûé ðåãóëÿòîð NarP âìåñòå ñ ñåíñîðíûì áåëêîì
NarQ.Â äâóõ ñëó÷àÿõ,êîãäà íàáëþäàëàñü íåñòàíäàðòíàÿ ïàðà NarP-NarX,
â àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ ñåíñîðíîãî áåëêà íàáëþäàëèñü
èçìåíåíèÿ,ïîçâîëÿþùèå äóìàòü,÷òî äàííûé áåëîê âûïîëíÿåò ôóíêöèþ
NarQ.

Èññëåäîâàíèå NarP-ðåãóëîãà â ýòèõ äåñÿòè ãåíîìàõ ïîçâîëèëî ñäåëàòü
ñëåäóþùèå âûâîäû:

1.Â èññëåäîâàííûõ ãåíîìàõ áåëîê NarP ðåãóëèðóåò ýêñïåðññèþ âñåõ
ãåíîâ,â E. coli êîíòðîëèðóåìûõ äâóìÿ ôàêòîðàìè òðàíñêðèïöèè.

2.Íåñìîòðÿ íà òî,÷òî ñòðóêòóðà ðåãóëîíà ìîæåò äîñòàòî÷íî ñèëüíî âà-
ðüèðîâàòü â ðàçíûõ ãåíîìàõ,ðåãóëÿöèÿ ãåíîâ âîññòàíîâëåíèÿ íèòðàòà è
íèòðèòà ÿâëÿåòñÿ ýâîëþöèîííî êîíñåðâàòèâíîé.

3. Óïðîùåíèå ðåãóëÿòîðíîé ñèñòåìû ñâÿçàíî ñ óïðîùåíèåì ñèñòåìû
íèòðàò-íèòðèòíîãî äûõàíèÿ.

4.Â èññëåäîâàííûõ ãåíîìàõ âîçðàñòàåò ðîëü NarP â ðåãóëÿöèè äûõà-
íèÿ.Â ãåíîìàõ áàêòåðèé ñåìåéñòâà Pasteurellaceae ïîä NarP êîíòðîëèðó-
åò ýêñïðåññèþ ðÿäà ãåíîâ àýðîáíîãî ìåòàáîëèçìà: cydAB,sucAB è mdh.
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Application of «cassette» mutagenesis and periplasmatic expression for het-
erological expression of recombinant adrenodoxin in E.coli

T.A. Skrahina, Y.G. Pokhodnia, A.G. Lapko
International Sakharov Environmental University

E-mail: skrahina@gmail.com

Adrenodoxin reductase (AR) is an FAD-containing enzyme, a component
of cytochrome P-450scc dependent steroid hydroxylating system of adrenal
cortexmitochondria.The function of AR in the system encloses the transfer of
two electrons from NADPHto adrenodoxin, which then transports them to
P450 cytochromes.

Heterological expression of AR in bacterial cells E.colitransformated with
pBAR1957 occurs in high level,but aquantity of the separation protein from
cells is low.E.coli shows atendency,especially for eukariotic proteins like AR,
to express the synthesized polypeptide in inclusion bodies because of misfold-
ing. The co-expression of AR with chaperones HSP60 results in increased
amount of correctly folded proteins and high yield.One of the mechanisms of
chaperone effect is maintaining of atom oscillatory motion in synthesized de
novo protein for certain time.That provides formation of correct intramolec-
ular bonds between amino acid radicals,characterized by minimum of energy.

We hypothesized laser,which is used in clinical medicine,has energy com-
parable to energy of atom oscillatory motion.The energy is enough to provide
biopolymer dynamic motion,which is necessary to assume protein native con-
firmation.In order to check the hypothesis we compared protein yield in three
cases of heterological expression of AR: conventional - with plasmid
BAR1957, co-expression of AR with HSP60-chaperone andexpression of AR
under laser exposure.The recombinated AR (in each of the three experiments)
was isolated bytwo following affinitychromatographies on an ADP-Sepharose
column and an adrenodoxin-Sefarose column, indicating that it assumed its
native confirmation.

In comparison to normal heterological expression the high-yield expression
HSP60 system increased the fraction of soluble, folded AR to 10and laser to
5 times.

Laser effect on heterological expression of AR in E.coli is rather consider-
able.It is comparable to molecular chaperones effect,but less significant.
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ClusterTree: ïðîãðàììà êëàñòåðèçàöèè ðåãóëÿòîðíûõ ñèãíàëîâ
ñ ïîìîùüþ áèíàðíîãî äåðåâà

Åëåíà Äìèòðèåâíà Ñòàâðîâñêàÿ13

Èíñòèòóò ïðîáëåì ïåðåäà÷è èíôîðìàöèè ÐÀÍ
E-mail: esta191@fromru.com

Ìîòèâàöèÿ

Èñïîëüçîâàíèå òåõíèêè ôèëîãåíåòè÷åñêîãî ôóòïðèíòèíãà ïðè àíàëè-
çå ðåãóëÿòîðíûõ ñèãíàëîâ áàêòåðèé âåäåò ê âûÿâëåíèþ áîëüøîãî êîëè-
÷åñòâà ïîòåíöèàëüíûõ ðåãóëÿòîðíûõ ñàéòîâ,íàéäåííûõ â îáëàñòÿõ ïåðåä
îðòîëîãè÷íûìè ãåíàìè.Ñëåäóþùèì øàãîì òàêîãî àíàëèçà ÿâëÿåòñÿ êëà-
ñòåðèçàöèÿ ñàéòîâ,îòíîñÿùèõñÿ ê îäíîìó ñèãíàëó è,òàêèì îáðàçîì,ÿâ-
ëÿþùèõñÿ ñàéòàìè ñâÿçûâàíèÿ îäíîãî ðåãóëÿòîðà. Â äàííîé ðàáîòå ìû
ïðåäñòàâëÿåì àëãîðèòì êëàñòåðèçàöèè ðåãóëÿòîðíûõ ñèãíàëîâ äëÿ èäåí-
òèôèêàöèè ãðóïï ñîâìåñòíî ðåãóëèðóåìûõ ãåíîâ è ïðèâîäèì ðåçóëüòàòû
åãî òåñòèðîâàíèÿ íà ðåàëüíûõ âûáîðêàõ.

Àëãîðèòì

Àëãîðèòì âêëþ÷àåò â ñåáÿ äâå ñòàäèè: ïîñòðîåíèå äåðåâà è åãî îáõîä.
Êàæäîìó óçëó äåðåâà ñîîòâåòñòâóåò ìíîæåñòâî âûðîâíåííûõ ñàéòîâ, à
êàæäîìó ëèñòó – îäèí ñèãíàë èç èñõîäíîãî íàáîðà.Ïîñòðîåíèå äåðåâà
ÿâëÿåòñÿ èòåðàòèâíûì ïðîöåññîì.Íà êàæäîé èòåðàöèè ðàññìàòðèâàåòñÿ
íàáîð ïîääåðåâüåâ (â íà÷àëå – íàáîð ëèñòüåâ).Äëÿ êàæäîãî óçëà äåðåâà
(ìíîæåñòâà ñàéòîâ) âû÷èñëÿåòñÿ èíôîðìàöèîííîå ñîäåðæàíèå [1].

Äëÿ êàæäîé ïîðû ïîääåðåâüåâ âû÷èñëÿåòñÿ ðàññòîÿíèå ìåæäó íèìè:

ãäå Ik –èíôîðìàöèîííîå ñîäåðæàíèå â ïîçèöèè k äëÿ îáùåãî íàáîðà

ñàéòîâ, fj(i,k) – ÷àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè íóêëåîòèäà i â ïîçèöèè k äëÿ

íàáîðà ñàéòîâ ïîääåðåâà,

– ïñåâäîêàóíòû.

Âûáèðàþòñÿ äâà íàèáîëåå áëèçêèõ ïîääåðåâà è îáúåäèíÿþòñÿ â îäíî.
Â èòîãå ïîëó÷àåì áèíàðíîå äåðåâî, êîðåíü êîòîðîãî ñîîòâåòñòâóåò
ïîëíîìó ìíîæåñòâó èñõîäíûõ ñàéòîâ.

Íà ñòàäèè îáõîäà ClusterTree ïðîñìàòðèâàåò âñå óçëû äåðåâà è
âûäåëÿåò ñðåäè íèõ òå, äëÿ êîòîðûõ âûïîëíÿåòñÿ óñëîâèå ëîêàëüíîãî
ìàêñèìóìà èíôîðìàöèîííîãî ñîäåðæàíèÿ:
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∑
∑

=

==
l

k

TGCAi
k FF

kifkif

ID
1 21

,,,
21 ),(),(

)6.0/()15.0),((),( jjjjj NNNkinkif ++=

jN15.0

∑
=

=
TGCAi

jj kifF
,,,

2 ),(

jN6.0



ãäå I – èíôîðìàöèîííîå ñîäåðæàíèå äëÿ òåêóùåãî óçëà, Ip – äëÿ

ðîäèòåëüñêîãî óçëà,à Il è Ir – äëÿ ëåâîãî è ïðàâîãî óçëîâ ñîîòâåòñòâåííî.

Äëÿ ðåøåíèÿ ïðîáëåìû êëàñòåðèçàöèè ñèãíàëîâ, èìåþùèõ ðàçíóþ
äëèíó, àëãîðèòì ClusterTree îöåíèâàåò ñòàòèñòè÷åñêóþ çíà÷èìîñòü äëÿ
âñåõ ïîçèöèé íàáîðà ñàéòîâ è ñóììèðóåò èíôîðìàöèîííîå ñîäåðæàíèå
òîëüêî äëÿ çíà÷èìûõ ïîçèöèé.

