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Áåëîê òåïëîâîãî øîêà a-êðèñòàëëèíîâîãî òèïà èç ìèêîïëàçìû

Âûÿâëåíî çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà îñíîâíûõ áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà (ÁÒØ) â êëåòêàõ
Acholeplasma laidlawii ïîñëå òåïëîâîãî âîçäåéñòâèÿ íà êëåòêè â æèäêîé êóëüòóðå, ïðè÷åì êîëè÷åñòâî
ìàëîãî ÁÒØ, íàçâàííîãî íàìè p17, óâåëè÷èâàëîñü â ñîòíè ðàç. Áåëîê p17 âûäåëåí è èäåíòèôèöèðîâàí
êàê ÁÒØ á-êðèñòàëëèíîâîãî òèïà (á-ÁÒØ) â ðåçóëüòàòå ñèêâåíñà 15 àìèíîêèñëîò ñ N-êîíöà åãî ïîëè-
ïåïòèäíîé öåïè, ïîñëåäóþùåãî íàõîæäåíèÿ ñîîòâåòñòâóþùåé îòêðûòîé ðàìêè ñ÷èòûâàíèÿ (ÎÐÔ) â
ïîëíîñòüþ ïðî÷òåííîì ãåíîìå A. laidlawii PG 8A è êîìïüþòåðíîãî ïîèñêà ãîìîëîãè÷íûõ ÎÐÔ âî âñåõ
17 ãåíîìàõ ìèêîïëàçì, ñåêâåíèðîâàííûõ ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ãåíû, êîäèðóþùèå
á-ÁÒØ, îòñóòñòâóþò â ãåíîìàõ âñåõ èçó÷åííûõ ïðåäñòàâèòåëåé êëàññà Mollicutes (ìèêîïëàçìû), çà èñê-
ëþ÷åíèåì èññëåäîâàííîé íàìè àõîëåïëàçìû è äâóõ âèäîâ Phytoplasma. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî íàëè÷èå
èëè îòñóòñòâèå á-ÁÒØ ó ìèêðîîðãàíèçìà ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî ïðåäñòàâèòåëè ñåìåéñòâ Acho-
leplasmataceae è Phytoplasmataceae îáèòàþò ãëàâíûì îáðàçîì â òêàíÿõ ðàñòåíèé â îòëè÷èå îò áîëüøèí-
ñòâà ìèêîïëàçì ñåìåéñòâà Mycoplasmataceae, íàñåëÿþùèõ òêàíè æèâîòíûõ è ÷åëîâåêà, ò. å. èñïîëüçóþ-
ùèõ ýêîëîãè÷åñêèå íèøè ñ îòíîñèòåëüíî ïîñòîÿííîé òåìïåðàòóðîé.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìèêîïëàçìû, áåëêè òåïëîâîãî øîêà, á-ÁÒØ, áèîèíôîðìàòèêà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÁÒØ — áåëêè òåïëîâîãî øîêà, á-ÁÒØ — áåëêè òåïëîâîãî øîêà á-êðè-
ñòàëëèíîâîãî òèïà, ÄÄÑ — äîäåöèëñóëüôàò íàòðèÿ, ÏÀÀÃ — ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü, PPLO — «Pleu-
ro-Pneumonia Like Organism» — óñòàðåâøåå îáîçíà÷åíèå ìèêîïëàçì êàê îðãàíèçìîâ, ïîäîáíûõ âûçûâà-
þùèì ïëåâðîïíåâìîíèþ êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà.

