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Äëèòåëüíàÿ àäàïòàöèÿ ìèêðîñïîðèäèé — îáøèðíîé ãðóïïû ðîäñòâåííûõ ãðèáàì îäíîêëåòî÷íûõ
ìèêðîîðãàíèçìîâ — ê âíóòðèêëåòî÷íîìó ïàðàçèòèçìó ïðèâåëà ê ÷ðåçâû÷àéíîé ìèíèìèçàöèè ôóíêöèî-
íàëüíîãî àïïàðàòà êëåòêè. Íàïðèìåð, ðàçíîîáðàçèå óãëåâîäîâ, âõîäÿùèõ â ñîñòàâ ãëèêîïðîòåèíîâ è ïðî-
òåîãëèêàíîâ ïàðàçèòîâ, âåðîÿòíî, îãðàíè÷èâàåòñÿ ëèøü íàëè÷èåì O-ñâÿçàííûõ öåïåé, ñîñòîÿùèõ èç
îñòàòêîâ ìàííîçû. Ýòî ïðåäïîëîæåíèå îñíîâàíî íà îáíàðóæåíèè â ãåíîìå ìèêðîñïîðèäèè ÷åëîâåêà En-
cephalitozoon cuniculi òðåõ ãåíîâ, îòâåòñòâåííûõ çà O-ìàííîçèëèðîâàíèå áåëêîâ ïðè îòñóòñòâèè ôåðìåí-
òîâ, ó÷àñòâóþùèõ â N-ãëèêîçèëèðîâàíèè. Â ðàáîòå ïðåäïðèíÿòî èçó÷åíèå îñîáåííîñòåé ãëèêîçèëèðîâà-
íèÿ áåëêîâ â ñïîðàõ ìèêðîñïîðèäèè Paranosema grylli, ðàçâèâàþùåéñÿ â æèðîâîì òåëå äâóïÿòíèñòîãî
ñâåð÷êà Gryllus bimaculatus. Ðàçäåëåíèå áåëêîâ ñïîð â ãåëå è èõ îêðàøèâàíèå â ïðèñóòñòâèè ïåðèîäàòà è
ðåàãåíòà Øèôôà ïîêàçàëè, ÷òî îòäåëüíûå ãëèêîïðîòåèíû P. grylli ÿâëÿþòñÿ âûñîêîãëèêîçèëèðîâàííû-
ìè, à íàèáîëüøóþ èíòåíñèâíîñòü îêðàñêè ïðîÿâèë îñíîâíîé áåëîê ïîëÿðíîé òðóáêè PTP1. Îáðàáîòêà
ýêñòðàãèðîâàííîãî ìàòåðèàëà N-ãëèêîçèäàçîé F è ãèáðèäèçàöèÿ ñ ëåêòèíîì WGA, êîíúþãèðîâàííûì ñ
ïåðîêñèäàçîé õðåíà, íå ïîêàçàëè ïðèñóòñòâèÿ â ñïîðàõ P. grylli N-ãëèêîçèëèðîâàííûõ áåëêîâ. Â òî æå
âðåìÿ èçáèðàòåëüíî ýêñòðàãèðîâàííûé îñíîâíîé áåëîê îáîëî÷êè ñïîð P40 ñïåöèôè÷íî ðàñïîçíàâàëñÿ
ëåêòèíîì GNA, ñøèòûì ñ àãàðîçíûìè øàðèêàìè. Ïðåäîáðàáîòêà p40 á- è â-ìàííîçèäàçàìè çíà÷èòåëüíî
ñíèæàëà ýôôåêòèâíîñòü ñâÿçûâàíèÿ. Ïîñêîëüêó ëåêòèí GNA ñïåöèôè÷åí ïî îòíîøåíèþ ê òåðìèíàëü-
íûì îñòàòêàì ìàííîçû, ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò â ïîëüçó O-ìàííîçèëèðîâàíèÿ îñíîâíîãî áåëêà îáîëî÷êè
ñïîðû ìèêðîñïîðèäèé. Íåñìîòðÿ íà èíòåíñèâíîå ãëèêîçèëèðîâàíèå PTP1, ýêñòðàãèðîâàííûå áåëêè ïî-
ëÿðíîé òðóáêè P. grylli íå ïîêàçàëè ñïåöèôè÷íîãî ñâÿçûâàíèÿ ñ GNA-àãàðîçîé, ÷òî îñòàâëÿåò âîïðîñ îá
îñîáåííîñòÿõ èõ ãëèêîçèëèðîâàíèÿ îòêðûòûì. Ñîïîñòàâëåíèå ïîëó÷åííûõ äàííûõ ñ ðåçóëüòàòàìè ðàñ-
øèôðîâêè ãåíîìà E. cuniuculi ïîçâîëÿåò ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ìèíèìèçàöèÿ àïïàðàòà ãëèêîçèëèðîâà-
íèÿ áåëêîâ ìèêðîñïîðèäèé ÿâëÿåòñÿ îáùåé îñîáåííîñòüþ ýòîé ãðóïïû ïàðàçèòîâ.
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Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÁÑÀ — áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí, ÄÑÍ — äîäåöèëñóëüôàò íà-
òðèÿ, ÄÑÍ-ÏÀÃÝ — ýëåêòðîôîðåç áåëêîâ â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå â ïðèñóòñòâèè äîäåöèëñóëüôàòà íà-
òðèÿ, 2-ÌÝ — 2-ìåðêàïòîýòàíîë.

Ìèêðîñïîðèäèè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ãðóïïó ôèëîãå-
íåòè÷åñêè áëèçêèõ ê ãðèáàì îáëèãàòíûõ âíóòðèêëåòî÷-
íûõ ïàðàçèòîâ, îáíàðóæåííûõ ó ïðåäñòàâèòåëåé ïî÷òè
âñåõ òèïîâ æèâîòíîãî öàðñòâà îò ïðîñòåéøèõ äî ïðèìà-
òîâ. Øèðîêîå ðàñïðîñòðàíåíèå ãðóïïû è âîçðàñòàþùåå
÷èñëî âèäîâ, ÿâëÿþùèõñÿ âîçáóäèòåëÿìè îïïîðòóíèñ-
òè÷åñêèõ èíôåêöèé ó ëþäåé ñ îñëàáëåííûì èììó-
íèòåòîì (Weber et al., 1994), îáóñëîâëèâàþò ïðàêòè-
÷åñêîå çíà÷åíèå ãðóïïû. Íàðÿäó ñ ýòèì ìèêðîñïîðè-
äèè ïðèâëåêàþò âñå áîëüøåå âíèìàíèå èññëåäîâàòåëåé â
êà÷åñòâå ìèíèìàëüíîé ìîäåëè ýóêàðèîòè÷åñêîé êëåòêè.
Ýòè äðåâíèå ïàðàçèòû èìåþò íàèìåíüøèé ñðåäè ýóêà-
ðèîò ðàçìåð êëåòêè è ãåíîì, ñðàâíèìûé ïî êîëè÷åñòâó
íóêëåîòèäîâ ñ áàêòåðèàëüíûì. Â õîäå ýâîëþöèè îíè
óòðàòèëè áîëüøèíñòâî îðãàíåëë, çà èñêëþ÷åíèåì ÿäðà,
ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà è âèäîèçìåíåííîãî
àïïàðàòà Ãîëüäæè. Êàê ïîêàçàëè ðåçóëüòàòû ðàñøèôðîâ-
êè ãåíîìà ìèêðîñïîðèäèè ÷åëîâåêà Encephalitozoon cuni-

culi, ôóíêöèîíàëüíûé àïïàðàò êëåòêè ïàðàçèòîâ òàêæå
ÿâëÿåòñÿ êðàéíå ìèíèìèçèðîâàííûì è ëèøåí áîëüøèí-
ñòâà ìåòàáîëè÷åñêèõ ïóòåé, à òàêæå ìíîæåñòâà ãåíîâ,
ñâîéñòâåííûõ ýóêàðèîòè÷åñêîé êëåòêå (Katinka et al.,
2001).