Ðåçóëüòàòû

Ïðîãðàììà ClusterTree òåñòèðîâàëàñü íà âûáîðêå ðåãóëÿòîðíûõ
ñèãíàëîâ èç ãàììà-ïðîòåîáàêòåðèé. Èñõîäíûå ñèãíàëû áûëè ïîëó÷åíû
ïóòåì ïðèìåíåíèÿ ïðîãðàììû SeSiMCMC [2] ê îáëàñòÿì ïåðåä
îðòîëîãè÷íûìè ãåíàìè â ýòèõ ãåíîìàõ.Íåêîòîðûå ðåçóëüòàòû ïðèâåäåíû
â òàáëèöå:
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Íîâûé ìîëåêóëÿðíî-äèíàìè÷åñêèé ïîäõîä ê óòî÷íåíèþ ñòðóêòóð áåëêîâ,

ïîëó÷åííûõ ìîäåëèðîâàíèåì ïî ãîìîëîãèè14

Â.Ñ. Ñòðîéëîâ1, Ã.Ã. ×èëîâ3, Â.Ê. Øâÿäàñ2,3

1 õèìè÷åñêèé ôàêóëüòåò ÌÃÓ èì. Ì.Â. Ëîìîíîñîâà
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Ïåíèöèëëèíàöèëàçà èç E.coli ÿâëÿåòñÿ ñàìûì èçó÷åííûì ôåðìåíòîì-
êëàññà Ntn-ãèäðîëàç, ïîëó÷åí ðÿä ðåíòãåíîâñêèõ ñòðóêòóð ñàìîãî ôåð-
ìåíòà è åãî êîìïëåêñîâ ñ èíãèáèòîðàìè,÷òî ïîçâîëÿåò ïðîâîäèòü òåîðå-

Regulator
Number of known
signals in the sample

Number of signals
in acluster

Number of known
signals in acluster

argR 4 5 4

purR 6 6 6

metJ 4 4 4

lexA 9 8 8
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òè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ñóáñòðàòíîé ñïåöèôè÷íîñòè.Â õîäå ýêñïåðèìåí-
òàëüíûõ èññëåäîâàíèé ïåíèöèëëèíàöèëàçû èç àëüòåðíàòèâíîãî èñòî÷íè-
êà - A.faecalis áûëè îáíàðóæåíû èíòåðåñíûå ñâîéñòâà,ñäåëàâøèå îáúåêò
èíòåðåñíûì äëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ.Ó÷èòûâàÿ âûñîêóþ ñõîæåñòü ïåðâè÷íûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé â ýòîì êëàññå ôåðìåíòîâ,áûëî ïðîâåäåíî ìîäåëè-
ðîâàíèå òðåõìåðíîé ñòðóêòóðû ïåíèöèëëèíàöèëàçû èç A.faecalis ïî ãî-
ìîëîãèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñäàíäàðòíîé ìåòîäîëîãèè ïðîãðàììíîãî ïà-
êåòà SwissModel.Îäíàêî ïîëîæåíèÿ îñòàòêîâ àêòèâíîãî öåíòðà â ïîëó-
÷åííîé ñòðóêòóðå íå îòëè÷àëèñü îò ñîîòâåòñòâóþùèõ ïîëîæåíèé â ñòðóê-
òóðå ôåðìåíòà èç E.coli,÷òî íå ïîçâîëèëî îáúÿñíèòü ðàçëè÷èÿ â ñóáñòðàò-
íîé ñïåöèôè÷íîñòè äàííûõ ôåðìåíòîâ. Êðîìå òîãî, ïîëó÷åííàÿìîäåëü
áûëà íåñòàáèëüíà â õîäå ìîëåêóëÿðíî - äèíàìè÷åñêèõ ðàñ÷åòîâ.Â äàí-
íîì èññëåäîâàíèè ðàçðàáîòàíà ìåòîäèêà ìîëåêóëÿðíî-äèíàìè÷åñêîãî
óòî÷íåíèÿ ñòðóêòóð,ïîëó÷åííûõ ïî ãîìîëîãèè è ïîêàçàíà åå ýôôåêòèâ-
íîñòü. Ïðîâåäåí àíàëèç êà÷åñòâà óïàêîâêè àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ â
ïîëó÷åííîé ìîäåëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììíîãî ïàêåòà WHATIF.Â ñîîò-
âåòñòâèè ñ ïîëó÷åííûì ðåéòèíãîì àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè áûëè ïîäå-
ëåíû íà 4 ãðóïïû,ñ êîòîðûõ ïîñòåïåííî ñ ðàçíîé ñêîðîñòüþ ñíèìàëèñü
ïîçèöèîííûå îãðàíè÷åíèÿ. Ñ îñòàòêîâ, ïîëó÷èâøèõ íàèìåíüøèé ðåé-
òèíã,îãðàíè÷åíèÿ ñíèìàëèñü â ïåðâóþ î÷åðåäü,÷òî ïîçâîëÿëî òàêèì îñ-
òàòêàì çàíèìàòü ðàâíîâåñíîå ïîëîæåíèå â òå÷åíèå âñåé ðåëàêñàöèè.Äëÿ
äîïîëíèòåëüíîé ñòàáèëèçàöèè îñòàòêîâ àêòèâíîãî öåíòðà ìåòîäîì ìîëå-
êóëÿðíîãî äîêèíãà áûëà ïîëó÷åíà ñòðóêòóðà êîìïëåêñà ôåðìåíòà ñ ïðè-
ðîäíûì ñóáñòðàòîì ïåíèöèëëèíîì G.Ïîçèöèîííûå îãðàíè÷åíèÿ áûëè
ñíÿòû ïîëíîñòüþ çà 3.4 ns, çàòåì äëÿ ñâîáîäíîãî ôåðìåíòà è ôåðìåíò-
ñóáñòðàòíîãî êîìïëåêñà áûëè çàïèñàíû ìîëåêóëÿðíî-äèíàìè÷åñêèå òðà-
åêòîðèè äëèíîé 10 ns. Â ðåçóëüòàòå ïîëó÷åíû óñòîé÷èâûå âî âðåìåíè

ñòðóêòóðû, õàðàêòåðèçóþùèåñÿ ñðåäíèì RMSD 3C, ÷òî ñðàâíèìî ñ àíà-
ëîãè÷íûì ïîêàçàòåëåì äëÿ ðåíòãåíîâñêèõ ñòðóêòóð. Âðåìÿ äîñòèæåíèÿ
ðàâíîâåñíîé êîíôîðìàöèè äëÿ ôåðìåíò-ñóáñòðàòíîãî êîìïëåêñà ñîñòà-
âèëî 3.5 ns ïðîòèâ 5 ns äëÿ ñòðóêòóðû íàòèâíîãî ôåðìåíòà,÷òî ñâèäåòåëü-
ñòâóåò î íåêîòîðîé ñòàáèëèçàöèè àêòèâíîãî öåíòðà ñóáñòðàòîì.Âûÿâëå-
íû ñòðóêòóðíûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó ïîëó÷åííîé è íà÷àëüíîé ñòðóêòóðàìè.
Ïåíèöèëëèí îáðàçîâàë êîíòàêò ñ bR261, îòñóòñòâîâàâøèé â íà÷àëüíîé
ìîäåëè. Ïðîèçîøëè òàêæå êîíôîðìàöèîííûå èçìåíåíèÿ â ïåòëå b380-
b382,ó÷àñòâóþùåé â ñâÿçûâàíèè óõîäÿùåé ãðóïïû ñóáñòðàòà.
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Ïåíèöèëëèíàöèëàçà èç Bacillus megaterium õàðàêòåðèçóåòñÿ âûñîêîé ñòà-

áèëüíîñòüþ â ùåëî÷íîé ñðåäå15

Ä.À. Ñóïëàòîâ1, Ä.Ò. Ãóðàíäà2, Ø. ßíã3, Â.Ê. Øâÿäàñ2,3.
1ôàêóëüòåò áèîèíæåíåðèè è áèîèíôîðìàòèêè1 ÌÃÓ èì. Ì.Â. Ëîìîíîñîâà

2ÍÈÈ ôèçèêî-õèìè÷åñêîé áèîëîãèè èì. À.Í. Áåëîçåðñêîãî ÌÃÓ
3Èíñòèòóò ôèçèîëîãèè ðàñòåíèé è ýêîëîãèè,Øàíõàéñêèå èíñòèòóòû

áèîëîãè÷åñêèõ íàóê Êèòàéñêîé ààäåìèè íàóê
E-mail: genesup@belozersky.msu.ru

Èññëåäîâàíà ñòàáèëüíîñòü è òåðìîñòàáèëüíîñòü ìàëîèçó÷åííîé ïåíè-
öèëëèíàöèëàçû (ÏÀ) èç ãðàìïîëîæèòåëüíîé áàêòåðèè Bacillus megateri-
um â øèðîêîì èíòåðâàëå pH,è ïðîâåäåíî ñðàâíåíèå ñòàáèëüíîñòè ïåíè-
öèëëèíàöèëàç èç ðàçëè÷íûõ èñòî÷íèêîâ.Ñëåäóåò îòìåòèòü,÷òî ôåðìåí-
òû ýòîãî ñåìåéñòâà ÷ðåçâû÷àéíî ñòàáèëüíû ïðè ôèçèîëîãè÷åñêèõ çíà÷å-
íèÿõ pH,îäíàêî áûñòðî òåðÿþò àêòèâíîñòü â êèñëûõ è ùåëî÷íûõ ñðåäàõ.
Àíàëèç pH-çàâèñèìîñòè ýôôåêòèâíîé êîíñòàíòû èíàêòèâàöèè ÏÀ-ç
óêàçûâàåò íà êëþ÷åâóþ ðîëü èîííûõ ïàð â ïîääåðæàíèè èõ ñòàáèëüíîé
êîíôîðìàöèè.Ðàçðóøåíèå ñîëåâûõ ìîñòèêîâ â ðåçóëüòàòå ïðîòîíèðîâà-
íèÿ/äåïðîòîíèðîâàíèÿ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, îáðàçóþùèõ èîííûå
ïàðû, îáóñëàâëèâàåò èíàêòèâàöèþ çà ñ÷åò îáðàçîâàíèÿ íåñòàáèëüíûõ
«êèñëîòíûõ» è «ùåëî÷íûõ» ôîðì ôåðìåíòà.Îòëè÷èòåëüíîé îñîáåííîñ-
òüþ ÏÀ èç Alcaligenes faecalis è Bacillus megaterium ÿâëÿåòñÿ âûñîêàÿ ñòà-
áèëüíîñòü â ùåëî÷íîé ñðåäå. Íà îñíîâàíèè äàííûõ ÐÑÀ äëÿ ÏÀ èç
Escherichia è Providencia, ðàññ÷èòàíà òðåõìåðíàÿ ñòðóêòóðà ÏÀ èç
Alcaligenes è Bacillus.Êàê ïîêàçûâàåò àíàëèç òðåòè÷íîé ñòðóêòóðû,îáðàçî-
âàíèå ñîëåâûõ ìîñòèêîâ âíóòðè ãëîáóëû áåëêà èìååò ðåøàþùåå çíà÷å-
íèå â îïðåäåëåíèè pH-ñòàáèëüíîñòè ïåíèöèëëèíàöèëàç.