Äàâíî èçâåñòíî, ÷òî ïðè ïîäúåìå òåìïåðàòóðû äî
ñóáëåòàëüíûõ çíà÷åíèé êëåòêè â êóëüòóðå è öåëûå îðãà-
íèçìû ïðèîñòàíàâëèâàþò ñèíòåç áîëüøèíñòâà îáû÷íûõ
áåëêîâ è óâåëè÷èâàþò ñêîðîñòü ñèíòåçà îñîáîãî íàáîðà
áåëêîâ, íàçûâàåìûõ áåëêàìè òåïëîâîãî øîêà (ÁÒØ).
ÁÒØ áûëè îáíàðóæåíû ó ìíîãèõ ýóêàðèîò è áàêòåðèé
(Lindquist, 1966). Ìèêîïëàçìû íå ñîñòàâèëè èñêëþ÷åíèÿ.
ÁÒØ ìèêîïëàçì âïåðâûå áûëè âûÿâëåíû â íàøåé ëàáî-
ðàòîðèè. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè óâåëè÷åíèè òåìïåðàòó-
ðû êóëüòóðàëüíîé ñðåäû ñ 32 äî 44 °Ñ íà 2 ÷ êëåòêè Acho-
leplasma laidlawii óñêîðÿþò ñèíòåç îêîëî äåñÿòè ïîëèïåï-
òèäîâ íà ôîíå ïîäàâëåíèÿ ñèíòåçà îñòàëüíûõ áåëêîâ,
ïðè÷åì â íàèáîëüøåé ñòåïåíè âîçðàñòàåò êîëè÷åñòâî ïî-
ëèïåïòèäîâ ñ ìîë. ìàññàìè 72, 65, 17 è 10 êÄà (Borchseni-
us et al., 1990). Íàëè÷èå ÁÒØ ó ìèêîïëàçì, ïðè òîì ÷òî
ãåíîìû ýòèõ ìèêðîîðãàíèçìîâ çíà÷èòåëüíî ðåäóöèðîâà-
íû, óêàçûâàåò íà ôóíäàìåíòàëüíîå çíà÷åíèå ÁÒØ äëÿ
æèçíåîáåñïå÷åíèÿ êëåòêè, â òîì ÷èñëå «ìèíèìàëüíîé».
Ñèíòåç ÁÒØ ó ðÿäà ìèêîïëàçì íåçàâèñèìî ïîêàçàí è äðó-
ãèìè àâòîðàìè (Dascher et al., 1990).

Ïîçæå ñèíòåç ÁÒØ ó ìèêîïëàçì íåñêîëüêèõ âèäîâ
áûë èññëåäîâàí íàìè ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà ñ ïðèìå-

íåíèåì ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê ÁÒØ 70 ÷åëîâåêà è ïî-
ëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê áàêòåðèàëüíûì áåëêàì GroEL è
GroES. Ïðè ýòîì ïîëèïåïòèäû, ñèíòåçèðóåìûå êëåòêàìè
A. laidlawii, ñ ìîë. ìàññîé 72 êÄà áûëè èäåíòèôèöèðîâà-
íû êàê øàïåðîíû DnaK (áàêòåðèàëüíûé àíàëîã ÁÒØ 70
÷åëîâåêà), à ïîëèïåïòèäû ñ ìîë. ìàññàìè 65 è 10 êÄà —
êàê àíàëîãè èçâåñòíûõ áàêòåðèàëüíûõ øàïåðîíîâ GroEL
è GroES ñîîòâåòñòâåííî (Âîíñêèé è äð., 1993; Âîíñêèé,
2001). Ãåí, êîäèðóþùèé DnaK A. laidlawii, áûë ñåêâåíè-
ðîâàí (Âîíñêèé è äð., 1998).

Â äàííîé ðàáîòå ìû ïðîäîëæèëè èçó÷åíèå ÁÒØ A. la-
idlawii ñ öåëüþ èäåíòèôèêàöèè ïîëèïåïòèäà p17, êîòî-
ðûé â ñîîòâåòñòâèè ñ ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé ìîæåò áûòü
îòíåñåí ê ñåìåéñòâó ìàëûõ ÁÒØ (ìÁÒØ).