Àíàëèç ñïèñêà áåëîêêîäèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòåé â ãåíîìå E. cuniculi âûÿâèë îäíó èç èíòåðåñíûõ îñî-
áåííîñòåé ôèçèîëîãèè ìèêðîñïîðèäèé — ïîëíîå îòñóò-
ñòâèå ãåíîâ, ó÷àñòâóþùèõ â N-ãëèêîçèëèðîâàíèè ìåìá-
ðàííûõ è ñåêðåòèðóåìûõ áåëêîâ. N-ãëèêîçèëèðîâàíèå
áåëêîâ íà÷èíàåòñÿ â øåðîõîâàòîì ýíäîïëàçìàòè÷åñêîì
ðåòèêóëóìå ñ ïðèñîåäèíåíèÿ îëèãîñàõàðèäíîãî ïðåäøå-
ñòâåííèêà ê îñòàòêó àñïàðàãèíà áåëêîâîé ìîëåêóëû. Íà-
÷àëüíûå ýòàïû ýòîãî ïðîöåññà ÿâëÿþòñÿ èäåíòè÷íûìè ó
âñåõ ýóêàðèîòè÷åñêèõ îðãàíèçìîâ îò äðîææåé äî ÷åëî-
âåêà âêëþ÷èòåëüíî. Ïðè ýòîì ìèêðîñïîðèäèè îêàçàëèñü
íåîæèäàííûì èñêëþ÷åíèåì. Íàðÿäó ñ ïîòåðåé âñåõ ôåð-
ìåíòîâ, ó÷àñòâóþùèõ â N-ãëèêîçèëèðîâàíèè, ìèêðîñïî-
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ðèäèè, âåðîÿòíî, ñîõðàíèëè ñïîñîáíîñòü ê O-ìàííîçèëè-
ðîâàíèþ áåëêîâ ïî òèïó, ñõîäíîìó ñ òàêîâûì ó äðîææåé
(Lussier et al., 1997). Â ãåíîìå E. cuniculi îáíàðóæåíû
ãåíû ôåðìåíòîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ýòîì ïðîöåññå, çà èñ-
êëþ÷åíèåì á-1,3-ìàííîçèëòðàíñôåðàçû — ôåðìåíòà,
îáåñïå÷èâàþùåãî ïðèñîåäèíåíèå òåðìèíàëüíûõ îñòàò-
êîâ ìàííîçû.

Íåñìîòðÿ íà îòñóòñòâèå ãëèêîçèäàç è áîëüøèíñòâà
ãëèêîçèëòðàíñôåðàç, ñâîéñòâåííûõ ýóêàðèîòè÷åñêîé êëåò-
êå, ìèêðîñïîðèäèè èíòåíñèâíî ñèíòåçèðóþò ìíîæåñòâî
ñòðóêòóðíûõ áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ôîðìèðîâàíèè ñëîæ-
íî óñòðîåííîé îáîëî÷êè ñïîðû ïàðàçèòà è äëèííîé ïî-
ëÿðíîé òðóáêè. Óãëåâîäíûå êîìïîíåíòû ýòèõ ãëèêîïðî-
òåèíîâ, ïî âñåé âèäèìîñòè, èãðàþò âàæíóþ ðîëü â ïðî-
öåññå çàðàæåíèÿ êëåòêè õîçÿèíà (Xu et al., 2004). Îäíàêî
äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè îíè îñòàþòñÿ ìàëîèçó÷åííûìè, à
íåìíîãî÷èñëåííûå áèîõèìè÷åñêèå äàííûå ÷àñòî ïðîòè-
âîðå÷àò ðåçóëüòàòàì ãåíîìíîãî àíàëèçà. Íàïðèìåð, áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî ëåêòèíû ConA è WGA âçàèìîäåéñòâóþò ñ
ïîâåðõíîñòüþ ñïîð ìèêðîñïîðèäèè Glugea plecoglossi, à
òàêæå ñ ìàæîíûì áåëêîì ñ ìîë. ìàññîé 55 êÄà è íåñêî-
ëüêèìè ìèíîðíûìè ïîëèïåïòèäàìè (Kim et al., 1999).
Ýòè æå ëåêòèíû ñïåöèôè÷íî ðàñïîçíàâàëè äâà ñòðóêòóð-
íûõ áåëêà îáîëî÷êè ñïîðû ìèêðîñïîðèäèè Encephalito-
zoon intestinalis (Hayman et al., 2001). Îäíàêî ëåêòèí WGA
ðàñïîçíàåò îñòàòêè è îëèãîìåðû N-àöåòèëãëþêîçàìèíà è,
ñëåäîâàòåëüíî, ÿâëÿåòñÿ ñïåöèôè÷íûì äëÿ N-ãëèêîçèëèðî-
âàííûõ áåëêîâ. Ãëèêîçèëèðîâàíèå îñíîâíîãî áåëêà ïîëÿð-
íîé òðóáêè PTP1 ìèêðîñïîðèäèé ÿâëÿåòñÿ åùå îäíèì ïðè-
ìåðîì ïîäîáíûõ ïðîòèâîðå÷èé. Äàííûé ãëèêîïðîòåèí ðàñ-
ïîçíàåòñÿ ëåêòèíîì ConA, ñïåöèôè÷íûì ê òåðìèíàëüíûì
á-ìàííîçíûì è á-ãëþêîçíûì îñòàòêàì (Xu et al., 2004). Ïî-
ñêîëüêó ìèêðîñïîðèäèè ñîõðàíèëè ëèøü ôåðìåíòû, îáåñ-
ïå÷èâàþùèå O-ìàííîçèëèðîâàíèå áåëêîâ, ñëåäîâàëî îæè-
äàòü, ÷òî PTP1 áóäåò ðàñïîçíàâàòüñÿ ëåêòèíîì GNA, ñïåöè-
ôè÷íûì ê òåðìèíàëüíûì á-ìàííîçíûì îñòàòêàì. Îäíàêî â
ñëó÷àå ìèêðîñïîðèäèè E. hellem ýòîãî íå íàáëþäàåòñÿ (Xu
et al., 2004).

Äëÿ äàëüíåéøåãî èçó÷åíèÿ îñîáåííîñòåé ãëèêî-
çèëèðîâàíèÿ áåëêîâ ìèêðîñïîðèäèé òðåáóþòñÿ ïðè-
ìåíåíèå íîâûõ áèîõèìè÷åñêèõ ìåòîäîâ è ðàñøèðåíèå
êðóãà èññëåäóåìûõ âèäîâ. Â ñâÿçè ñ ýòèì ìû ïðåäïðè-
íÿëè èçó÷åíèå îñîáåííîñòåé ãëèêîçèëèðîâàíèÿ áåëêîâ
ìèêðîñïîðèäèè Paranosema grylli, ïàðàçèòèðóþùåé
â æèðîâîì òåëå äâóïÿòíèñòîãî ñâåð÷êà Gryllus bimacula-
tus (Sokolova et al., 2003). Â õîäå ðàáîòû áûëè èñïîëü-
çîâàíû ìåòîäû îáðàáîòêè áåëêîâ ñïåöèôè÷íûìè ãëèêî-
çèäàçàìè è ëåêòèíàìè, à òàêæå ñïåöèôè÷íîé îêðàñêè
ãëèêîïðîòåèíîâ â ãåëå ñ ïîìîùüþ ïåðèîäàòà è ðåàãåíòà
Øèôôà. Èñïîëüçîâàííûå ìåòîäû ïîçâîëèëè ïîêàçàòü
îòñóòñòâèå N-ñâÿçàííûõ ãëèêîïðîòåèíîâ â ñïîðàõ äàí-
íîãî âèäà ìèêðîñïîðèäèé è ìàííîçèëèðîâàíèå îñíîâ-
íîãî áåëêà îáîëî÷êè ñïîðû. Êðîìå òîãî, áûëî ïîêàçàíî,
÷òî, ÿâëÿÿñü íàèáîëåå ãëèêîçèëèðîâàííûì ãëèêîïðî-
òåèíîì ïàðàçèòà è êëåòêè õîçÿèíà, îñíîâíîé áåëîê ïî-
ëÿðíîé òðóáêè íå ðàñïîçíàåòñÿ ëåêòèíîì, ñïåöèôè÷-
íûì ê òåðìèíàëüíûì îñòàòêàì ìàííîçû, ÷òî îñòàâëÿåò
îòêðûòûì âîïðîñ îá îñîáåííîñòÿõ åãî ãëèêîçèëè-
ðîâàíèÿ. Ïîñêîëüêó ïðåäñòàâèòåëè ðîäîâ Paranosema è
Encephalitozoon ôèëîãåíåòè÷åñêè óäàëåíû äðóã îò äðóãà,
ñîïîñòàâëåíèå ïîëó÷åííûõ äàííûõ ñ ðåçóëüòàòàìè ðàñ-
øèôðîâêè ãåíîìà E. cuniculi ïîçâîëÿåò çàêëþ÷èòü,
÷òî ðåäóêöèÿ àïïàðàòà ãëèêîçèëèðîâàíèÿ áåëêîâ — îá-
ùåå ñâîéñòâî äàííîé ãðóïïû âíóòðèêëåòî÷íûõ ïàðà-
çèòîâ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ñïîðû P. grylli âûäåëÿëè èç æèðîâîãî òåëà èñêóññò-
âåííî çàðàæåííûõ äâóïÿòíèñòûõ ñâåð÷êîâ G. bimacula-
tus ïî ðàíåå îïèñàííîé ìåòîäèêå (Seleznev et al., 1995)
è ðàçðóøàëè â ðàñòâîðå 50 ìÌ Òðèñ-HCl (pH 7.4) è
150 ìÌ NaCl, ñîäåðæàùåì ñòåêëÿííûå áóñû, íà àâòîìà-
òè÷åñêîì âñòðÿõèâàòåëå Vortex â òå÷åíèå 30 ìèí. Ýêñò-
ðàêöèþ áåëêîâ îáîëî÷êè ñïîðû è ïîëÿðíîé òðóáêè îñó-
ùåñòâëÿëè ñîãëàñíî ðàíåå ðàçðàáîòàííîé ìåòîäèêå
(Äîëãèõ, Ñåìåíîâ, 2003), ïîäðîáíî îïèñàííîé íèæå.