SOS-ðåãóëÿöèÿ â ýóáàêòåðèÿõ

Ë.Â. Ñû÷¸âà, Å.À. Ïåðìèíà, Ì.Ñ. Ãåëüôàíä
ÌÃÓ èì. Ì.Â. Ëîìîíîñîâà

E-mail: ladasychova@rambler.ru

Ñèñòåìà SOS-îòâåòà Escherichia coli ñîñòîèò èç ìíîæåñòâà ðåàêöèé,èí-
äóöèðóþùèõñÿ ïîâðåæäåíèåì ÄÍÊ. Ñèãíàë ê çàïóñêó SOS-ñèñòåìû –
ïîÿâëåíèå ó÷àñòêîâ îäíîöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ,íàïðèìåð,ïðè ïîïûòêå êëåò-
êè ðåïëèöèðîâàòü ïîâðåæä¸ííóþ ÄÍÊ. Ñïåöèàëüíûé áåëîê – òðàí-
ñêðèïöèîííûé ôàêòîð LexA ðåïðåññèðóåò ðàáîòó ãåíîâ, âîâëå÷¸ííûõ â
SOS-îòâåò,êîãäà â êëåòêå íåò íàðóøåíèé â ÄÍÊ; è àêòèâèðóåò èõ ðàáî-
òó,êîãäà ïîÿâëÿåòñÿ îäíîöåïî÷å÷íàÿ ÄÍÊ,âçàèìîäåéñòâóÿ ñ äðóãèì áåë-
êîì – RecA,÷òî ïðèâîäèò ê ðàñùåïëåíèþ LexA [1].

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëî èññëåäîâàíèå SOS-ðåãóëîíà ó äðóãèõ ãå-
íîìîâ, îáúåäèí¸ííûõ â òàêñîí γ-ïðîòåîáàêòåðèé, ñ öåëüþ ïðîâåñòè ãå-
íîìíîå ñðàâíåíèå,âûäåëèòü êîíñåðâàòèâíóþ ÷àñòü ðåãóëîíà è ïðîâåðèòü
íàëè÷èå òàêñîí-ñïåöèôè÷åñêîé ðåãóëÿöèè.
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Îïåðàòîðû SOS-ãåíîâ îáëàäàþò ñðîäñòâîì ê LexA è èìåþò ñõîäíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,íàçûâàåìûå SOS-áîêñîì [2].Äëÿ èçó÷åíèÿ SOS-îò-
âåòà èñïîëüçîâàëñÿ ìåòîä ñðàâíèòåëüíîãî àíàëèçà ðåãóëÿöèè [3],ïîçâî-
ëÿþùèé ïðåäñêàçûâàòü ãåíû,êîòîðûå ìîãóò áûòü ó÷àñòíèêàìè SOS-ñèñ-
òåìû,ïî ñèãíàëó,êîòîðûì ÿâëÿåòñÿ ó÷àñòîê ïîñëåäîâàòåëüíîñòè â 3’-íå-
êîäèðóþùåé îáëàñòè,ñâÿçûâàþùèé LexA.Òàêèì îáðàçîì áûë íàéäåíî 13
ãåíîâ – ïîòåíöèàëüíûõ íîâûõ ÷ëåíîâ SOS-ðåãóëîíà,ñðåäè íèõ yigN (êî-
äèðóþùèé ãîìîëîã ðåêîìáèíàçû RumC), rpoH (êîäèðóþùèé σ-ôàêòîð,
ðåãóëèðóþùèé îòâåò íà òåïëîâîé ñòðåññ),otsB (ó÷àñòâóþùèé â ðåãóëÿöèè
îñìîòè÷åñêîãî äàâëåíèÿ), sbmC (êîäèðóþùèé èíãèáèòîð ãèðàçû).Ôóíê-
öèè ýòèõ ãåíîâ äàþò ñåðü¸çíûå îñíîâàíèÿ äëÿ ïîääåðæêè ãèïîòåçû îá
èõ ó÷àñòèè â SOS-îòâåòå.

Ýòè äàííûå ìîãóò îêàçàòüñÿ ïîëåçíûìè íå òîëüêî â ïðîâåäåíèè ôóí-
äàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé,íî òàêæå â ïðèêëàäíûõ íàóêàõ - ìåäèöèíå
è áèîòåõíîëîãèè.
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Îáúåêòíî-îðèåíòèðîâàííàÿ ñèñòåìà îïèñàíèÿ, êëàññèôèêàöèè è
ìîäåëèðîâàíèÿ áèîëîãè÷åñêèõ îáúåêòîâ è åå ïðèìåíåíèå ê ãðèáàì

Trichoderma

Äåíèñ Ñòàíèñëàâîâè÷ Òàðàñîâ
Êàçàíñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò èì. Â.È. Óëüÿíîâà-Ëåíèíà,

Êàçàíü,Ðîññèÿ
E-mail: dtarasov@compnera.com

Îáúåêòíî-îðèåíòèðîâàííîìó ïîäõîäó ê ìîäåëèðîâàíèþ è îïèñàíèþ
áèîëîãè÷åñêèõ ñèñòåì â ïîñëåäíåå âðåìÿ óäåëÿåòñÿ îñîáîå âíèìàíèå
[1,2]. Îáúåêòíàÿ îðèåíòàöèÿ ýòî ñïîñîá ïðåäñòàâëåíèÿ çíàíèé è ñòèëü
ïðîãðàììèðîâàíèÿ, îáåñïå÷èâàþùèé áûñòðûé ïåðåõîä îò êîíöåïòóàëü-
íûõ ìîäåëåé ê ôóíêöèîíèðóþùèì ïðîãðàììàì.Äàííàÿ ïàðàäèãìà õîðî-
øî ïðèñïîñîáëåíà äëÿ îïèñàíèÿ è ìîäåëèðîâàíèÿ ñëîæíûõ áèîëîãè÷å-
ñêèõ ñèñòåì, âñëåäñòâèå òîãî, ÷òî ñóùåñòâóåò ïðÿìàÿ ñâÿçü ìåæäó ïðåä-
ñòàâëåíèåì äàííûõ â êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììå è ïðèðîäíûìè êîìïî-
íåíòàìè áèîëîãè÷åñêèõ ñèñòåì.
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Îäíàêî ñóùåñòâóþùèå ñðåäñòâà îáúåêòíîãî ìîäåëèðîâàíèÿ è ïðî-
ãðàììèðîâàíèÿ èìåþò ðÿä ñóùåñòâåííûõ íåäîñòàòêîâ, ïëîõî ïåðåäàþò
îñîáåííîñòè áèîëîãè÷åñêèõ ñèñòåì [1].Êðîìå òîãî,èõ èçó÷åíèå ñëîæíî
äëÿ íåñïåöèàëèñòîâ â îáëàñòè ïðîãðàììèðîâàíèÿ.

Öåëüþ íàøåé ðàáîòû ÿâèëîñü ñîçäàíèå îáúåêòíî-îðèåíòèðîâàííîé
ñèñòåìû îïèñàíèÿ,êëàññèôèêàöèè è ìîäåëèðîâàíèÿ áèîëîãè÷åñêèõ îáú-
åêòîâ è åå àïðîáàöèÿ.Â êà÷åñòâå ìîäåëüíîãî îáúåêòà äëÿ òåñòèðîâàíèÿ
ñèñòåìû áûëè èñïîëüçîâàíû ãðèáû ðîäà Trichoderma.

Áûëè ïîëó÷åíû ñëåäóþùèå ðåçóëüòàòû: 
Ðåçóëüòàòû:
• Ðàçðàáîòàí íîâûé îáúåêòíî-îðèåíòèðîâàííûé ÿçûê, ñïåöèàëüíî

ïðèñïîñîáëåííûé äëÿ îïèñàíèÿ ñòðóêòóðû è ðàçâèòèÿ áèîëîãè÷åñêèõ
îáúåêòîâ.

• Ðåàëèçîâàíà ñðåäà ðàçðàáîòêè è êîíöåïòóàëüíîãî ìîäåëèðîâàíèÿ
èññëåäóåìûõ îáúåêòîâ.

• Ðàçðàáîòàí è ðåàëèçîâàí íîâûé ñïîñîá êëàññèôèêàöèè áèîëîãè÷å-
ñêèõ îáúåêòîâ,áàçèðóþùèéñÿ íà îáúåêòíî-îðèåíòèðîâàííîì ïîäõîäå.

• Èñïîëüçîâàíèå ðàçðàáîòàííîé ñèñòåìû ïðè èçó÷åíèè ãðèáîâ ðîäà
Trichoderma ïðîäåìîíñòðèðîâàëî åå öåëåñîîáðàçíîñòü è ïîçâîëèëî ïî-
ñòðîèòü íîâóþ áîëåå àäåêâàòíóþ êëàññèôèêàöèþ âèäîâ è èçîëÿòîâ äàí-
íîãî ðîäà.

• Ïðèìåíåíèå ðàçðàáîòàííîé ñèñòåìû ïîçâîëèëî óñêîðèòü ïðîöåññ
èäåíòèôèêàöèè èçîëÿòîâ ðîäà Trichoderma.

Ëèòåðàòóðà
1. SequeiraR.A.,Olson R.L.,McKinion J.M. Implementing generic, object-

oriented models in biology// Ecological Modelling,1997,N94 p.17-31
2.Roux-Rouqui? M.,Caritey N.,Gaubert L.,Rosenthal-SabrouxC.Using the

Unified Modelling Language (UML) to guide the systemic description of bio-
logical processes and systems// BioSystems,2004,N75,p.3–14