Èçâåñòíî, ÷òî ðàçìåð ïîëèïåïòèäíîé öåïè ìÁÒØ ó
ðàçíûõ îðãàíèçìîâ âàðüèðóåò îò 10 äî 43 êÄà, ïðè÷åì
áîëüøèíñòâî èç íèõ — îò 14 äî 27 êÄà. Çíà÷èòåëüíàÿ
÷àñòü áåëêîâ ýòîãî ñåìåéñòâà ó àðõåé, áàêòåðèé è ýóêàðè-
îò ñîäåðæèò öåíòðàëüíûé êîíñåðâàòèâíûé ó÷àñòîê, òàê
íàçûâàåìûé á-êðèñòàëëèíîâûé äîìåí, è îáëàäàåò øàïå-
ðîííîé àêòèâíîñòüþ. Ìàëûå ÁÒØ, ñîäåðæàùèå á-êðèñ-
òàëëèíîâûé äîìåí, íàçâàíû á-ÁÒØ (De Jong et al., 1998),
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è øàïåðîííûå ôóíêöèè áåëêîâ ýòîãî ñåìåéñòâà õîðîøî
èçó÷åíû, îñîáåííî ó áàêòåðèé (Richmond et al., 1999; Na-
rberhaus, 2002). Â ñâÿçè ñ ýòèì ïðåäñòàâëÿëîñü èíòåðåñ-
íûì âûÿñíèòü, ñîäåðæèò ëè ïîëèïåïòèä p17 A. laidlawii
á-êðèñòàëëèíîâûé äîìåí è ðàñïîëàãàþò ëè ïîäîáíûìè
ñòðóêòóðàìè áåëêè ìèêîïëàçì äðóãèõ âèäîâ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàí øòàìì ìèêîïëàçìû Acholeplas-
ma laidlawii PG8A èç êîëëåêöèè Îòäåëà êëåòî÷íûõ êóëü-
òóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ. Êóëüòèâèðîâàíèå ïðîâî-
äèëè íà ìîäèôèöèðîâàííîé æèäêîé ñðåäå PPLO (Chanock
et al., 1961) ñ äîáàâëåíèåì 10 % ëîøàäèíîé ñûâîðîòêè
(Sigma) è íà ñèíòåòè÷åñêîé ñðåäå (Rodwell, 1983). Ñèí-
òåç ÁÒØ â êëåòêàõ ìèêîïëàçì èíäóöèðîâàëè ïåðåíîñîì
êóëüòóðû, âûðàùåííîé ïðè 32 °Ñ äî ñåðåäèíû ýêñïîíåí-
öèàëüíîé ôàçû ðîñòà (OD610 = 0.1, îêîëî 108 ÊÎÅ/ìë), â
óñëîâèÿ ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðû (39 èëè 44 °Ñ) íà
90 ìèí. Äëÿ áûñòðîãî èçìåíåíèÿ òåìïåðàòóðû â ýòèõ ýêñ-
ïåðèìåíòàõ ìèêîïëàçìû âûðàùèâàëè â îáúåìå 5 ìë è
ñòàâèëè òåïëîâîé øîê â âîäÿíîé áàíå. ×åðåç 90 ìèí êóëü-
òóðó ìèêîïëàçìû ïåðåíîñèëè íà 37 °Ñ è ïðîäîëæàëè
êóëüòèâèðîâàíèå åùå 90 ìèí. Òàêîé ðåæèì òåïëîâîãî
øîêà îáåñïå÷èâàë ìàêñèìàëüíîå íàêîïëåíèå ÁÒØ â êëåò-
êàõ. Ìèêîïëàçìû ñîáèðàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè
10 000 îá/ìèí â òå÷åíèå 15 ìèí.

Ââåäåíèå ìåòêè â ñèíòåçèðóåìûå ïðè òåïëîâîì øîêå
áåëêè ïðîâîäèëè, äîáàâëÿÿ ê êóëüòóðå ìèêîïëàçì, âûðà-
ùèâàåìîé íà ñèíòåòè÷åñêîé ñðåäå, 35S-ìåòèîíèí (óä. àêò.
11 ÏÁê/ìîëü; ÃÈÏÕ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) â êîëè÷åñòâå
2 ÌÁê íà 1 ìë ñðåäû ïîñëå ïåðåíîñà êóëüòóðû íà 44 °Ñ.
Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ðîñò ìèêîïëàçì íà ñèíòåòè÷åñêîé ñðå-
äå çàìåäëåí ïî ñðàâíåíèþ ñ ðîñòîì íà ñðåäå PPLO,
ñèíòåòè÷åñêàÿ ñðåäà îáåñïå÷èâàëà ëó÷øåå âêëþ÷åíèå ìå-
òèîíèíà â íîâîñèíòåçèðîâàííûå áåëêè. Èíêóáàöèþ ïðî-
äîëæàëè 30 ìèí, ïîñëå ÷åãî ñèíòåç áåëêîâ îñòàíàâëè-
âàëè äîáàâëåíèåì õëîðàìôåíèêîëà äî êîíöåíòðàöèè
200 ìêã/ìë è îõëàæäàëè êóëüòóðó íà ëåäÿíîé áàíå. Êëåò-
êè ñîáèðàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì è îòìûâàëè îò ñâîáîä-
íîãî 35S-ìåòèîíèíà ðàñòâîðîì PBS (1�).