Î á ð à á î ò ê à á å ë ê î â ñ ï î ð N-ã ë è ê î ç è ä à ç î é
F. Áåëêè îáîëî÷êè ýêñòðàãèðîâàëè êèïÿ÷åíèåì èí-
òàêòíûõ ñïîð â òå÷åíèå 10 ìèí â ïðèñóòñòâèè 0.1 Ì
Òðèñ-HCl (pH 8.0), 2 % ÄÑÍ è 5 % 2-ÌÝ. Ïîñëå îñàæäå-
íèÿ ñïîð öåíòðèôóãèðîâàíèåì ñóïåðíàòàíò ðàçâîäèëè
âîäîé â 10 ðàç è äîáàâëÿëè äîïîëíèòåëüíûå êîìïîíåíòû
ñ öåëüþ ïîëó÷åíèÿ ðåàêöèîííîé ñìåñè, ñîäåðæàùåé
0.1 Ì Òðèñ-HCl (pH 8.0), 0.2 % ÄÑÍ, 0.5 % 2-ÌÝ, 10 ìÌ
ÝÄÒÀ-Na2, 1 % Òðèòîíà X-100 è 5 åä./ìë N-ãëèêîçèäàçû
F (Roche, Ãåðìàíèÿ).

Ñ öåëüþ âûñâîáîæäåíèÿ âíóòðåííèõ áåëêîâ ñïîð
áûëà îñóùåñòâëåíà ñòèìóëÿöèÿ ýêñòðóçèè (âûáðîñà) ïî-
ëÿðíûõ òðóáîê ïî ðàíåå îïèñàííîé ìåòîäèêå (Äîëãèõ,
Ñåìåíîâ, 2003). Ïîñêîëüêó ýêñòðóçèè íåðàñòâîðèìûé
ìàòåðèàë (âûáðîøåííûå ïîëÿðíûå òðóáêè è îáîëî÷êè
ñïîð) óäàëÿëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì. Ê ñóïåðíàòàíòó äî-
áàâëÿëè ðàçëè÷íûå êîìïîíåíòû äëÿ ïîëó÷åíèÿ ðåàêöè-
îííîé ñìåñè òîãî æå ñîñòàâà, çà èñêëþ÷åíèåì ïðèñóòñò-
âèÿ 170 ìÌ KCl, äîáàâëåíèå êîòîðîãî áûëî íåîáõîäèìî
äëÿ ñòèìóëÿöèè ïðîöåññà ýêñòðóçèè.

Îñàäîê òùàòåëüíî ïðîìûâàëè 3%-íûì ÄÑÍ è áåëêè
ïîëÿðíîé òðóáêè èçáèðàòåëüíî ýêñòðàãèðîâàëè â òå÷åíèå
íî÷è â ïðèñóòñòâèè 50 % 2-ÌÝ (Dolgikh et al., 2005). Ïî-
ñëå îñàæäåíèÿ íåðàñòâîðèìûé ìàòåðèàë óäàëÿëè öåíò-
ðèôóãèðîâàíèåì, à ñóïåðíàòàíò ðàçâîäèëè âîäîé â
10 ðàç è äîáàâëÿëè äîïîëíèòåëüíûå êîìïîíåíòû ñ öåëüþ
ïîëó÷åíèÿ ðåàêöèîííîé ñìåñè òîãî æå ñîñòàâà, ÷òî è â
ñëó÷àå áåëêîâ îáîëî÷êè. Åäèíñòâåííûì îòëè÷èåì äàí-
íîãî ðàñòâîðà ÿâëÿëîñü áîëåå âûñîêîå ñîäåðæàíèå 2-ÌÝ
(5 %). Ýêñòðàãèðîâàííûå áåëêè ñïîð èíêóáèðîâàëè â
ïðèñóòñòâèè ôåðìåíòà N-ãëèêîçèäàçû F â òå÷åíèå íî÷è
ïðè 4 °C è ðåàêöèîííóþ ñìåñü àíàëèçèðîâàëè ìåòîäîì
ÄÑÍ-ÏÀÃÝ (Laemmly, 1970). Òðàíñôåðèí ÷åëîâåêà (Sig-
ma, ÑØÀ) èíêóáèðîâàëè ïðè òåõ æå óñëîâèÿõ, ÷òî è ýê-
ñòðàãèðîâàííûå áåëêè îáîëî÷êè, è èñïîëüçîâàëè â êà÷å-
ñòâå ïîëîæèòåëüíîãî êîíòðîëÿ.

È ç ó ÷ å í è å ñ â ÿ ç û â à í è ÿ î ñ í î â í î ã î á å ë ê à
î á î ë î ÷ ê è ñ ï î ð è á å ë ê î â ï î ë ÿ ð í î é ò ð ó á ê è
P. g r y l l i ñ G N A-à ã à ð î ç î é. Îñíîâíîé áåëîê îáîëî÷-
êè, ÿâëÿþùèéñÿ êîìïîíåíòîì ýêçîñïîðû P. grylli (p40)
(Dolgikh et al., 2005), èçáèðàòåëüíî ñîëþáèëèçèðîâàëè
ïðè îáðàáîòêå èíòàêòíûõ ñïîð ùåëî÷íî-ñîëåâûì ðàñ-
òâîðîì, ñîäåðæàùèì 10 ìÌ KOH è 170 ìÌ NaCl (Äîë-
ãèõ, Ñåìåíîâ, 2003). Ñïîðû îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâà-
íèåì è ñóïåðíàòàíò íåéòðàëèçîâàëè äîáàâëåíèåì 1/20
îáúåìà 1 Ì Na-ôîñôàòíîãî áóôåðà (pH 6.0). Ýêñòðàãèðî-
âàííûé áåëîê èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 3 ÷ ïðè 37 °C â
ïðèñóòñòâèè á-ìàííîçèäàçû (2 åä./ìë; Sigma, ÑØÀ) èëè
â-ìàííîçèäàçû (2 åä./ìë; ICN, ÑØÀ). Èíêóáàöèþ êîíò-
ðîëüíîé ïðîáû îñóùåñòâëÿëè áåç äîáàâëåíèÿ ôåðìåíòà.
Ïîñëå ýòîãî ê 50 ìêë êàæäîé ïðîáû äîáàâëÿëè îò 12.5 äî
100.0 ìêë 50%-íîé ñóñïåíçèè àãàðîçíûõ øàðèêîâ, êîíú-
þãèðîâàííûõ ñ ëåêòèíîì GNA (Sigma, ÑØÀ), è ñóñïåí-
çèþ èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðà-
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òóðå. Ïðåäâàðèòåëüíî GNA-àãàðîçà áûëà óðàâíîâåøåíà
50 ìÌ Na-ôîñôàòíûì áóôåðîì (pH 6.0), ñîäåðæàùèì
170 ìÌ NaCl.