Îïðåäåëåíèå êëåòî÷íûõ ðàñïðåäåëåíèé ïî ðàçìåðàì

À.Ô. Ëîáêîâ, Ý.Â. Òåð¸øêèí
ÌÃÓ èì. Ì.Â. Ëîìîíîñîâà

Âåëè÷èíà ðàçìåðàè êëåòî÷íîãî îáúåìà ðåãóëèðóåòñÿìíîæåñòâîì âçà-
èìîñâÿçàííûõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ è áèîõèìè÷åñêèõ ïðîöåññîâ [1].Ïðè íå-
êîòîðûõ ïàòîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèÿõ ïðîèñõîäèò íàðóøåíèå ýòîé ðåãóëÿ-
öèè.Îòíîøåíèå ïëîùàäè ïîâåðõíîñòè ê îáúåìó ýòèõ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ îä-
íèì èç îñíîâíûõ ïàðàìåòðîâ, îïðåäåëÿþùèõ ðåîëîãè÷åñêèå ñâîéñòâà
êðîâè [2].Ïîýòîìó âàæíóþ ðîëü â æèçíåäåÿòåëüíîñòè îðãàíèçìà èãðàåò
ðåãóëÿöèÿ îáúåìà ýðèòðîöèòîâ.Ýòî äåëàåò âåñüìà àêòóàëüíîé ðàçðàáîòêó
ìåòîäîâ, ïîçâîëÿþùèõ ýôôåêòèâíî îïðåäåëÿòü ôóíêöèè ðàñïðåäåëåíèÿ
êëåòîê ïî ðàçìåðàì è,â ÷àñòíîñòè,íàáëþäàòü êèíåòèêó èçìåíåíèÿ êëå-
òî÷íûõ ðàçìåðîâ ñ âûñîêèìâðåìåííûì ðàçðåøåíèåì.
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Â êà÷åñòâå ýêñïåðèìåíòàëüíîãî ìàòåðèàëàáûëè âûáðàíû íîðìàëüíûå
ýðèòðîöèòû ÷åëîâåêà. Îñîáåííîñòè ñòðîåíèÿ è äîñòóïíîñòü ïîëó÷åíèÿ
ýòèõ êëåòîê äåëàþòèõ óäîáíûì îáúåêòîì äëÿ èçó÷åíèÿ.Äëÿ îïðåäåëåíèÿ
ôóíêöèé ðàñïðåäåëåíèÿ ýðèòðîöèòîâ ïî ðàçìåðàì èñïîëüçîâàëàñü îðè-
ãèíàëüíàÿ ìíîãîöåëåâàÿ àíàëèòè÷åñêàÿ ñèñòåìà (ëàçåðíûé öèòîìîíè-
òîð) [3].Ðàáîòà ñèñòåìû îñíîâàíà íà èçâåñòíîì ìåòîäå èçìåðåíèÿ ìàëî-
óãëîâîãî ðàññåÿíèÿ ñâåòà íà âçâåøåííûõ â æèäêèõ ñðåäàõ ìàëîðàçìåð-
íûõ îáúåêòàõ.Ëàçåðíûé öèòîìîíèòîð ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü ôóíêöèè ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî ðàçìåðàì è èõ ýâîëþöèþ âî âðåìåíè.Èçó÷àëèñü
ìåòîäè÷åñêèå âîïðîñû ïðèìåíåíèÿ ëàçåðíîãî öèòîìîíèòîðà äëÿ èññëå-
äîâàíèÿ ýðèòðîöèòîâ ÷åëîâåêà, ðåñóñïåíäèðîâàííûõ â ðàçëè÷íûõ ñîëå-
âûõ ñðåäàõ.Ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ëàçåðíîãî öèòîìîíèòîðèíãà áûëè ïîëó-
÷åíû ôóíêöèè ðàñïðåäåëåíèÿ ýðèòðîöèòîâ ïî ðàçìåðàì â çàâèñèìîñòè
îò îñìîòè÷íîñòè ðåñóñïåíäèðóþùèõ ñðåä.Íà îñíîâàíèè ñðàâíåíèÿ ðàñ-
ïðåäåëåíèé îáúåìà ýðèòðîöèòîâ,ïîëó÷åííûõ ìåòîäîì öèòîìîíèòîðèíãà,
ñ ðåàëüíûì îáúåìîì êëåòîê ýòîãî áûëè ïîñòðîåíû êàëèáðîâî÷íûå
ôóíêöèè. Òàêæå íàáëþäàëè êèíåòèêó èçìåíåíèÿ êëåòî÷íûõ ðàçìåðîâ â
ïåðâûå 5 ìèíóò ïîñëå äîáàâëåíèÿ èîíîôîðà.Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïî-
êàçûâàþò,÷òî ìåòîä ëàçåðíîãî öèòîìîíèòîðèíãà ÷óâñòâèòåëåí ê èçìåíå-
íèþ îáúåìà ýðèòðîöèòîâ è ïîçâîëÿåò íàáëþäàòü êèíåòèêó èçìåíåíèÿ
ðàçìåðîâ êëåòîê.
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Êèíåòèêà èçìåíåíèÿ ðàçìåðîâ êëåòîê 

Ý.Â. Òåðåøêèí, À.Ô. Ëîáêîâ
Ìîñêîâñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò èì. Ì.Â. Ëîìîíîñîâà

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ìåòîäû,ïîçâîëÿþùèå íàáëþäàòü êèíåòèêó èçìå-
íåíèÿ êëåòî÷íûõ ðàçìåðîâ ñ âûñîêèìðàçðåøåíèåì,ðàçâèòû íåäîñòàòî÷-
íî, ÷òî äåëàåò àêòóàëüíûì èõ ðàçâèòèå.Â äàííîé ðàáîòå èñïîëüçóåòñÿ
ìíîãîöåëåâàÿ àíàëèòè÷åñêàÿñèñòåìà(ëàçåðíûéöèòîìîíèòîð), êîòîðàÿ
ïðåäñòàâëÿåòñîáîéêîìïëåêñìåòîäè÷åñêèõèòåõíè÷åñêèõ ñðåäñòâ,ðàáîòàþ-
ùèõ âàâòîìàòè÷åñêîì ðåæèìå [1,2,3].Â îñíîâó ñèñòåìû ïîëîæåí èçâåñò-
íûé ìåòîä ìàëîóãëîâîãî ðàññåÿíèÿ ñâåòà íà âçâåøåííûõ â ðàçëè÷íûõ
æèäêèõ ñðåäàõ ìàëîðàçìåðíûõ îáúåêòàõ. Ìåòîä ëàçåðíîãî öèòîìîíèòî-
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ðèíãà ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü ôóíêöèè ðàñïðåäåëåíèÿ ÷àñòèö ïî ðàçìåðàì è
ïðîñëåäèòü èõ ýâîëþöèþ âî âðåìåíè.

Äàííûå ýêñïåðèìåíòû ïîñâÿùåíû ìåòîäè÷åñêèì âîïðîñàì îïðåäåëå-
íèÿ êèíåòèêè ôóíêöèé ðàñïðåäåëåíèÿ ïî ðàçìåðàìíà áèîëîãè÷åñêèõ
îáúåêòàõ. Â êà÷åñòâå ýêñïåðèìåíòàëüíîãî ìàòåðèàëàâûáðàíû íîðìàëü-
íûå ýðèòðîöèòû ÷åëîâåêà.Îñîáåííîñòè ñòðîåíèÿ è äîñòóïíîñòü ïîëó÷å-
íèÿ ýòèõ êëåòîê äåëàþòèõ óäîáíûì îáúåêòîì äëÿ èçó÷åíèÿ.Èçìåðåíèÿ
ïðîâîäèëè ïðè îñìîòè÷íîñòè òðèñ-áóôåðà 230 ìîñÌ. Ðàñòâîð áóôåðà
òàêæå ñîäåðæàëîðòîâàíàäàò íàòðèÿ Na3VO4 1 ìÌ è Ca2+ 2 ìÌ.Êàê èçâå-

ñòíî,îðòîâàíàäàò íàòðèÿÿâëÿåòñÿ èíãèáèòîðîì êàëüöèåâîãî íàñîñà ýðè-
òðîöèòîâ.Èíêóáàöèÿ ýðèòðîöèòîâ ñ îðòîâàíàäàòîìíàòðèÿ âûçûâàåò íà-
êîïëåíèå Ñà2+,äåãèäðàòàöèþè ñæàòèå êëåòîê.Áûëà ïðîñëåæåíà êèíåòèêà
ôóíêöèé ðàñïðåäåëåíèÿ ýðèòðîöèòîâ ïî ðàçìåðàì â òå÷åíèè 60 ìèíóò ñ
âðåìåííûì ðàçðåøåíèåì 30ñ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî
ìåòîä ëàçåðíîãî öèòîìîíèòîðèíãà ïîçâîëÿåò íàáëþäàòü êèíåòèêó èçìå-
íåíèÿ ðàçìåðîâ êëåòîê ñ âûñîêèì âðåìåííûì ðàçðåøåíèåì.
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Èññëåäîâàíèå äèíàìèêè ïðîõîæäåíèÿ èîíîâ è ãèäðàòèðîâàííûõ
êîìïëåêñîâ ñêâîçü ìåìáðàíó ãîìîìåðíîãî ãëèöèíîâîãî ðåöåïòîðà,

ñîñòîÿùåãî èç ÒÌ2 ôðàãìåíòîâ αα1-ñóáúåäèíèö16

Ê.Á. Òåð¸øêèíà
Ìîñêîâñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò èì. Ì.Â. Ëîìîíîñîâà

Ãëèöèíîâûå ðåöåïòîðû ôîðìèðóþò â ìåìáðàíå ëèãàíä-àêòèâèðóåìûå
èîííûå êàíàëû,îáåñïå÷èâàÿ òåì ñàìûì áûñòðóþ íåéðîïåðåäà÷ó â ÖÍÑ.
Ðåöåïòîð ñîñòîèò èç ïÿòè ñóáúåäèíèö,îáðàçîâàííûõ ÷åòûðüìÿ α-ñïèðà-
ëÿìè.Òðàíñìåìáðàííûå äîìåíû TM1-TM4 êàæäîé èç α-ñïèðàëåé ôîð-
ìèðóþò èîííûé êàíàë.Öåíòðàëüíàÿ ÷àñòü êàíàëà,ñîáñòâåííî ïîðà,îáðà-
çóåòñÿ èç ÒÌ2-ôðàãìåíòîâ, îáåñïå÷èâàþùèõ ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâ-
íîñòü ðåöåïòîðà.

Äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè íåò äàííûõ î òð¸õìåðíîé ñòðóêòóðå êàíàëà
ãëèöèíîâîãî ðåöåïòîðà. Â äàííîé ðàáîòå ðàññìàòðèâàåòñÿ ñòðóêòóðà ñ
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äâóìÿ âûñòóïàþùèìè âíóòðü êàíàëà ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûìè è îä-
íèì îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûì êîëüöîì.Îíè îáðàçóþòñÿ áîêîâûìè ðà-
äèêàëàìè îñòàòêîâ àðãèíèíà è àñïàðàãèíîâîé êèñëîòû ñîîòâåòñòâåííî.
Ñîãëàñíî ðåçóëüòàòàì èññëåäîâàíèé ìóòàãåííûõ ôîðì ðåöåïòîðà,èìåí-
íî ýòè îñòàòêè èãðàþò âàæíóþ ðîëü â ïðîâîäèìîñòè êàíàëà [1].