Ýëåêòðîôîðåç áåëêîâûõ ïðåïàðàòîâ ïðîâîäèëè â
12%-íîì ÄÄÑ-ÏÀÀÃ ñî ñòóïåí÷àòîé áóôåðíîé ñèñòåìîé
ïî Ëýììëè (Laemmli, 1970) è îêðàñêîé Coomassie R250
(Sigma).

Ñèíòåçèðîâàííûå â ïðîöåññå òåïëîâîãî øîêà 35S-ìå-
÷åííûå ïîëèïåïòèäû âûÿâëÿëè ìåòîäîì ðàäèîàâòîãðà-
ôèè, ýêñïîíèðóÿ âûñóøåííûå ãåëè ñ ïëåíêîé Hyperfilm
(Amersham) 48 ÷.

Ïîëèïåïòèä p17 ïåðåíîñèëè (ýëåêòðîïåðåíîñ)
íà ìåìáðàíó Immobilon-P (Millipore), ïîñëå ÷åãî N-êîí-
öåâîé ñèêâåíñ áûë âûïîëíåí íà àâòîìàòè÷åñêîì àìè-
íîêèñëîòíîì àíàëèçàòîðå â Èíñòèòóòå ìåäèöèíñêîé ìèê-
ðîáèîëîãè è ãèãèåíû Óíèâåðñèòåòà ã. Ôðàéáóðã (Ãåð-
ìàíèÿ).

Êîìïüþòåðíûé àíàëèç íóêëåîòèäíûõ è àìèíîêèñëîò-
íûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé âêëþ÷àë â ñåáÿ ïîèñê ãîìîëî-
ãè÷íûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé â áàçàõ äàííûõ EMBL, Gen-
Bank è SWISS-PROT ñ ïîìîùüþ ïðîãðàìì BLAST è
PROSITE, à òàêæå ïðîâåäåíèå ìíîæåñòâåííîãî âûðàâíè-
âàíèÿ àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé âðó÷íóþ íà
îñíîâàíèè ðåçóëüòàòîâ ïîèñêà è ïîïàðíîãî âûðàâíèâàíèÿ
ãîìîëîãîâ ïðîòèâ èññëåäóåìîãî áåëêà p17 A. laidlawii ñ
ïîìîùüþ ïðîãðàììû BLAST.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Èç ðèñ. 1, à âèäíî, ÷òî ñèíòåç ÁÒØ â êëåòêàõ A. laidla-
wii ñîïðîâîæäàåòñÿ èõ íàêîïëåíèåì. Áåëêè p72, p65 è p17
îò÷åòëèâî âûÿâëÿþòñÿ íà ýëåêòðîôîðåãðàììå ïðè îêðàñêå
ãåëÿ Coomassie (ðèñ. 1 à, äîðîæêà 4) è ïðè ðàäèîàâòîãðà-
ôèè (ðèñ. 1, á, äîðîæêà 3). Íàêîïëåíèå ÁÒØ äåëàåòñÿ çà-
ìåòíûì ÷åðåç 20 ìèí è äîñòèãàåò ìàêñèìóìà ÷åðåç 1 ÷ ïî-
ñëå ïîâûøåíèÿ òåìïåðàòóðû, ïðè÷åì ïîâûøåííîå ñîäåð-
æàíèå ÁÒØ ïîääåðæèâàåòñÿ ïî êðàéíåé ìåðå 4 ÷ ïîñëå
âîçâðàòà êëåòîê ê íîðìàëüíîé äëÿ àõîëåïëàçì òåìïåðàòóðå
êóëüòèâèðîâàíèÿ (32 °Ñ). Íàêîïëåíèå ÁÒØ íà ôîíå äðó-
ãèõ áåëêîâ ó A. laidlawii çàìåòíî óæå ïðè ïîâûøåíèè òåì-
ïåðàòóðû äî 39 °Ñ (ðèñ. 1, á, äîðîæêà 2). Ïî äàííûì äåí-
ñèòîìåòðèè êîëè÷åñòâî îñíîâíûõ ÁÒØ â êëåòêàõ ïîñëå
òåïëîâîãî øîêà óâåëè÷èâàåòñÿ äëÿ p72 ñ 0.8 äî 4.2 %, äëÿ
p65 — ñ 0.05 äî 4.80 %, ÷òî ñðàâíèìî ñ íàêîïëåíèåì ÁÒØ
â Escherichia coli, êîòîðîå ìîæåò äîñòèãàòü 15 % (Lo et al.,
1991). Òàêèì îáðàçîì, åñëè â íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ ñêî-
ðîñòü ñèíòåçà áåëêà â êëåòêàõ A. laidlawii çíà÷èòåëüíî
ìåíüøå, ÷åì â êëåòêàõ E. coli, î ÷åì ìîæíî ñóäèòü ïî îòíî-
ñèòåëüíî íèçêîé ñêîðîñòè ðîñòà êóëüòóðû (Áîðõñåíèóñ è
äð., 2002), òî â óñëîâèÿõ òåïëîâîãî øîêà çà òî æå âðåìÿ
êëåòêè ïðîèçâîäÿò ñðàâíèìûå êîëè÷åñòâà ÁÒØ.