Ñîëþáèëèçàöèþ áåëêîâ ïîëÿðíîé òðóáêè îñóùåñòâ-
ëÿëè ïî ìåòîäèêå, èñïîëüçîâàííîé â ýêñïåðèìåíòàõ ñ
N-ãëþêîçèäàçîé F, îïèñàííîé âûøå. Ïðè ýòîì êîíöåíò-
ðàöèÿ â 2-ÌÝ â èíêóáàöèîííîé ñðåäå áûëà ñíèæåíà äî
5 %. Ñ öåëüþ ìèíèìèçèðîâàòü âëèÿíèå 2-ÌÝ íà ïðîöåññ
ñâÿçûâàíèÿ áåëêîâ ñ ëåêòèíîì ýêñòðàêò äîïîëíèòåëüíî
ðàçâîäèëè âîäîé â 2 èëè 10 ðàç äîáàâëåíèåì Na-ôîñôàò-
íîãî áóôåðà (pH 6.0) äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 20 ìÌ.
Ê 70 ìêë ïîëó÷åííîãî ðàñòâîðà äîáàâëÿëè 40 ìêë
50%-íîé GNA-àãàðîçû, óðàâíîâåøåííîé è ðåñóñïåíäè-
ðîâàííîé â 20 ìÌ Na-ôîñôàòíîì áóôåðå (pH 6.0), è
ñìåñü èíêóáèðîâàëè 1.5 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå,
ïåðèîäè÷åñêè âñòðÿõèâàÿ.

Ïîñëå èíêóáàöèè àãàðîçíûå øàðèêè òùàòåëüíî îò-
ìûâàëè ðàñòâîðîì, èñïîëüçóåìûì äëÿ óðàâíîâåøèâàíèÿ
GNA-àãàðîçû, è ðåñóñïåíäèðîâàëè â 50 ìêë áóôåðà, èñ-
ïîëüçóåìîãî ïðè ïðèãîòîâëåíèè ïðîá äëÿ ÄÑÍ-ÏÀÃÝ
(0.06 Ì Òðèñ-HCl, pH 8.0, 2 % ÄÑÍ, 5 % 2-ÌÝ è
10 % ãëèöåðèíà). Ñâÿçàâøèåñÿ ñ ëåêòèíîì áåëêè ýëþè-
ðîâàëè êèïÿ÷åíèåì ñóñïåíçèè â òå÷åíèå 10 ìèí, îñàæäà-
ëè àãàðîçó öåíòðèôóãèðîâàíèåì è àíàëèçèðîâàëè ñóïåð-
íàòàíò ñ ïîìîùüþ ÄÑÍ-ÏÀÃÝ.

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç á å ë ê î â â ï ð è ñ ó ò ñ ò â è è
Ä Ñ Í è î ê ð à ñ ê à ã å ë å é. Ïðîáû áåëêîâ ñìåøèâàëè ñ
ðàâíûì îáúåìîì 125 ìÌ Òðèñ-HCl-áóôåðà, ñîäåðæàùå-
ãî 4 % ÄÑÍ, 10 % 2-ÌÝ è 20 % ãëèöåðèíà, è êèïÿòèëè â
òå÷åíèå 10 ìèí. Áåëêè ðàçäåëÿëè ìåòîäîì ÄÑÍ-ÏÀÃÝ â
12%-íîì ãåëå è îêðàøèâàëè ñ ïîìîùüþ êðàñèòåëÿ Êó-
ìàññè R-250 (Reanal, Âåíãðèÿ). Ñïåöèôè÷íóþ îêðàñêó íà
ãëèêîïðîòåèíû ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïåðèîäàòà è ðåà-
ãåíòà Øèôôà (Ãààëü è äð., 1982). Ãåëè ïîñëå ðàçäåëåíèÿ
áåëêîâ ìåòîäîì ÄÑÍ-ÏÀÃÝ ôèêñèðîâàëè â òå÷åíèå
íî÷è â 40%-íîì ýòàíîëå â ïðèñóòñòâèè 5%-íîé óêñóñíîé
êèñëîòû, ïåðåíîñèëè íà 2 ÷ â ðàñòâîð 0.7%-íîãî ïåðèî-
äàòà è 5%-íîé óêñóñíîé êèñëîòû, çàòåì íà 2 ÷ â ðàñòâîð
0.2%-íîãî ìåòàáèñóëüôèòà íàòðèÿ è 5%-íîé óêñóñíîé
êèñëîòû. Ïîñëå ýòîãî ãåëè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è
ñ ðåàãåíòîì Øèôôà. Äëÿ åãî ïðèãîòîâëåíèÿ 1 ã îñíîâíî-
ãî ôóêñèíà (ðîçàíèëèíà) ðàñòâîðÿëè â 120 ìë 0.17 Ì HCl
ñ ïîñëåäóþùèì äîáàâëåíèåì 1.7 ã ìåòàáèñóëüôèòà íà-
òðèÿ. Ïîñëå ïåðåìåøèâàíèÿ â òå÷åíèå 15 ìèí ñìåñü
îñâåòëÿëè ñ ïîìîùüþ àêòèâèðîâàííîãî óãëÿ, êîòîðûé
óäàëÿëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì.

Â å ñ ò å ð í-á ë î ò è í ã á å ë êî â ì è ê ð î ñ ï î ð è ä è é
ñ ë å ê ò è í î ì W G A. Ðàçäåëåííûå ñ ïîìîùüþ ÄÑÍ-ÏÀ-
ÃÝ áåëêè ïåðåíîñèëè íà íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó ñ
ïîìîùüþ ñòàíäàðòíîãî ïîëóñóõîãî ìåòîäà. Ìåìáðàíû
îêðàøèâàëè Ïîíñî (Serva, Ãåðìàíèÿ), îòìûâàëè â ÒÒÁÑ
(50 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 7.4, 150 ìÌ NaCl è 0.05 % Twe-
en-20), èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ â ÒÒÁÑ â ïðèñóòñò-
âèè 1 % ÁÑÀ è äîáàâëÿëè ëåêòèí WGA, êîíúþãèðîâàí-
íûé ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà (Sigma, ÑØÀ), ðàçâåäåííûé
1 : 500 â ÒÒÁÑ, ñîäåðæàùåì 0.5 % ÁÑÀ. Ïîñëå èíêóáà-
öèè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °C ìåìáðàíó òùàòåëüíî îòìû-
âàëè â ÒÒÁÑ, çàòåì â ÒÁÑ (ÒÒÁÑ áåç äîáàâëåíèÿ äåòåð-
ãåíòà Tween-20) è äëÿ ïðîÿâëåíèÿ ïåðîêñèäàçíîé ðåàê-
öèè èíêóáèðîâàëè â ñâåæåïðèãîòîâëåííîì ðàñòâîðå,
ñîäåðæàùåì ÒÁÑ, 15 % ìåòàíîëà, 0.05 % 4-õëîðî-1-íà-
ôòîëà (Sigma, ÑØÀ) è 0.02 % H2O2.