Â äàííîé ðàáîòå áûë ïðèìåí¸í ìåòîä óïðàâëÿåìîé ìîëåêóëÿðíîé äè-
íàìèêè [2], ñ âêëþ÷åííîé ïîñòîÿííî äåéñòâóþùåé ñèëîé äî 10
êêàë/(ìîëü·À),ïðèëîæåííîé ê ïðîõîäÿùåìó èîíó èëè êîìïëåêñó.Èçó÷à-
ëàñü äèíàìèêà ïðîõîæäåíèÿ ñëåäóþùèõ èîíîâ: F–,Cl–,Br–,I–,Na+,K+,Ca2+,
à òàêæå ãèäðàòèðîâàííûõ êîìïëåêñîâ. Â ðåçóëüòàòå èññëåäîâàíèé áûëî
âûÿâëåíî òðè òèïà ïîâåäåíèÿ ïðè ïðîõîæäåíèè ñêâîçü êàíàë: ñâîáîäíîå
ïðîõîæäåíèå,îñòàíîâêà â óçêîé ÷àñòè êàíàëà è ïðèòÿæåíèå ê çàðÿæåí-
íûì àòîìàì âíóòðè êàíàëà.Ñêâîçü êàíàë ïîëíîñòüþ ïðîõîäÿò òîëüêî îò-
ðèöàòåëüíî çàðÿæåííûå èîíû.Äëÿ íèõ áûëè ïîëó÷åíû ñëåäóþùèå êîýô-
ôèöèåíòû äèôôóçèè, çàâèñÿùèå îò ïðîõîæäåíèÿ ïî ðàçëè÷íûì ÷àñòÿì
êàíàëà: Cl– 1.38·105 – 1.45·10-6; Br– 1.25·10-5 – 3.25·10-6; F– 1.66·10-6 –
1.47·10-6; I– 2.04·10-6 – 3.63·10-6 ñì2/ïñ.Ïðè ïðîõîæäåíèè îòðèöàòåëüíûõ
èîíîâ ñêâîçü êàíàë âàæíóþ ðîëü èãðàþò îñòàòêè àðãèíèíà è ãëþòàìèíà
(äëÿ I–).Äëÿ ïîëîæèòåëüíûõ èîíîâ íåëüçÿ âûäåëèòü çíà÷èìûõ îñòàòêîâ.

Òàêèì îáðàçîì, íàèáîëåå áûñòðàÿ äèôôóçèÿ íàáëþäàåòñÿ äëÿ Cl– è
Br–.Ïðè ýòîì õëîð ïðîâîäèò ñâÿçàííûì ñ àìèíîêèñëîòíûìè îñòàòêàìè
ðåöåïòîðà ãîðàçäî ìåíüøå âðåìåíè,ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè èîíàìè.

Ëèòåðàòóðà
1.A Keramidas,et al.« M2 Pore Mutations Convert the Glycine Receptor

Channel from Being Anion- to Cation-Selective «// Biophys.J.(2000),78,247-
259

2.KB Egorova, et al. «Molecular Dynamics of Strained Retinal in Various
Electronic States» // IJQC (2004),94,219-225.

Íîâûå ìåòîäû äåòåêöèè ãåíåòè÷åñêîãî ïîëèìîðôèçìà ó ÷åëîâåêà.

Ì.À. Òèìîôååâà
Áèîëîãè÷åñêèé ôàêóëüòåò ÌÃÓ èì. Ëîìîíîñîâà

E-mail: marizzka-sun@yandex.ru

Ãåíåòè÷åñêèì ïîëèìîðôèçìîì íàçûâàþò âàðèàáåëüíîñòü ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòåé äàííîãî ó÷àñòêà ÄÍÊ,êîòîðûé îïðåäåëÿåòñÿ áîëåå ÷åì ó 1%
îñîáåé â ïîïóëÿöèè. Ñàìûì ðàñïðîñòðàíåííûì ÿâëÿåòñÿ ïîëèìîðôèçì
åäèíè÷íûõ íóêëåîòèäîâ(SNP).SNP ìîãóò ïîÿâëÿòüñÿ â êîäèðóþùèõ ðå-
ãèîíàõ ãåíîâ,ãäå ìîãóò îáóñëîâèòü çàìåíó àìèíîêèñëîòû â áåëêå,÷òî ìî-
æåò ïðèâåñòè ê èçìåíåíèþ ëèáî óòðàòå ôåðìåíòîì ñâîåé ôóíêöèè.Äëÿ
îïðåäåëåíèÿ SNP íàìè áûëè âûáðàíû ïîëèìîðôíûå ãåíû ñëåäóþùèõ
ãðóïï: 

1) ñèñòåìà áèîòðàíñôîðìàöèè êñåíîáèîòèêîâ è ýíäîáèîòèêîâ (ãðóï-
ïà ãåíîâ CYP450,GST,NAT2,ADH1B,ALDH2),2)ôåðìåíò êîíòðîëÿ êðî-
âÿíîãî äàâëåíèÿ (ÀÑÅ), 3) ñèñòåìà ñâåðòûâàíèÿ êðîâè (F2, F5, SER-
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PINE1,FGB),4)ôåðìåíòû êàòàáîëèçìà ëèïîïðîòåèíîâ (APOC3,LPL), 5)
ôåðìåíò,îòâå÷àþùèé çà ïðåâðàùåíèå ôîëèåâîé êèñëîòû â å¸ àêòèâíóþ
ôîðìó (MTHFR).

Áûëà ïðîâåäåíà ðàáîòà ïî ñðàâíåíèþ ðàçëè÷íûõ ñèñòåì äåòåêöèè ïî-
ëèìîðôèçìîâ: ðåñòðèêòíîãî àíàëèçà,ìàññïåêòðîìåòðèè è áèîëîãè÷åñêèõ
ìèêðî÷èïîâ.Èñïîëüçîâàëàñü ÄÍÊ 10 ñïîðòñìåíîâ è 12 çäîðîâûõ äîíî-
ðîâ.Èäåíòèôèêàöèÿ ïîëèìîðôèçìà ïîçâîëÿåò ïðîãíîçèðîâàòü ðàçâèòèå
ôèçè÷åñêèõ êà÷åñòâ ÷åëîâåêà è ìîæåò èìåòü áîëüøîå çíà÷åíèå äëÿ ýô-
ôåêòèâíîãî îòáîðà ñïîðòñìåíîâ â îïðåäåëåííûå âèäû ñïîðòà.

Ðåñòðèêòíûé àíàëèç îñíîâàí íà ïîÿâëåíèè èëè èñ÷åçíîâåíèè â ãåíàõ,
íåñóùèõ SNP,äîïîëíèòåëüíûõ ñàéòîâ ðåñòðèêöèè ïî ñðàâíåíèþ ñ ãåíà-
ìè äèêîãî òèïà.Ýòî ìîæíî îïðåäåëèòü ïóòåì àìïëèôèêàöèèè îáðàáîò-
êèñîîòâåòñòâóþùåé ðåñòðèêòàçîé íåîáõîäèìîãî ó÷àñòêà ãåíà.Ìåòîä ìàñ-
ñïåêòðîìåòðèè çàêëþ÷àåòñÿ â èîíèçàöèè àìïëèôèöèðîâàííûõ ó÷àñòêîâ
ÄÍÊ è ïîñëåäóþùåì èõ ðàçãîíå â ýëåêòðè÷åñêîì ïîëå ïî íàïðàâëåíèþ
ê äåòåêòîðó.Ðåãèñòðèðóåòñÿ âðåìÿ äâèæåíèÿ,êîòîðîå îáðàòíî ïðîïîðöè-
îíàëüíî ñêîðîñòè ìîëåêóëû,êîòîðàÿ,â ñâîþ î÷åðåäü,ïðÿìî ïðîïîðöèî-
íàëüíà îòíîøåíèþ ìàññû ëåòÿùåé ìîëåêóëû ê åå çàðÿäó.Ýòè ïàðàìåòðû
(îòíîøåíèå ìàññû ê çàðÿäó) - óíèêàëüíû äëÿ êàæäîé ìîëåêóëû è îïðå-
äåëÿþòñÿ èñêëþ÷èòåëüíî åå íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ.Áèî÷è-
ïû ïîçâîëÿþò îäíîâðåìåííî äåòåêòèðîâàòü íåñêîëüêî ïîëèìîðôèçìîâ.
Îíè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ìàòðèöó èç ãåëåâûõ ýëåìåíòîâ, ñîäåðæàùèõ
îëèãîíóêëåîòèäû,êîìïëåìåíòàðíûå àíàëèçèðóåìûì ó÷àñòêàì ÄÍÊ.Ôëó-
îðåñöåíòíî ìå÷åíûå ïðîäóêòû àìïëèôèêàöèè ãèáðèäèçóþò ñ äàííûìè
îëèãîíóêëåîòèäàìè.Åñëè èììîáèëèçîâàííàÿ è ãèáðèäèçóåìàÿ ÄÍÊ òî÷-
íî êîìïëåìåíòàðíû äðóã äðóãó, òî îáðàçóþùèåñÿ äóïëåêñû (ñîâåðøåí-
íûå) áóäóò òåðìîäèíàìè÷åñêè áîëåå óñòîé÷èâû,÷åì äóïëåêñû ñ îäíèì
íåñïàðåííûì îñíîâàíèåì (íåñîâåðøåííûå).Â ðåçóëüòàòå ïðè êîíå÷íûõ
òåìïåðàòóðàõ ñîâåðøåííûõ äóïëåêñîâ áóäåò áîëüøå,÷åì íåñîâåðøåííûõ,
è èì áóäåò îòâå÷àòü áîëüøèé ãèáðèäèçàöèîííûé ôëóîðåñöåíòíûé ñè-
ãíàë.

Âåä¸òñÿ ðàáîòà ïî èçó÷åíèþ îñîáåííîñòåé ãåíåòè÷åñêîãî ïîëèìîð-
ôèçìà ó ñïîðòñìåíîâ ðàçëè÷íûìè ìåòîäàìè.Óñòàíàâëèâàåòñÿ ñâÿçü ãåíå-
òè÷åñêîãî ïîëèìîðôèçìà ñ ïåðåíåñåíèåì òÿæåëûõ ôèçè÷åñêèõ íàãðóçîê
ñïîðòñìåíàìè íà ðàçíûõ ýòàïàõòðåíèðîâî÷íîãî ïðîöåññà.

ÌÄ ðàñ÷¸òû ëèïèäíîé ìåìáðàíû â ñòîëêíîâèòåëüíîì òåðìîñòàòå17

Å.Â. Òóðëåé
Áèîëîãè÷åñêèé ôàêóëüòåò ÌÃÓ èì. Ì.Â.Ëîìîíîñîâà

Â äàííîé ðàáîòå èçó÷àëàñü ìîëåêóëÿðíàÿ äèíàìèêà îáú¸ìíûõ àíèçî-
òðîïíûõ ñòðóêòóð íà ïðèìåðå ïîëíîñòüþ ãèäðàòèðîâàííîé ïàëüìèòîè-
ëîëåèëôîñôàòèäèëõîëèíîâîé ìåìáðàíû â ñòîëêíîâèòåëüíîì òåðìîñòàòå
è áàðîñòàòå Áåðåíäñåíà.Ïðåäñòàâëåíî äîñòàòî÷íî ïîëíîå îïèñàíèå óñëî-
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âèé è ïðîòîêîëîâ,ñîâîêóïíîñòü êîòîðûõ íèêîãäà ðàíåå íå áûëà ïðèìå-
íåíà ïðè ÌÄ ðàñ÷¸òàõ äàííîé ñèñòåìû.Ïðè ýòîì ïðîèçâîäèòñÿ ñðàâíå-
íèå ñ äàííûìè ÌÄ,ïîëó÷åííûìè â ðàçëè÷íûõ ñèëîâûõ ïîëÿõ è ïðè ðàç-
ëè÷íûõ óñëîâèÿõ.