Â ýòîé ÷àñòè ðàáîòû ìû âîñïðîèçâåëè äàííûå, ïîëó-
÷åííûå íàìè ðàíåå (Âîíñêèé è äð., 1993; Âîíñêèé, 2001),
äëÿ òîãî ÷òîáû îáðàòèòü îñîáîå âíèìàíèå íà ïîëèïåïòèä
p17. Â óñëîâèÿõ òåïëîâîãî øîêà êëåòêè A. laidlawii ïðî-
èçâîäÿò áîëüøîå êîëè÷åñòâî íèçêîìîëåêóëÿðíîãî ïî-
ëèïåïòèäà p17, ïî äàííûì äåíñèòîìåòðèè (ðèñ. 1, â) äî-
ñòèãàþùåå 7.2 % îò ñóììàðíîãî êîëè÷åñòâà êëåòî÷íîãî
áåëêà, ïðè ýòîì îòíîñèòåëüíîå êîëè÷åñòâî ýòîãî ïîëèïåï-
òèäà óâåëè÷èâàåòñÿ â ñîòíè ðàç. Êàê ñëåäóåò èç ðåçóëüòà-
òîâ îïûòà ñî âêëþ÷åíèåì ìåòêè, ñèíòåç p17 èíèöèèðóåò-
ñÿ ïðè òåïëîâîì øîêå, íî ïðàêòè÷åñêè íåçàìåòåí â êëåò-
êàõ A. laidlawii ïðè 32 °Ñ (ðèñ. 1, á).

Íàêîïëåíèå p17, êàê è äðóãèõ ÁÒØ, ìîæåò áûòü ïî-
äàâëåíî äîáàâëåíèåì õëîðàìôåíèêîëà â êóëüòóðàëüíóþ
ñðåäó: èíêóáàöèÿ êëåòîê ìèêîïëàçì ïîñëå òåïëîâîãî
øîêà â òå÷åíèå 2 ÷ â ïðèñóòñòâèè õëîðàìôåíèêîëà íå èç-
ìåíÿëà êàðòèíû ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî ðàñïðåäåëåíèÿ
áåëêîâ (ðèñ. 1, à, äîðîæêà 3). Ýòîò ðåçóëüòàò ïîçâîëÿåò
çàêëþ÷èòü, ÷òî íàêîïëåíèå p17 äåéñòâèòåëüíî ñâÿçàíî ñ
åãî ñèíòåçîì, à íå ñ äåãðàäàöèåé (ïðîòåîëèçîì) êàêèõ-ëè-
áî áîëåå êðóïíûõ ïîëèïåïòèäîâ.