Ðåçóëüòàòû

Î á ù à ÿ î ö å í ê à ñ ò å ï å í è ã ë è ê î ç è ë è ð î â à -
í è ÿ á å ë ê î â ñ ï î ð P. g r y l l i. Íà ïåðâîì ýòàïå èññëå-
äîâàíèÿ áåëêè ñïîð P. grylli è æèðîâîãî òåëà õîçÿèíà
(ñâåð÷êîâ G. bimaculatus) áûëè ðàçäåëåíû ìåòîäîì
ÄÑÍ-ÏÀÃÝ ñ ïîñëåäóþùåé îêðàñêîé îáùèõ ãëèêîïðî-
òåèíîâ â ãåëå ñ ïîìîùüþ ïåðèîäàòà è ðåàãåíòà Øèôôà
(ðèñ. 1). ×óâñòâèòåëüíîñòü äàííîãî ìåòîäà äîâîëüíî
íèçêà è ïîçâîëÿåò îáíàðóæèòü ëèøü âûñîêîãëèêîçèëè-
ðîâàííûå áåëêè è ïðîòåîãëèêàíû (Jay et al., 1990). Ýòî
ïîäòâåðæäàåòñÿ îòñóòñòâèåì ÿðêîîêðàøåííûõ ïîëîñ ïðè
àíàëèçå ïðîá æèðîâîãî òåëà ñâåð÷êîâ. Íåñìîòðÿ íà íàëè-
÷èå ó íàñåêîìûõ êëàññè÷åñêîãî àïïàðàòà Ãîëüäæè è èí-
òåíñèâíûé ñèíòåç â èõ æèðîâîì òåëå òàêèõ ãëèêîïðîòåè-
íîâ, êàê âèòåëëîãåíèíû (Kempa-Tomm et al., 1990), àíà-
ëèç äàííûõ ïðîá ïîêàçàë ëèøü ïðèñóòñòâèå ìíîæåñòâà
ñëàáîîêðàøåííûõ ïîëîñ (ðèñ. 1, äîðîæêè 4, 5). Ñðåäè
áåëêîâ ñïîð ìèêðîñïîðèäèé îáùåå êîëè÷åñòâî îêðàøåí-
íûõ ïîëîñ îêàçàëîñü ìåíüøå (ðèñ. 1, äîðîæêà 1), îäíàêî
îòäåëüíûå ïîëîñû äåìîíñòðèðîâàëè áîëåå ÿðêóþ îêðàñ-
êó, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î âûñîêîé ñòåïåíè èõ ãëèêîçè-
ëèðîâàíèÿ. Ñðåäè âñåõ áåëêîâ ìèêðîñïîðèäèé è êëåòêè
õîçÿèíà íàèáîëåå ãëèêîçèëèðîâàííûì îêàçàëñÿ îñíîâ-
íîé áåëîê ïîëÿðíîé òðóáêè ïàðàçèòà PTP1 ñ ìîë. ìàññîé
îêîëî 56 êÄà (ðèñ. 1, äîðîæêà 1). Âûñîêàÿ ñòåïåíü ãëè-
êîçèëèðîâàíèÿ äàííîãî áåëêà ñîõðàíÿëàñü è ïîñëå ñîëþ-
áèëèçàöèè ýêñòðóçèðîâàííûõ ïîëÿðíûõ òðóáîê â ïðèñóò-
ñòâèè 50 % 2-ÌÝ (ðèñ. 1, äîðîæêà 3). Èíòåðåñíî îòìå-
òèòü, ÷òî â ñëó÷àå îñíîâíîãî áåëêà îáîëî÷êè ñïîðû ñ
ìîë. ìàññîé îêîëî 40 êÄà (p40) ïîëîæèòåëüíàÿ ðåàêöèÿ
îòñóòñòâîâàëà (ðèñ. 1, äîðîæêà 2). Íà îñíîâàíèè ïîëó-
÷åííûõ äàííûõ ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî íåêîòî-
ðûå áåëêè ñïîð ÿâëÿþòñÿ âûñîêîãëèêîçèëèðîâàííûìè.
Âåðîÿòíî, ýòî ñòðóêòóðíûå êîìïîíåíòû ñïîðû, è ïðè-
ñóòñòâèå â èõ ñîñòàâå çíà÷èòåëüíîãî êîëè÷åñòâà óãëåâîä-
íûõ êîìïîíåíòîâ íåîáõîäèìî äëÿ âûïîëíåíèÿ ñïåöè-
ôè÷íûõ ôóíêöèé. Â òî æå âðåìÿ îñíîâíàÿ ÷àñòü áåëêîâ
ñïîð èëè íå ãëèêîçèëèðîâàíà, èëè ñîäåðæèò íåáîëüøîå
÷èñëî óãëåâîäíûõ îñòàòêîâ. Ïîñêîëüêó íèçêàÿ ÷óâñòâè-
òåëüíîñòü äàííîãî ìåòîäà íå ïîçâîëÿåò âûÿâèòü ñëàáî-
ãëèêîçèëèðîâàííûå áåëêè, íà ñëåäóþùåì ýòàïå èññëåäî-
âàíèÿ áûëè èñïîëüçîâàíû áîëåå ÷óâñòâèòåëüíûå ìåòîäû
îáðàáîòêè áåëêîâ ñïåöèôè÷íûìè ãëèêîçèäàçàìè è ñâÿ-
çûâàíèÿ ñ ëåêòèíàìè.

Î ò ñ ó ò ñ ò â è å N-ã ë è ê î ç è ë è ð î â à í í û õ á å ë -
ê î â â ñ ï î ð à õ P. g r y l l i. Äëÿ îáíàðóæåíèÿ â ñïîðàõ
ìèêðîñïîðèäèè P. grylli ãëèêîïðîòåèíîâ ñ N-ñâÿçàííû-
ìè óãëåâîäíûìè öåïÿìè áûë èñïîëüçîâàí ìåòîä èõ îò-
ùåïëåíèÿ îò áåëêîâîé ìîëåêóëû ñ ïîìîùüþ âûñîêîñïå-
öèôè÷íîé N-ãëèêîçèäàçû F (Tarentino et al., 1985).
Ñ ýòîé öåëüþ èçáèðàòåëüíî ýêñòðàãèðîâàííûå áåëêè
îáîëî÷êè ñïîðû, âíóòðåííèå áåëêè ñïîð è áåëêè ïîëÿð-
íîé òðóáêè èíêóáèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè ôåðìåíòà è àíà-
ëèçèðîâàëè èçìåíåíèå èõ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæ-
íîñòè â ÏÀÀÃ ïîñëå îáðàáîòêè N-ãëèêîçèäàçîé F. Â êà-
÷åñòâå ïîëîæèòåëüíîãî êîíòðîëÿ áûë èñïîëüçîâàí
òðàíñôåðèí ÷åëîâåêà — ãëèêîïðîòåèí, ñîäåðæàùèé
N-ñâÿçàííûå óãëåâîäíûå öåïè. Êàê ïîêàçàëî ðàçäåëåíèå
áåëêîâ ìåòîäîì ÄÑÍ-ÏÀÃÝ, îáðàáîòêà òðàíñôåðèíà ÷å-
ëîâåêà N-ãëèêîçèäàçîé F ïðèâîäèëà ê ïîâûøåíèþ ýëåê-
òðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòè äàííîãî áåëêà â ãåëå çà
ñ÷åò óäàëåíèÿ N-ñâÿçàííûõ óãëåâîäíûõ êîìïîíåíòîâ
(ðèñ. 2, äîðîæêè 1, 2). Â òî æå âðåìÿ íè îäèí èç ýêñòðà-
ãèðîâàííûõ âíóòðåííèõ áåëêîâ ñïîð (ðèñ. 2, äîðîæêè 3,
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Ðèñ. 1. Âûÿâëåíèå ãëèêîïðîòåèíîâ â ñïîðàõ ìèêðîñïîðèäèè Paranosema grylli.