Â èññëåäîâàíèè áûë ïðîèçâåä¸í ñïåöèàëüíûé ïîäáîð ïàðàìåòðîâ
ïðîòîêîëà ÌÄ,êîòîðûé ïîçâîëèë ïðèâåñòè ïîâåðõíîñòíóþ ïëîòíîñòü è
òîëùèíó ìåìáðàíû â ñîîòâåòñòâèå ñ ýêñïåðèìåíòîì.Èñïîëüçîâàëàñü âû-
ñîêàÿ ñòåïåíü ãèäðàòàöèè ìåìáðàíû, ÷òî ïîçâîëèëî óìåíüøèòü ýôôåê-
òû, âûçâàííûå ââåäåíèåì ïåðèîäè÷åñêèõ ãðàíè÷íûõ óñëîâèé. Äëÿ ïîä-
äåðæàíèÿ èçîòåðìè÷åñêèõ óñëîâèé ïðèìåíÿëñÿ ñòîëêíîâèòåëüíûé òåð-
ìîñòàò,êîòîðûé íå ïðèâîäèò ê íåëèíåéíûì àòòðàêòîðíûì ðåæèìàì,èñ-
êàæàþùèì ñòàòèñòè÷åñêè ðàâíîâåñíîå ðàñïðåäåëåíèå ýíåðãèè ïî ñòåïå-
íÿì ñâîáîäû.Ïîìèìî îáû÷íîãî ìåòîäà ÌÄ áûëà ðàçâèòà è ïðèìåíåíà
âåðñèÿ ìåòîäà óïðàâëÿåìîé ìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè (SMD),êîòîðàÿ ïî-
çâîëÿåò óñêîðÿòü äèíàìèêó ìîëåêóëÿðíûõ ïðîöåññîâ ïî îïðåäåë¸ííûì
ñòåïåíÿì ñâîáîäû.Â ðåçóëüòàòå îêàçàëîñü âîçìîæíûì îöåíèòü âåëè÷èíó
ìåìáðàííîé ìèêðîâÿçêîñòè â ðàçëè÷íûõ ÷àñòÿõ èññëåäóåìîãî àíèçîò-
ðîïíîãî áèñëîÿ.Òàêèì îáðàçîì,èñïîëüçîâàíèå SMD ïîçâîëÿåò äàòü êî-
ëè÷åñòâåííóþ îöåíêó ïàðàìåòðàì,îïèñûâàþùèì ôèçè÷åñêèå ìåõàíèçìû
ýëåìåíòàðíûõ àêòîâ ìàññîïåðåíîñà â ìèêðîãåòåðîãåííûõ ñòðóêòóðàõ.

Àíàëèç ìåìáðàííîéòîïîëîãèè ñóáúåäèíèöû NqrC íàòðèé-
òðàíñëîöèðóþùåé NADH:õèíîí îêñèäîðåäóêòàçû Vibrio harveyi

Ì.Ñ. Ôàäååâà
ôàêóëüòåò áèîèíæåíåðèè è áèîèíôîðìàòèêè ÌÃÓ èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà,
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Íàòðèé-òðàíñëîöèðóþùàÿ NADH:õèíîí îêñèäîðåäóêòàçà (Na+-NQR)
– ïåðâûé êîìïîíåíò äûõàòåëüíîé öåïè ó íåêîòîðûõóìåðåííî ãàëîôèëü-
íûõ, ìîðñêèõ èïàòîãåííûõ áàêòåðèé.Ïåðåíîñ ýëåêòðîíîâ îò NADH íà
õèíîí â ýòîì ôåðìåíòå ñîïðÿæåí ñ îáðàçîâàíèåì òðàíñìåìáðàííîãî
ãðàäèåíòà èîíîâ íàòðèÿ,íåîáõîäèìîãî äëÿ íîðìàëüíîé æèçíåäåÿòåëüíî-
ñòè ìèêðîîðãàíèçìîâ.

Èç øåñòè ñóáúåäèíèö,ñîñòàâëÿþùèõ ôåðìåíò,òîëüêî îäíà ãîìîëîãè÷-
íà äðóãèì áåëêàì ñ èçâåñòíûìè ôóíêöèÿìè,â òî âðåìÿ êàê âñå îñòàëü-
íûå ñóáúåäèíèöû –óíèêàëüíû.Òàê æå íåîáû÷åí íàáîð êîôàêòîðîâ (÷å-
òûðå ôëàâèíà, îäèí èç êîòîðûõ – ðèáîôëàâèí), ñïîñîá êîâàëåíòíîãî
ïðèñîåäèíåíèÿ FMN (÷åðåç òðåîíèí) è èñïîëüçîâàíèå äâóõ ôëàâèíîâ â
êà÷åñòâå îäíîýëåêòðîííûõ ïåðåíîñ÷èêîâ. Ìíîãèå äåòàëè ìåõàíèçìà
òðàíñìåìáðàííîé òðàíñëîêàöèè íàòðèÿ ýòèì ôåðìåíòîì îñòàþòñÿ íåâû-
ÿñíåííûìè è ïðåäñòàâëÿþò ïîâûøåííûé èíòåðåñ äëÿ áèîýíåðãåòèêè.
Èçâåñòíî,÷òî áîëüøàÿ ÷àñòü êîôàêòîðîâ Na+-NQR ðàñïîëîæåíà ñ öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêîé ñòîðîíû êëåòî÷íîé ìåìáðàíû, îäíàêî äî ñèõ ïîð íåò
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ñâåäåíèé î ëîêàëèçàöèè äâóõ êîâàëåíòíî ñâÿçàííûõ FMN.Äàííûå îá
ýòîé ëîêàëèçàöèè ïîçâîëèëè áû íàì îïðåäåëèòü ìåõàíèçì ðàáîòû Na+-
NQR,ò.å.ôóíêöèîíèðóåò ëè îí êàê “Ìèò÷åëîâà ïåòëÿ” èëè êàê íàòðèå-
âàÿ ïîìïà.

Ïî ïåðâè÷íîé ñòðóêòóðå ñóáúåäèíèöû NqrÑ êîìïüþòåðíûå ïðîãðàì-
ìû (TopPred,TMpred,TMHMM – http://cn.expasy.org/tools/) ïðåäñêàçû-
âàþò äâà âàðèàíòà ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðû.Ñîãëàñíî ïåðâîìó,ñóáú-
åäèíèöà ñîäåðæèò ëèøü îäíó òðàíñìåìáðàííóþ ñïèðàëü.Â ýòîì ñëó÷àå
íåáîëüøîé N-êîíåöåâîé ó÷àñòîê íàõîäèòñÿ â öèòîïëàçìå, à äîâîëüíî
ïðîòÿæåííûé Ñ-êîíöåâîé äîìåí, íåñóùèé FMN, ðàñïîëîæåí â ïåðè-
ïëàçìå.Âòîðîé âàðèàíò ïîäðàçóìåâàåò ïðèñóòñòâèå äâóõ òðàíñìåìáðàí-
íûõ ñòîëáîâ.Ïðè ýòîì íåáîëüøîé N-êîíöåâîé ó÷àñòîê áóäåò íàõîäèòñÿ
â öèòîïëàçìå,äàëåå èäåò òðàíñìåìáðàííàÿ ñïèðàëü,áîëüøàÿ ïåðèïëàçìà-
òè÷åñêàÿ ïåòëÿ,âòîðàÿ òðàíñìåìáðàííàÿ ñïèðàëü è öèòîïëàçìàòè÷åñêèé
Ñ-êîíöåâîé äîìåí, ñîäåðæàùèéFMN.Âòîðîé âàðèàíò ìåíåå âåðîÿòåí è
ïðåäñêàçûâàåòñÿ äàëåêî íå äëÿ âñåõ îðãàíèçìîâ, ñîäåðæàùèõ Na+-NQR.
Ïîýòîìó çà ðàáî÷óþ ãèïîòåçó áûë âçÿò âàðèàíò ñ îäíîé òðàíñìåìáðàí-
íîé ñïèðàëüþ.

Îäèí èç êîâàëåíòíî ñâÿçàííûõ ôëàâèíîâ íàõîäèòñÿ íà ñóáúåäèíèöå
NqrC/ Àíàëèç òîïîëîãèè NqrÑ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ìûøèíûõ ïîëè-
êëîíàëüíûõ àíòèòåë íà ó÷àñòîê NqrÑ,íåñóùèé FMN.Äëÿ ïîëó÷åíèÿ äàí-
íîãî ïåïòèäà áûë êëîíèðîâàí è âñòðîåí â ïëàçìèäó pBAD ñîîòâåñòâóþ-
ùèé ó÷àñòîê ãåíà NqrÑ èç V. harveyi. Äëÿ âûÿñíåíèÿ ëîêàëèçàöèè
FMNèíâåðòèðîâàííûå ÑÁ× Vibrio harveyi èíêóáèðîâàëè ñ âûñîêèìè
êîíöåíòðàöèÿìè ïðîòåèíàçû Ê ïðè 37°, ïîñëå ÷åãî ðåàêöèîííóþ ñìåñü
ðàçäåëÿëè ÄÑÍ-ýëåêòðîôîðåçîì.Áåëêè Âåñòåðí-áëîòòèíãîì ïåðåíîñèëè
íà íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó, êîòîðóþ çàòåì èíêóáèðîâàëè ñ ñûâî-
ðîòêîé èììóíèçèðîâàííûõ ìûøåé è âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè,êîíúþãè-
ðîâàííûìè ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà.Â ñîîòâåòñòâèè ñ ïåðâîé ìîäåëüþ ïîñ-
ëå îáðàáîòêè ïðîòåèíàçîé Ê ìû äîëæíû áûëè ïîëó÷èòü íå èçìåíÿþùó-
þñÿ âî âðåìåíè ïîëîñó NqrÑ,åñëè êëîíèðîâàííûé ôðàãìåíò íàõîäèòñÿ
ñ ïåðèïëàçìàòè÷åñêîé ñòîðîíû ìåìáðàíû,èëè èñ÷åçíîâåíèå ýòîé ïîëî-
ñû,åñëè ôðàãìåíò ëîêàëèçîâàí â öèòîïëàçìå.Îäíàêî ïîëó÷åííûå ðåçóëü-
òàòû ñâèäåòåëüñòâóþò â ïîëüçó âòîðîãî ïðåäñêàçàííîãî ïðîãðàììîé âà-
ðèàíòà,ñîãëàñíî êîòîðîìó â ñóáúåäèíèöå NqrÑ èìåþòñÿ äâå òðàíñìåì-
áðàííûå ñïèðàëè. Òàêèì îáðàçîì,FMN, êîâàëåíòíî ñâÿçàííûé ñ ñóáú-
åäèíèöåé NqrÑ,ëîêàëèçîâàí â öèòîïëàçìå.