Ïðè îïòèìàëüíûõ óñëîâèÿõ ðîñòà áîëüøèíñòâî áàê-
òåðèé ñèíòåçèðóåò íåáîëüøèå êîëè÷åñòâà ìàëûõ ÁÒØ, â
òîì ÷èñëå á-ÁÒØ, íî â óñëîâèÿõ ñòðåññà â êëåòêàõ E. coli
êîëè÷åñòâî á-ÁÒØ ìîæåò âîçðàñòàòü äî 300 ðàç (Rich-
mond et al., 1999), ò. å. ñóùåñòâåííî áîëüøå, ÷åì äðóãèõ
ÁÒØ. Ðàíåå á-ÁÒØ E. coli îáîçíà÷àëè êàê Ibp — «Inclusi-
on body-associated proteins», â ñâÿçè ñ òåì ÷òî ýòè ïîëè-
ïåïòèäû áûëè íàéäåíû â òåñíîé àññîöèàöèè ñ íåðàñòâî-
ðèìûìè âêëþ÷åíèÿìè ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ â òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ (Allen et al., 1992).

Äëÿ èäåíòèôèêàöèè ïîëèïåïòèäà p17 A. laidlawii ìà-
òåðèàë ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà â ãåëå ïåðåíîñèëè íà ìåìáðà-
íó, è ïîñëåäîâàòåëüíîñòü 15 àìèíîêèñëîò ñ N-êîíöà öåïè
áûëà ïðî÷òåíà: MLSLLNKNRSFFDXF. Ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü íóêëåîòèäîâ, ñîîòâåòñòâóþùàÿ ýòîé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè àìèíîêèñëîò, áûëà íàéäåíà â ïîëíîì ãåíîìå
A. laidlawii (http://www.ncbi.nlm.nih.gov, Genome Project
¹ 19259) â ñîñòàâå îòêðûòîé ðàìêè ñ÷èòûâàíèÿ orf311,
íî ïîèñê ãîìîëîãè÷íûõ MLSLLNKNRSFFDXF ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòåé ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû BLAST ïî âñåì äî-
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ñòóïíûì (DDBJ/EMBL/GenBank) ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè
ïðîòåîìàì äðóãèõ ìèêðîîðãàíèçìîâ íå äàë ïîëîæèòåëü-
íîãî ðåçóëüòàòà.

Àìèíîêèñëîòíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîëíîðàçìåðíî-
ãî ãèïîòåòè÷åñêîãî ïðîäóêòà orf311 A. laidlawii áûëà ïðî-
âåðåíà (CDD BLAST) íà íàëè÷èå â åå ñîñòàâå èçâåñòíûõ
êîíñåðâàòèâíûõ äîìåíîâ. Ïðè ýòîì áûë âûÿâëåí äîìåí,
ãîìîëîãè÷íûé cd00298, ãëàâíîìó ñòðóêòóðíîìó äîìåíó
âñåõ ïðåäñòàâèòåëåé ñåìåéñòâà ìàëûõ áåëêîâ òåïëîâîãî
øîêà á-êðèñòàëëèíîâîãî òèïà.

Îáùèì ñâîéñòâîì á-ÁÒØ ïðîêàðèîò è ýóêàðèîò ÿâëÿ-
åòñÿ ïðèñóòñòâèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èç ïðèáëèçèòåëüíî
80 àìèíîêèñëîò, íàçûâàåìîé á-êðèñòàëëèíîâûì äîìåíîì.
Ýòîìó äîìåíó ïðåäøåñòâóåò N-êîíöåâîé ó÷àñòîê, âàðüè-
ðóþùèé è ïî äëèíå, è ïî ñîñòàâó. Âñëåä çà ïîñëåäîâàòå-
ëüíîñòüþ äîìåíà ðàñïîëàãàåòñÿ êîðîòêèé C-êîíöåâîé
ó÷àñòîê (Caspers et al., 1995).

Â ðåçóëüòàòå ïîèñêà (BLAST) áåëêîâ, ãîìîëîãè÷íûõ
ïðîäóêòó îòêðûòîé ðàìêè ñ÷èòûâàíèÿ orf311 A. laidlawii,
ñðåäè ïîëíîñòüþ ñåêâåíèðîâàííûõ íà ñåãîäíÿøíèé äåíü