Áåëêè ðàçäåëÿëè ìåòîäîì ÄÑÍ-ÏÀÃÝ ñ ïîñëåäóþùèì îêðàøèâàíèåì â ïðèñóòñòâèè ïåðèîäàòà è ðåàãåíòà Øèôôà äëÿ îáíàðóæåíèÿ óãëåâîäîâ (à) èëè
Êóìàññè R-250 äëÿ âûÿâëåíèÿ áåëêîâ (á). Äîðîæêè: 1 — îáùèé ýêñòðàêò áåëêîâ ñïîð P. grylli (ðàçðóøåííûå ñïîðû êèïÿòèëè 10 ìèí â ïðèñóòñòâèè
0.1 Ì Òðèñ-HCl, pH 8.0, 2 % ÄÑÍ è 5 % 2-ÌÝ); 2 — îñíîâíîé áåëîê îáîëî÷êè p40, ýêñòðàãèðîâàííûé â õîäå èíêóáàöèè èíòàêòíûõ ñïîð â 10 ìÌ KOH è
170 ìÌ KCl; 3 — ñïîðû ïîñëå ñòèìóëÿöèè âûáðîñà ïîëÿðíûõ òðóáîê áûëè îòìûòû 3%-íûì ÄÑÍ, áåëêè ïîëÿðíîé òðóáêè ýêñòðàãèðîâàíû â ïðèñóòñò-
âèè 50 % 2-ÌÝ; 4, 5 — ñîîòâåòñòâåííî ðàñòâîðèìàÿ è ìåìáðàííàÿ ôðàêöèè æèðîâîãî òåëà ñâåð÷êîâ Gryllus bimaculatus. PTP1 — îñíîâíîé áåëîê ïî-

ëÿðíîé òðóáêè (56 êÄà).

Ðèñ. 2. Îáðàáîòêà áåëêîâ ñïîð Paranosema grylli N-ãëèêîçèäà-
çîé F.

Ïðîáû ñîäåðæàëè: òðàíñôåððèí ÷åëîâåêà (1, 2), âíóòðåííèå áåëêè ñïîð
(3, 4), ïîâåðõíîñòíûå áåëêè ñïîð (5, 6) è áåëêè ïîëÿðíîé òðóáêè (7, 8).
1, 3, 5, 7 — ïðîáû îáðàáîòàíû ôåðìåíòîì, 2, 4, 6, 8 — êîíòðîëü;

ÄÑÍ-ÏÀÃÝ.

Ðèñ. 3. Ãèáðèäèçàöèÿ îáùèõ áåëêîâ õîçÿèíà (æèðîâîãî òåëà
ñâåð÷êà) è ñïîð Paranosema grylli ñ ëåêòèíîì WGA, êîíúþãè-

ðîâàííûì ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà.

Äîðîæêè: 1, 2 — áåëêè õîçÿèíà, ñîîòâåòñòâåííî îêðàøåííûå Ïîíñî è
èíêóáèðîâàííûå ñ WGA-ïåðîêñèäàçîé; 3, 4 — áåëêè ñïîð ïàðàçèòà, ñî-
îòâåòñòâåííî îêðàøåííûå Ïîíñî è èíêóáèðîâàííûå ñ WGA-ïåðîêñèäà-

çîé.



4), áåëêîâ îáîëî÷êè (ðèñ. 2, äîðîæêè 5, 6) è ïîëÿðíîé
òðóáêè (ðèñ. 2, äîðîæêè 7, 8) íå ïîêàçàë èçìåíåíèÿ ýëåê-
òðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòè ïîñëå îáðàáîòêè äàí-
íûì ôåðìåíòîì. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò â ïîëüçó îòñóòñò-
âèÿ N-ñâÿçàííûõ óãëåâîäíûõ öåïåé â ñîñòàâå áåëêîâ
P. grylli.

Ñ öåëüþ ïîäòâåðäèòü äàííûå, ïîëó÷åííûå â õîäå ýê-
ñïåðèìåíòîâ ñ N-ãëèêîçèäàçîé F, îáùèå ôðàêöèè áåëêîâ
ñïîð P. grylli è õîçÿèíà (æèðîâîãî òåëà ñâåð÷êà) áûëè ïå-
ðåíåñåíû íà íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó è èíêóáèðî-
âàíû â ïðèñóòñòâèè ëåêòèíà WGA, âûäåëåííîãî èç çàðî-
äûøåé ïøåíèöû è êîíúþãèðîâàííîãî ñ ïåðîêñèäàçîé
õðåíà. Ëåêòèí WGA ðàñïîçíàåò îñòàòêè è îëèãîìåðû
N-àöåòèë-â-D-ãëèêîçàìèíà è, ñëåäîâàòåëüíî, ÿâëÿåòñÿ
ñïåöèôè÷íûì äëÿ N-ãëèêîçèëèðîâàííûõ áåëêîâ. Êàê è
ñëåäîâàëî îæèäàòü, WGA-ïåðîêñèäàçíûå êîíúþãàòû
ðàñïîçíàâàëè öåëûé ðÿä áåëêîâ ðàçëè÷íîé ìîëåêóëÿð-

íîé ìàññû â ïðîáàõ æèðîâîãî òåëà õîçÿèíà (ðèñ. 3, äî-
ðîæêè 1, 2). Â òî æå âðåìÿ â ïðîáàõ ñïîð íè îäèí áåëîê
íå ïðîäåìîíñòðèðîâàë ñïåöèôè÷íîãî îêðàøèâàíèÿ
(ðèñ. 3, äîðîæêè 3, 4). Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ äàí-
íûõ ìîæíî ñäåëàòü âûâîä îá îòñóòñòâèè N-ãëèêîçèëèðî-
âàííûõ áåëêîâ â ñïîðàõ äàííîãî âèäà ìèêðîñïîðèäèé.

Â û ÿ â ë å í è å î ñ ò à ò ê î â ì à í í î ç û â ñ ò ð ó ê -
ò ó ð í û õ á å ë ê à õ ñ ï î ð P. g r y l l i. Êàê îòìå÷àëîñü
âûøå, àíàëèç ïðåäïîëàãàåìûõ êîäèðóþùèõ áåëîê ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòåé â ãåíîìå ìèêðîñïîðèäèè E. cuniculi âû-
ÿâèë íàëè÷èå ôåðìåíòîâ, ó÷àñòâóþùèõ â O-ìàííî-
çèëèðîâàíèè áåëêîâ. Â ñâÿçè ñ ýòèì ïðåäñòàâëÿëî èíòå-
ðåñ ïîëó÷èòü áèîõèìè÷åñêîå ïîäòâåðæäåíèå ïðèñóòñò-
âèÿ îñòàòêîâ ìàííîçû â ñîñòàâå ðàçëè÷íûõ áåëêîâ ìèê-
ðîñïîðèäèé, â ïåðâóþ î÷åðåäü â ñîñòàâå ñòðóêòóðíûõ
êîìïîíåíòîâ ñïîðû. Ñ ýòîé öåëüþ áûëà ïðîâåäåíà èçáè-
ðàòåëüíàÿ ñîëþáèëèçàöèÿ îñíîâíîãî áåëêà îáîëî÷êè
ñïîðû P. grylli p40 è áåëêîâ ïîëÿðíîé òðóáêè (Äîëãèõ,
Ñåìåíîâ, 2003) è ïðåäïðèíÿòà ïîïûòêà èõ ïðåöèïèòàöèè
â ïðèñóòñòâèè ëåêòèíà GNA, êîíúþãèðîâàííîãî ñ àãà-
ðîçíûìè øàðèêàìè. Äàííûé ëåêòèí âûäåëåí èç ïîä-
ñíåæíèêà Galanthus nivalis è ñïåöèôè÷íî ðàñïîçíàåò
òåðìèíàëüíûå îñòàòêè ìàííîçû. Â ðåçóëüòàòå ýêñïåðè-
ìåíòà áûëî ïîêàçàíî, ÷òî, íåñìîòðÿ íà îòñóòñòâèå ïîëî-
æèòåëüíîé ðåàêöèè ïðè îêðàñêå p40 â ïðèñóòñòâèè ïåðè-
îäàòà è ðåàãåíòà Øèôôà, äàííûé áåëîê ñâÿçûâàåòñÿ ñ
GNA-àãàðîçîé (ðèñ. 4). Ñïîñîáíîñòü p40 ñâÿçûâàòüñÿ ñ
ëåêòèíîì íàðóøàëàñü ïîñëå îáðàáîòêè áåëêà á- è â-ìàí-
íîçèäàçàìè (ðèñ. 4, äîðîæêè 7, 8), íî íå çàâèñåëà îò ïðè-
ñóòñòâèÿ â èíêóáàöèîííîé ñðåäå 1 % íåèîííîãî äåòåð-
ãåíòà Òðèòîíà X-100 (ðèñ. 4, äîðîæêà 3), ÷òî ñâèäåòåëü-
ñòâóåò î ñïåöèôè÷íîñòè äàííîãî ïðîöåññà. Îäíàêî â
ðåçóëüòàòå èíêóáàöèè ëèøü ÷àñòü ñîëþáèëèçèðîâàííîãî
áåëêà ñâÿçûâàëàñü ñ GNA-àãàðîçîé. Ïîñêîëüêó èíêóáà-
öèÿ îäíîé è òîé æå àëèêâîòû ñîëþáèëèçèðîâàííîãî p40
ñ âîçðàñòàþùèìè îáúåìàìè GNA-àãàðîçû íå ïðèâîäèëà
ê çàìåòíîìó óâåëè÷åíèþ êîëè÷åñòâà ïðåöèïèòèðóåìîãî
áåëêà (ðèñ. 4, äîðîæêè 1, 2, 5), íàáëþäàåìîå ÷àñòè÷íîå
ñâÿçûâàíèå íå ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì íåäîñòàòî÷íîé åìêî-
ñòè èñïîëüçîâàííîãî ñîðáåíòà.