1..Áîãà÷åâ À.Â.è Âåðõîâñêèé Ì.È.(2005).Áèîõèìèÿ,70,âûï.2,ñ.177 –
185. Na+_Òðàíñëîöèðóþùàÿ NADH : õèíîí îêñèäîðåäóêòàçà –
äîñòèãíóòûé ïðîãðåññ è ïåðñïåêòèâû èññëåäîâàíèé.
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ßäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêèé òðàíñïîðò áåëêîâ Nrf2 è Êåàð1 â ðåãóëÿöèè
îòâåòà êëåòêè íà îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ

Ñ.Â. Ìåëüíèêîâ, Ã.Ñ. Ôèëîíîâ
ÍÈÈ ôèçèêî-õèìè÷åñêîé áèîëîãèè èì. Áåëîçåðñêîãî ÌÃÓ

Â òå÷åíèå æèçíè ýóêàðèîòè÷åñêàÿ êëåòêà èñïûòûâàåò
íåáëàãîïðèÿòíûå âîçäåéñòâèÿ îêðóæàþùåé ñðåäû.Ê èõ ÷èñëó îòíîñèòñÿ
ïðîíèêíîâåíèå â êëåòêó âûñîêî-ðåàêöèîíîñïîñîáíûõ ýëåêòðîôèëîâ è
îêñèäàíòîâ, ñïîñîáíûõ ïîâðåæäàòü êëåòî÷íûå ìîëåêóëû è ñòðóêòóðû è
ïåðåâîäèòü öèòîçîëü è êàðèîçîëü â îêèñëåííóþ ôîðìó. Êëåòêà ìîæåò
áîðîòüñÿ ñ ïîäîáíîé óãðîçîé, àêòèâèðóÿ ñèíòåç áåëêîâ, íàïðÿìóþ
íåéòðàëèçóþùèõ âðåäíûå âåùåñòâà èëè ñïîñîáñòâóþùèõ èõ
íåéòðàëèçàöèè. Ýòîò êëåòî÷íûé îòâåò íîñèò íàçâàíèå îêèñëèòåëüíîãî
ñòðåññà.

Êëþ÷åâûì èãðîêîì, îñóùåñòâëÿþùèì àêòèâàöèþ ñèíòåçà çàùèòíûõ
áåëêîâ â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà,ÿâëÿåòñÿ òðàíñêðèïöèîííûé
ôàêòîð Nrf2 [1]. Ñîãëàñíî ñîâðåìåííûì ëèòåðàòóðíûì äàííûì, â
íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ Nrf2 ñâÿçàí ñî ñïåöèôè÷åñêèì áåëêîì-
ðåïðåññîðîì Keap1 è ëîêàëèçóåòñÿ â öèòîïëàçìå, ïðîñòðàíñòâåííî
ðàçîáùåííûé ñî ñâîèìè ãåíàìè-ìèøåíÿìè, ðàñïîëîæåííûìè â ÿäðå.
Ïîìèìî ýòîãî, Keap1 ÿâëÿåòñÿ êîìïîíåíòîì óáèêâèòèí-ëèãàçíîãî
êîìïëåêñà è ñïîñîáñòâóåò äåãðàäàöèè Nrf2 ÷åðåç 26S ïðîòåàñîìó, ÷òî
ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ óðîâíÿ Nrf2 â êëåòêå.Â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî
ñòðåññà ïðîèñõîäèò äåðåïðåññèÿ Nrf2: ïðè ýòîì Nrf2 èçáåãàåò Êåàð1-
çàâèñèìîé äåãðàäàöèè è ïåðåðàñïðåäåëÿåòñÿ â ÿäðî, ãäå àêòèâèðóåò
òðàíñêðèïöèþ ïîäêîíòðîëüíûõ ãåíîâ [2].

Â õîäå èññëåäîâàíèé, ïðîâåäåííûõ â íàøåé ëàáîðàòîðèè, ìû
óñòàíîâèëè,÷òî Nrf2 è Êåàð1 íå óäåðæèâàþòñÿ ñòàòè÷åñêè â öèòîïëàçìå,
íî ÿâëÿþòñÿ áåëêàìè-÷åëíîêàìè, ò.å. ïîñòîÿííî ïåðåìåùàþòñÿ ìåæäó
öèòîïëàçìîé è ÿäðîì. Íàáëþäàåìàÿ â íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ
öèòîïëàçìàòè÷åñêàÿ ëîêàëèçàöèÿ ýòèõ áåëêîâ ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì
äèíàìè÷åñêîãî ðàâíîâåñèÿ ïðîöåññîâ èìïîðòà â ÿäðî è ýêñïîðòà èç
íåãî,ïðè÷åì ïîñëåäíèé ïðîöåññ ïðåîáëàäàåò.

Áîëåå òîãî, â ñòðóêòóðå Keap1 áûë èäåíòèôèöèðîâàí êëàññè÷åñêèé
ëåéöèí-áîãàòûé ñèãíàë ýêñïîðòà èç ÿäðà è áûëî îêàçàíî, ÷òî åãî
àêòèâíîñòü íåîáõîäèìà äëÿ òðàíñïîðòà èç ÿäðà êàê ñàìîãî Keap1,òàê è
Nrf2.

Íåîæèäàííûì ðåçóëüòàòîì èññëåäîâàíèé ÿâèëñÿ òîò ôàêò, ÷òî
ïðèñóòñòâèå â êëåòêå Keap1 ñ ìóòàöèåé â ñèãíàëå ýêñïîðòà èç ÿäðà
ñïîñîáñòâóåò äîïîëíèòåëüíîìó óñèëåíèþ òðàíñêðèïöèè ãåíîâ-ìèøåíåé
Nrf2, ò.å. íàðóøåíèå ýêñïîðòà èç ÿäðà Keap1 ïðåâðàùàåò åãî èç
ðåïðåññîðà â àêòèâàòîð Nrf2-çàâèñèìîé ýêñïðåññèè ãåíîâ.

Ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ðàññìàòðèâàòü ÿäåðíî-
öèòîïëàçìàòè÷åñêèé òðàíñïîðò â êà÷åñòâå íîâîãî àñïåêòà ðåãóëÿöèè
àêòèâíîñòè Nrf2 [3]. Ïîõîæèé ìåõàíèçì óæå îïèñàí äëÿ ðÿäà
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òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ è èõ ðåïðåññîðîâ: p53/Mdm2, NF-
kBα/IkBα,β-êàòåíèí/APC.
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Èññëåäîâàíî âëèÿíèå ñèíòåòè÷åñêèõ ïîëèàíèîíîâ íà òåïëîâóþ àãðå-
ãàöèþ ãëèöåðàëüäåãèä-3-ôîñôàòäåãèäðîãåíàçû (ÃÀÔÄ) èç ìûøö êðîëè-
êà.Â êà÷åñòâå ïîëèàíèîíîâ â ðàáîòå áûëè èñïîëüçîâàíû ïîëèìåòàêðè-
ëîâàÿ êèñëîòà (ÏÌÀÊ), ïîëèàêðèëîâàÿêèñëîòà (ÏÀÊ) è ïîëèñòèðîë-
ñóëüôîíàò íàòðèÿ (ÏÑÑ).

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî,÷òî ïðèñóòñòâèå ïîëèàíèîíîâ â èíêóáàöè-
îííîé ñðåäå ïðèâîäèò ê óìåíüøåíèþ òåïëîâîé àãðåãàöèè ôåðìåíòà, çà
ñ÷¸ò óìåíüøåíèÿ ðàçìåðîâ àãðåãàòîâ áåëêà,ëèáî ê åå ïîëíîìó ïðåäîòâðà-
ùåíèþ.

Èçó÷åíà òåíäåíöèÿ çàâèñèìîñòè òåïëîâîé àãðåãàöèè ôåðìåíòîâ îò
êîíöåíòðàöèè è ñòåïåíè ïîëèìåðèçàöèè ïîëèàíèîíîâ.Óâåëè÷åíèå êîí-
öåíòðàöèè ïîëèàíèîíà ñ âûñîêîé ñòåïåíüþ ïîëèìåðèçàöèè,ïðèâîäèò ê
ïîÿâëåíèþ îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûõ ïåòåëü, ñïîñîáíûõ ïîääåðæèâàòü
áåëêîâûå ãëîáóëû â ðàñòâîðåííîì ñîñòîÿíèè, ïðåäîòâðàùàÿ èõ àãðåãà-
öèþ.Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò,÷òî äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ òåï-
ëîâîé àãðåãàöèè ôåðìåíòà íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíû äîñòàòî÷íî äëèííûå
ñèíòåòè÷åñêèå ïîëèàíèîíû. Ïðè óìåíüøåíèè ñòåïåíè ïîëèìåðèçàöèè
íàáëþäàåòñÿ òåíäåíöèÿ ñíèæåíèÿ çàùèòíîãî ýôôåêòà ïîëèýëåêòðîëèòîâ.

Èç èñïîëüçîâàííûõ ïîëèàíèîíîâ â äàííûõ óñëîâèÿõ (ðÍ 7,5) íà-
èìåíüøèé ýôôåêò íà ïðåäîòâðàùåíèå àãðåãàöèè áåëêà îêàçûâàåò íàèáî-
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ëåå ñëàáîçàðÿæåíàÿÏÌÀÊ.Ñòåïåíü èîíèçàöèè ÏÀÊñîñòàâëÿåò ïîðÿäêà
60%.Ïðèñóòñòâèå 10 ìÌ ÏÀÊ (ñî ñòåïåíüþ ïîëèìåðèçàöèè 2360) ïðè-
âîäèò ê ïîëíîìó ïðåäîòâðàùåíèþ àãðåãàöèè áåëêà, êîíöåíòðàöèåé 0,7
ìêÌ.ÏÑÑ ïîëíîñòüþ èîíèçèðîâàí â øèðîêîì äèàïàçîíå çíà÷åíèé ðÍ,
÷òî ðåçêî ïîâûøàåò åãî ñïîñîáíîñòü ïðåäîòâðàùàòü àãðåãàöèþ ÃÀÔÄ.
Òàê,0,1 ìÌ ÏÑÑ (ñî ñòåïåíüþ ïîëèìåðèçàöèè 430 ìîíîìåðíûõ çâåíü-
åâ) ïîëíîñòüþ ïðåäîòâðàùàåò àãðåãàöèþ áåëêà.Òàêèì îáðàçîì,íàìè áû-
ëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî,÷òî çíà÷èòåëüíóþ ðîëü íà ñâîéñòâà áåëîê-ïîëè-
àíèîííîãî êîìïëåêñà îêàçûâàåò íå òîëüêî êîíöåíòðàöèÿ è ñòåïåíü ïî-
ëèìåðèçàöèè èñïîëüçóåìîãî ïîëèàíèîíà,íî è çíà÷åíèå ðÊ.