ãåíîìîâ ìèêðîîðãàíèçìîâ (874 ãåíîìà) áûëî âûÿâëåíî
100 ãîìîëîãîâ ñî ñõîäñòâîì ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé îò 27
äî 49 % â îáëàñòè êîíñåðâàòèâíîãî á-êðèñòàëëèíîâîãî
äîìåíà. Èç ýòèõ 100 áåëêîâ 83 ïðèíàäëåæàò ê ñåìåéñòâó
á-ÁÒØ, è ôóíêöèÿ ìîëåêóëÿðíûõ øàïåðîíîâ óñòàíîâëå-
íà äëÿ 20 èç íèõ. Îñòàëüíûå 17 àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòåé îáîçíà÷åíû êàê «ãèïîòåòè÷åñêèå áåëêè»,
ò. å. âåðîÿòíûå ïðîäóêòû îòêðûòûõ ðàìîê ñ÷èòûâàíèÿ,
äëÿ êîòîðûõ ôóíêöèÿ íà îñíîâàíèè êîìïüþòåðíîãî àíà-
ëèçà ïîêà íå óñòàíîâëåíà.

Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíî ñðàâíåíèå àìèíîêèñëîò-
íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïîëèïåïòèäà p17 A. laidlawii ñ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè á-ÁÒØ 5 âûáðàííûõ íàìè ýóáàê-
òåðèé è àðõåè Methanococcus jannaschii. Èñõîäÿ èç ïîëó-
÷åííûõ äàííûõ ñ áîëüøîé âåðîÿòíîñòüþ ñëåäóåò âûâîä î
òîì, ÷òî èññëåäóåìûé íàìè áåëîê p17 ÿâëÿåòñÿ ìàëûì
áåëêîì òåïëîâîãî øîêà è ïðèíàäëåæèò ê ñåìåéñòâó
á-ÁÒØ.

Ïîèñê ãåíîâ è áåëêîâ, ãîìîëîãè÷íûõ îòêðûòîé ðàìêå
ñ÷èòûâàíèÿ orf311 A. laidlawii è åå ãèïîòåòè÷åñêîìó ïðî-
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Ðèñ. 1. Èçìåíåíèå áåëêîâîãî ñïåêòðà Acholeplasma laidlawii ïðè òåïëîâîì øîêå.

Ñòðåëêàìè îòìå÷åíî ïîëîæåíèå èíäèâèäóàëüíûõ ÁÒØ, êîëè÷åñòâî êîòîðûõ â êëåòêå âîçðàñòàåò ïîñëå òåïëîâîãî øîêà. À — ýëåêòðîôîðåç òîòàëüíîãî
áåëêà A. laidlawii â 12%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå (ÄÄÑ-ÏÀÀÃ), îêðàñêà êóìàññè. 1 — êîíòðîëü, êëåòêè âûðàùåíû ïðè 32 °Ñ; 2 — òî æå, èíêóáàöèÿ
2 ÷ â ïðèñóòñòâèè õëîðàìôåíèêîëà; 3 — òåïëîâîé øîê (44 °Ñ, 2 ÷) â ïðèñóòñòâèè õëîðàìôåíèêîëà; 4 — òåïëîâîé øîê (44 °Ñ, 2 ÷); Ì — ìàðêåðû ìîëå-
êóëÿðíûõ ìàññ. Á — ÏÀÀÃ-ýëåêòðîôîðåç ñ ïîñëåäóþùåé ðàäèîàâòîãðàôèåé. 35S-ìåòèîíèí äîáàâëÿëè â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó ñðàçó ïîñëå íà÷àëà òåï-
ëîâîãî øîêà è ïðîäîëæàëè èíêóáàöèþ åùå 2 ÷ ïðè 37 °Ñ. 5 — êîíòðîëü, êëåòêè âûðàùåíû ïðè 32 °Ñ; 6 — òåïëîâîé øîê (39 °Ñ, 2 ÷); 7 — òåïëîâîé øîê

(44 °Ñ, 2 ÷). Â — äåíñèòîãðàììû äîðîæåê 1 è 4. Ìîëåêóëÿðíûå ìàññû ìàðêåðíûõ áåëêîâ (LMW, Pharmacea) ïðèâåäåíû ñëåâà.