Â òî æå âðåìÿ íè îäèí èç òðåõ ýêñòðàãèðîâàííûõ
áåëêîâ ïîëÿðíîé òðóáêè íå ïîêàçàë ñâÿçûâàíèÿ ñ
GNA-àãàðîçîé (ðèñ. 5). Äàæå â ñëó÷àå PTP1, ÿâëÿþùåãî-
ñÿ ñàìûì âûñîêîãëèêîçèëèðîâàííûì áåëêîì ñïîð, íå
áûëî îáíàðóæåíî ñïåöèôè÷íîãî óçíàâàíèÿ ìàííîçíûõ
îñòàòêîâ äàííûì ëåêòèíîì.

Îáñóæäåíèå

Â ïîñëåäíèå âðåìÿ â íàó÷íîé ëèòåðàòóðå ñòàëè ïîÿâ-
ëÿòüñÿ ïåðâûå áèîõèìè÷åñêèå äàííûå, ïîäòâåðæäàþùèå
ðåçóëüòàòû ðàñøèôðîâêè ãåíîìà ìèêðîñïîðèäèè E. cuni-
culi. Ýòè èññëåäîâàíèÿ ïîñâÿùåíû èçó÷åíèþ îñîáåííî-
ñòåé ãëèêîçèëèðîâàíèÿ îñíîâíîãî áåëêà ïîëÿðíîé òðóá-
êè PTP1 ó ìèêðîñïîðèäèè E. hellem — ïðåäñòàâèòåëÿ
òîãî æå ðîäà Encephalitozoon (Xu et al., 2004). Â ÷àñòíî-
ñòè, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ýëåêòðîôîðåòè÷åñêàÿ ïîäâèæ-
íîñòü äàííîãî áåëêà íå èçìåíÿåòñÿ â ðåçóëüòàòå åãî îá-
ðàáîòêè ãëèêîçèäàçàìè, ñïåöèôè÷íûìè ê N-ñâÿçàííûì
óãëåâîäíûì öåïÿì. Îäíàêî PTP1 E. helem ðàñïîçíàâàëñÿ
ëåêòèíîì ConA, ñïåöèôè÷íûì ê îñòàòêàì ìàííîçû è
ãëþêîçû. Ïîñêîëüêó ýòî ñâÿçûâàíèå íàðóøàëîñü â ïðè-
ñóòñòâèè á-ìåòèë-ìàííîïèðàíîçèäà, àâòîðû ñäåëàëè âû-
âîä î ìàííîçèëèðîâàíèè PTP1.
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Ðèñ. 4. Ñâÿçûâàíèå îñíîâíîãî áåëêà îáîëî÷êè ñïîð Paranosema
grylli ñ GNA-àãàðîçîé.

50 ìêë ýêñòðàãèðîâàííîãî èç èíòàêòíûõ ñïîð áåëêà (1) èíêóáèðîâàëè â
ïðèñóòñòâèè 100 (2) 50 (3, 4, 6—8) èëè 12.5 (5) ìêë 50%-íîé ñóñïåíçèè
øàðèêîâ àãàðîçû ñ ïðèøèòûì ëåêòèíîì; äîïîëíèòåëüíî ñâÿçûâàíèå ïðî-
âîäèëè â ïðèñóòñòâèè 1 % Òðèòîíà X-100 (3) è ïîñëå îáðàáîòêè áåëêà
â-ìàííîçèäàçîé (7), á-ìàííîçèäàçîé (8) èëè ïîñëå êîíòðîëüíîé èíêóáà-
öèè â áóôåðå äëÿ ìàííîçèäàçû (6). Îñàäêè îòìûâàëè è ñâÿçàâøèåñÿ áåëêè
ýëþèðîâàëè êèïÿ÷åíèåì 10 ìèí â 50 ìêë ðàñòâîðà 0.1 Ì Òðèñ-HCl,

pH 8.0, ñîäåðæàùåãî 2 % ÄÑÍ è 5 % 2-ÌÝ.

Ðèñ. 5. Îòñóòñòâèå ñïåöèôè÷íîãî ñâÿçûâàíèÿ ýêñòðàãèðîâàí-
íûõ áåëêîâ ïîëÿðíîé òðóáêè Paranosema grylli ñ GNA-àãàðî-

çîé.

1 — ñïîðû ïîñëå ñòèìóëÿöèè âûáðîñà ïîëÿðíûõ òðóáîê áûëè îòìûòû â
3%-íîì ÄÑÍ, áåëêè ïîëÿðíîé òðóáêè ýêñòðàãèðîâàíû â ïðèñóòñòâèè 5 %
2-ÌÝ, ðàñòâîð ðàçáàâëåí âîäîé â 2 ðàçà; 2 — îòñóòñòâèå ñïåöèôè÷íîãî
ñâÿçûâàíèÿ ïðè èíêóáàöèè 70 ìêë ïîëó÷åííîãî ýêñòðàêòà â ïðèñóòñòâèè
40 ìêë 50%-íîé GNA-àãàðîçû. PTP1 — îñíîâíîé áåëîê ïîëÿðíîé òðóá-

êè (56 êÄà).



Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû âûáðàëè â êà÷åñòâå îáúåêòà
èññëåäîâàíèÿ ìèêðîñïîðèäèþ P. grylli. Ïðåäñòàâèòåëè
ðîäà Paranosema ðàçâèâàþòñÿ â æèðîâîì òåëå íàñåêî-
ìûõ è ôèëîãåíåòè÷åñêè óäàëåíû îò ïðåäñòàâèòåëåé ðîäà
Encephalitozoon, ÿâëÿþùèõñÿ ïàðàçèòàìè ìëåêîïèòàþ-
ùèõ. Òàêèì îáðàçîì, ñîïîñòàâëåíèå ïîëó÷åííûõ íàìè
ðåçóëüòàòîâ è äàííûõ èç ëèòåðàòóðû ïîçâîëÿåò ñäåëàòü
íåêîòîðûå îáùèå âûâîäû îá îñîáåííîñòÿõ ãëèêîçèëèðî-
âàíèÿ áåëêîâ ìèêðîñïîðèäèé. Â ïåðâóþ î÷åðåäü ñëåäóåò
ïðèçíàòü, ÷òî íåñïîñîáíîñòü êëåòêè ìèêðîñïîðèäèé ê
N-ñâÿçàííîìó ãëèêîçèëèðîâàíèþ ìåìáðàííûõ è ñåêðå-
òèðóåìûõ áåëêîâ, âåðîÿòíåå âñåãî, ÿâëÿåòñÿ îáùèì ñâîé-
ñòâîì ãðóïïû. Ýòî ïîäòâåðæäàåòñÿ êàê ðåçóëüòàòàìè
ðàñøèôðîâêè ãåíîìà E. cuniculi, òàê è áèîõèìè÷åñêèìè
äàííûìè, ïîëó÷åííûìè ïðè èçó÷åíèè ïðåäñòàâèòåëåé
äâóõ ôèëîãåíåòè÷åñêè óäàëåííûõ ðîäîâ ìèêðîñïîðèäèé.