Â ðàáîòå îáñóæäàåòñÿ âîïðîñ î âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ ñèíòåòè-
÷åñêèõ ïîëèàíèîíîâ â êà÷åñòâå ïðåïàðàòîâ äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ îáðàçî-
âàíèÿ áåëêîâûõ àãðåãàòîâ,âîçíèêàþùèõ ïðè íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáî-
ëåâàíèÿõ,è ñîçäàíèè èñêóññòâåííûõ øàïåðîíîâ.

Ïîëó÷åíèå îäíîöåïî÷å÷íûõ àíòèòåë ê EGFR (HER 1) â ðàñòèòåëüíûõ

ïðîäóöåíòàõ19

Î.Â. Øèðøèêîâà1,3, Î.À. Ñòðåìîâñêèé2, Å.Ã. Ñåìåíþê1

1Ôèëèàë Èíñòèòóòà áèîîðãàíè÷åñêîé õèìèè èì. Ì.Ì.Øåìÿêèíà è
Þ.À.Îâ÷èííèêîâà ÐÀÍ,

2Èíñòèòóò áèîîðãàíè÷åñêîé õèìèè èì. Ì.Ì.Øåìÿêèíà è Þ.À.
Îâ÷èííèêîâà ÐÀÍ,

3Ïóùèíñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò

Â äàííîé ðàáîòå ïîëó÷åíû òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ è ñóñïåíçèîííûå
êëåòî÷íûå êóëüòóðû Nicotiana tabacum – ïðîäóöåíòû îäíîöåïî÷å÷íûõ
àíòèòåë áîëüøîé êëèíè÷åñêîé çíà÷èìîñòè,íàïðàâëåííûõ ïðîòèâ áåëêà
- îïóõîëåâîãî ìàðêåðà HER-1 (EGFR) (ðàê ãîëîâû è øåè,ëåãêîãî,ÿè÷-
íèêîâ).

Äëÿ ýêñïðåññèè àíòèòåë â êëåòêàõ ðàñòåíèé áûëî ñîçäàíî äâå ãåíåòè-
÷åñêèå êîíñòðóêöèè,âêëþ÷àþùèå ãåíû âàðèàáåëüíûõ äîìåíîâ àíòèòåë ê
HER1 è ãåí áàêòåðèàëüíîãî áåëêà áàðñòàðà, ïîä êîíòðîëåì ðàçëè÷íûõ
ïðîìîòîðîâ (äâîéíîãî ïðîìîòîðà 35SÑaMV è àãðîáàêòåðèàëüíîãî ñóïåð-
ïðîìîòîðà). Äëÿ íàïðàâëåíèÿ àíòèòåë â àïîïëàñò ðàñòèòåëüíîé êëåòêè
ìû èñïîëüçîâàëè ëèäåðíûé ïåïòèä ðàñòèòåëüíîãî áåëêà ýêñòåíçèíà.

Òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ áûëè ïîëó÷åíû ìåòîäîì àãðîáàêòåðèàëüíîé
òðàíñôîðìàöèè,ïîñëå ÷åãî áûëà ïîäòâåðæäåíàèíòåãðàöèÿ ïåðåíåñåííûõ
ãåíîâ â ðàñòèòåëüíûé ãåíîì.Ïðèñóòñòâèå ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà â êëåò-
êàõ ðàñòåíèéóñòàíîâëåíî ïðè ïîìîùè èììóíîáëîòèíãà ñ àíòèòåëàìè ê
áàðñòàðó.Ñóñïåíçèîííûå êóëüòóðû êëåòîê òðàíñãåííîãî òàáàêà áûëè ïî-
ëó÷åíû èç ëèñòîâûõ ýêñïëàíòîâ ÷åðåç èíäóêöèþ êàëëóñà,ïîñëå ÷åãî áû-
ñòðîðàñòóùèå êàëëóñíûå êóëüòóðû ïåðåíîñèëè â æèäêóþ ñðåäó.

Ïîëó÷åííûå ðàñòåíèÿ è êëåòî÷íûå êóëüòóðû áóäóò èñïîëüçîâàíû äëÿ
î÷èñòêè àíòèòåë ìåòîäîì àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè.
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Êîíñòðóèðîâàíèå è èññëåäîâàíèå èììóíîãåííûõ ñâîéñòâ ïîëèýïèòîïíîé
àíòè-ÂÈ× ÄÍÊ-âàêöèíû

Î.Ñ. Þäèíà
Ãîñóäàðñòâåííûé íàó÷íûé öåíòð âèðóñîëîãèè è áèîòåõíîëîãèè «Âåêòîð»,

ÍÈÈ Áèîèíæåíåðèè,Ðîññèÿ
E-mail: olya_y@ngs.ru

Ïðè ñîçäàíèè âàêöèí ïðîòèâ òàêèõ ñëîæíûõ âèðóñîâ,êàê ÂÈ×,íåîá-
õîäèìû íåòðàäèöèîííûå ïîäõîäû. Îäèí èç íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûõ
ïîäõîäîâ ê ñîçäàíèþ íîâîãî ïîêîëåíèÿ ýôôåêòèâíûõ è áåçîïàñíûõ âàê-
öèí ñâÿçàí ñ èäåíòèôèêàöèåé T- è B-êëåòî÷íûõ ýïèòîïîâ â âèðóñíûõ
áåëêàõ è ñîçäàíèåì íà èõ îñíîâå ñèíòåòè÷åñêèõ ïîëèýïèòîïíûõ àíòè-
ÂÈ× âàêöèí.Òàêèå âàêöèíû áóäóò ëèøåíû ìíîãèõ äåôåêòîâ,ñâîéñòâåí-
íûõ âàêöèíàì,ñîçäàâàåìûì íà îñíîâå íàòèâíûõ ñóáúåäèíèö èëè æèâûõ
àòòåíóèðîâàííûõ è öåëûõ èíàêòèâèðîâàííûõ ïàòîãåíîâ.

Áûëà ñêîíñòðóèðîâàíû êàíäèäàòíàÿ âàêöèíà ïðîòèâ ÂÈ×-1,â ôîðìå
âèðóñîïîäîáíûõ ÷àñòèö, îñíîâó êîòîðîé ñîñòàâëÿþò äâàïîëèýïèòîïíûõ
áåëêà TBI è TCI.Áåëîê TBI (T and B cell epitopes contaning immunogen)
áûë ñïðîåêòèðîâàí äëÿ ñòèìóëÿöèè ãóìîðàëüíîãî ÂÈ×- ñïåöèôè÷åñêî-
ãî îòâåòà. Ýòîò áåëîê ïðåäñòàâëÿåò ñîáîéêîíñòðóêöèþ ñ îïòèìàëüíûì
íàáîðîì Â-êëåòî÷íûõ íåéòðàëèçóþùèõè Ò-õåëïåðíûõ ýïèòîïîâ èç áåë-
êîâ Envè Gag ÂÈ×-1.Ïîëè-ÖÒË-ýïèòîïíûé Ò-êëåòî÷íûé èììóíîãåí -
TCI cïðîåêòèðîâàíäëÿ ñòèìóëÿöèè ÂÈ×-ñïåöèôè÷åñêîãî öèòîòîêñè÷åñ-
êîãî îòâåòà.Â ñîñòàâ TCI áûëè âêëþ÷åíûýïèòîïû èç îñíîâíûõ âèðóñíûõ
áåëêîâ ÂÈ×-1: Env,Gag,Pol è Nef.Ïîëó÷åíàÄÍÊ-âàêöèíà pcDNA-TCI,
ñîäåðæàùàÿ ãåí tci, ïîä êîíòðîëåì ýóêàðèîòè÷åñêîãî ïðîìîòîðà.

×òîáû îáúåäèíèòü ãóìîðàëüíûå è êëåòî÷íûå ýëåìåíòû âàêöèíû,áû-
ëè ñêîíñòðóèðîâàíû îðèãèíàëüíûå èñêóññòâåííûå ñòðóêòóðû ïðåäñòàâ-
ëÿþùèå ñîáîé âèðóñîïîäîáíûå ÷àñòèöû (ÂÏ×),âíóòðè êîòîðûõ íàõî-
äèòñÿ ïëàçìèäà pcDNA-TCI,ïîêðûòàÿ êîíúþãàòîì ñïåðìèäèí-ïîëèãëþ-
êèí,à íà ïîâåðõíîñòè ýêñïîíèðîâàí ðåêîìáèíàíòíûé áåëîê recA-TBI.

Áûëà èññëåäîâàíà ñïåöèôè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü êàíäèäàòíîé âàêöèíû
íà ìîäåëè ëàáîðàòîðíûõ æèâîòíûõ. Áûëà ïðîâåäåíà èììóíèçàöèÿ ìû-
øåé ëèíèè BALB/c.

Â ñûâîðîòêå æèâîòíûõ, èììóíèçèðîâàííûõ êàíäèäàòíîé âàêöèíîé,
áûëè îáíàðóæåíû ÂÈ×-ñïåöèôè÷åñêèå àíòèòåëà, ïðè÷åì ýòè àíòèòåëà
îáëàäàëè âèðóñíåéòðàëèçóþùåé àêòèâíîñòüþ, èíãèáèðóÿ ðåïëèêàöèþ
âèðóñà in vitro.Èììóíèçàöèÿ àíòè-ÂÈ× ÄÍÊ-âàêöèíîé,íåñóùåé ïëàçìè-
äó pcDNA-TCI âûçûâàëà òàê æå èíäóêöèþ ñïåöèôè÷åñêîãî CTL-îòâåòà.
Ðåçóëüòàòû íàøåé ðàáîòû ïîêàçàëè ïåðñïåêòèâíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ âè-
ðóñîïîäîáíûõ ÷àñòèö äëÿ äîñòàâêè ÄÍÊ-âàêöèí.
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