Ïðè ýòîì ìèêðîñïîðèäèè ñîõðàíèëè ñïîñîáíîñòü ê
O-ñâÿçàííîìó ìàííîçèëèðîâàíèþ áåëêîâ. Îá ýòîì ñâè-
äåòåëüñòâóåò íå òîëüêî ïðèñóòñòâèå ñîîòâåòñòâóþùèõ
ãåíîâ â ãåíîìå E. cuniculi (Katinka et al., 2001), íî è áèî-
õèìè÷åñêèå äàííûå, ïîëó÷åííûå ïðè èçó÷åíèè îñîáåí-
íîñòåé ãëèêîçèëèðîâàíèÿ îñíîâíîãî áåëêà ïîëÿðíîé
òðóáêè E. hellem (Xu et al., 2004) è îñíîâíîãî áåëêà îáî-
ëî÷êè ñïîð P. grylli (íàñòîÿùàÿ ðàáîòà). Áîëåå òîãî, â
Èíòåðíåòå ïîÿâèëàñü èíôîðìàöèÿ î íàõîäÿùåéñÿ â ïå÷à-
òè ñòàòüå, äåìîíñòðèðóþùåé ïðèñóòñòâèå â ñïîðàõ ìèê-
ðîñïîðèäèé E. cuniculi è P. locustae O-ñâÿçàííûõ ãëèêà-
íîâ, ñîñòîÿùèõ èç ëèíåéíûõ öåïåé á1,2-ñâÿçàííûõ
îñòàòêîâ ìàííîçû (Taupin et al., 2007).

Âìåñòå ñ òåì ðÿä âîïðîñîâ, ñâÿçàííûõ ñ ìàííîçèëè-
ðîâàíèåì áåëêîâ ìèêðîñîïðèäèé, îñòàåòñÿ íåÿñíûì. Íà-
ïðèìåð, íå ñîâñåì ïîíÿòíî, ïî÷åìó ëèøü ÷àñòü p40
P. grylli ñâÿçûâàåòñÿ ñ GNA-àãàðîçîé. Îäíî èç âîçìîæ-
íûõ îáúÿñíåíèé ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî ëèøü
÷àñòü ìîëåêóë p40 ñîäåðæèò îñòàòêè ìàííîçû. Ïðè ýòîì
êîëè÷åñòâî óãëåâîäíûõ îñòàòêîâ, ñâÿçàííûõ ñ îòäåëüíîé
ìîëåêóëîé, íå ÿâëÿåòñÿ äîñòàòî÷íûì äëÿ âèçóàëüíî ðàç-
ëè÷èìîãî ðàçäåëåíèÿ ãëèêîçèëèðîâàííîé è íåãëèêîçè-
ëèðîâàííîé ôîðì áåëêà ïðè ýëåêòðîôîðåçå. ×àñòè÷íîå
äåãëèêîçèëèðîâàíèå p40 ìîæåò áûòü êàê ðåçóëüòàòîì àê-
òèâíîñòè ìàííîçèäàç öèòîïëàçìû êëåòêè õîçÿèíà, òàê
è ñëåäñòâèåì ýêñòðàêöèè áåëêà â ùåëî÷íûõ óñëîâèÿõ.
Äðóãîå îáúÿñíåíèå ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ ðàçíîé àôôèí-
íîñòüþ ëåêòèíà GNA ê îëèãîìåðàì ìàííîçû. Äàí-
íûé ëåêòèí ïðîÿâëÿåò ïðèáëèçèòåëüíî â 10 ðàç áîëåå âû-
ñîêóþ ñâÿçûâàþùóþ ñïîñîáíîñòü ïî îòíîøåíèþ ê
á1,3-ñâÿçàííûì òåðìèíàëüíûì îñòàòêàì ìàííîçû, ÷åì
ê îñòàòêàì, ñâÿçàííûì á1,2-ñâÿçüþ (Shibuya et al., 1998).
Ïîñêîëüêó â ãåíîìå ìèêðîñïîðèäèé îáíàðóæåíà
ëèøü á1,2-ìàííîçèëòðàíñôåðàçà, à á1,3-ìàííîçèëòðàíñ-
ôåðàçà îòñóòñòâóåò, ñâÿçûâàþùàÿ ñïîñîáíîñòü GNA ëåê-
òèíà ïî îòíîøåíèþ ê p40 è äðóãèì ìàííîçèëèðîâàííûì
áåëêàì ìèêðîñïîðèäèé ìîæåò áûòü íåäîñòàòî÷íî âû-
ñîêîé.

Îòêðûòûì îñòàåòñÿ âîïðîñ è îá îñîáåííîñòÿõ ãëèêî-
çèëèðîâàíèÿ áåëêîâ ïîëÿðíîé òðóáêè ìèêðîñïîðèäèé.
Íåñìîòðÿ íà èíòåíñèâíîå ãëèêîçèëèðîâàíèå PTP1, ýêñ-
òðàãèðîâàííûå áåëêè ïîëÿðíîé òðóáêè P. grylli íå ïîêà-
çàëè ñâÿçûâàíèÿ ñ GNA-àãàðîçîé. Êàê áûëî îòìå÷åíî
âûøå, ñõîäíûé ðåçóëüòàò áûë îòìå÷åí è â ñëó÷àå PTP1
E. hellem (Xu et al., 2004), íåñìîòðÿ íà òî ÷òî äàííûé áå-
ëîê ðàñïîçíàâàëñÿ ëåêòèíîì ConA. Ïîñêîëüêó ïðèñîåäè-
íåíèå ìàííîçíûõ îñòàòêîâ, ïî-âèäèìîìó, ÿâëÿåòñÿ åäèí-
ñòâåííûì ñïîñîáîì ãëèêîçèëèðîâàíèÿ áåëêîâ ìèêðîñïî-
ðèäèé, ïîëó÷åííûé ðåçóëüòàò ìîæåò áûòü ñâÿçàí êàê ñî

ñòðóêòóðíûìè îñîáåííîñòÿìè PTP1, ïðåïÿòñòâóþùèìè
âçàèìîäåéñòâèþ óãëåâîäíûõ öåïåé ñ äàííûì ëåêòèíîì,
òàê è ñ íèçêîé ñâÿçûâàþùåé ñïîñîáíîñòüþ GNA ïî îò-
íîøåíèþ ê á1,2-ñâÿçàííûì òåðìèíàëüíûì îñòàòêàì
ìàííîçû.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-49616).
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PECULIARITIES OF PROTEIN GLYCOSYLATION IN THE SPORES OF THE MICROSPORIDIA
PARANOSEMA (ANTONOSPORA) GRYLLI
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Long adaptation of microsporidia, a large group of fungi-related protozoa, to intracellular lifestyle has re-
sulted in drastic minimization of a parasite cell. Thus, diversity of carbohydrates in microsporidia glycoproteins
and proteoglycans is expected to be restricted by O-linked manno-oligosaccharides because three genes invol-
ved in O-mannosylation of proteins and no components of N-linked glycosylation machinery were found in ge-
nome of human pathogen Encephalitozoon cuniculi. In this study we investigated glycosylation of spore prote-
ins of microsporidia Paranosema (Antonospora) grylli infecting crickets Gryllus bimaculatus. Using periodic
acid-Shiff reagent staining we have demonstrated that some P. grylli spore proteins are highly-glycosylated. The
major polar tube protein (PTP1) of 56 kDa was shown as the most intensively decorated band. The experiments
with N-glycosidase F and WGA lectin did not reveal any N-glycosylated proteins in P. grylli spores. At the sa-
me time, incubation of major spore wall protein of 40 kDa (p40) with mannose specific lectin GNA resulted in
specific binding that was reduced by pretreatment of the protein with mannosidases. Interestingly, in spite of
PTP1 glycosylation, polar tube proteins extracted from P. grylli spores were not precipitated by GNA-agarose.
Since P. grylli and E. cuniculi are distantly related, our data suggest that dramatic reduction of protein glycosy-
lation machinery is a common feature of microsporidia.

K e y w o r d s: microsporidia, spores, protein glycosylation, glycoproteins.
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