äóêòó, áûë îòäåëüíî âûïîëíåí âî âñåõ 17 ïîëíîñòüþ ñåê-
âåíèðîâàííûõ ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ãåíîìàõ ìèêî-
ïëàçì, ïðåäñòàâëåííûõ â GenBank: Aster yellows witc-
hes’-broom phytoplasma (AYWB) (¹ CP000061), Mesoplas-
ma florum L1 (¹ AE017263), Mycoplasma agalactiae PG2
(¹ CU179680), Mycoplasma capricolum subsp. caprico-
lum ATCC 27343 (¹ CP000123), Mycoplasma gallisepticum
R (¹ AE015450), Mycoplasma genitalium G37 (¹ L43967),
Mycoplasma hyopneumoniae 232 (¹ AE017332), Mycoplas-

ma hyopneumoniae 7448 (¹ AE017244), Mycoplasma hyo-
pneumoniae J (¹ AE017243), Mycoplasma mobile 163K
(¹ AE017308), Mycoplasma mycoides subsp. mycoides SC
str. PG1 (¹ BX293980), Mycoplasma penetrans HF-2
(¹ BA000026), Mycoplasma pneumoniae M129
(¹ U00089), Mycoplasma pulmonis UAB CTIP
(¹ AL445566), Mycoplasma synoviae 53 (¹ AE017245),
Onion yellows phytoplasma (OY-M) (¹ AP006628), Urea-
plasma parvum serovar 3 str. ATCC 700970 (¹ AF222894).
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Ðèñ. 2. Ñðàâíåíèå àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïîëèïåïòèäà p17 Acholeplasma laidlawii ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè á-ÁÒØ 5
ýóáàêòåðèé è àðõåè Methanococcus jannaschii.

Ðèñ. 3. Ñðàâíåíèå àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé á-ÁÒØ ìèêîïëàçì: ïîëèïåïòèäà p17 Acholeplasma laidlawii è øàïåðîíîâ
IbpA äâóõ ôèòîïëàçì — Aster yellows witches’-broom phytoplasma (AYWB) è Onion yellows phytoplasma (OY-M).



Áûëè îáíàðóæåíû âñåãî äâà áåëêà, íàçûâàåìûõ IbpA,
îáëàäàþùèõ ñõîäñòâîì 44 è 45 % ñ ïðîäóêòîì ðàìêè ñ÷è-
òûâàíèÿ orf311 A. laidlawii (ðèñ. 3). Îáà ýòè áåëêà ïðèíàä-
ëåæàò ôèòîïëàçìàì OY-M è AYWB ñîîòâåòñòâåííî è, ïî
ìíåíèþ àâòîðîâ, âûïîëíÿþò ôóíêöèè ìîëåêóëÿðíûõ øà-
ïåðîíîâ (Oshima et al., 2004; Bai et al., 2006). Ôèòîïëàçìû
äî íåäàâíåãî âðåìåíè îòíîñèëè ê ìèêîïëàçìà-ïîäîáíûì
îðãàíèçìàì (MLO — Mycoplasma Like Organisms) áåç
îïðåäåëåííîãî ôèëîãåíåòè÷åñêîãî ñòàòóñà. Òîëüêî ñ ðàç-
âèòèåì ñåêâåíèðîâàíèÿ ãåíîìîâ ñòàíîâèòñÿ ÿñíî, ÷òî ôè-
òîïëàçìû ñëåäóåò îòíîñèòü ê êëàññó Mollicutes è ÷òî ñðå-
äè âñåõ ìèêîïëàçì îíè ñîñòîÿò â íàèáîëåå áëèçêîì ðîäñò-
âå ñ ñåìåéñòâîì Acholeplasmataceae è, â ÷àñòíîñòè, ñ
A. laidlawii (Kuske, Kirkpatrick, 1992).

Èçâåñòíî, ÷òî óðîâåíü ãîìîëîãèè ìåæäó á-ÁÒØ áàê-
òåðèé ðàçíûõ âèäîâ íèæå òàêîâîãî øàïåðîíîâ äðóãèõ
êëàññîâ (Caspers et al., 1995). Ïîýòîìó íåóäèâèòåëüíî, ÷òî
ïîëèïåïòèä èç 15 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, ïðî÷òåííûé
íàìè ñ N-êîíöà p17 A. laidlawii, îêàçàëñÿ óíèêàëüíûì. Èç
ñðàâíåíèÿ ïðèâåäåííûõ íà ðèñ. 3 àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòåé ñëåäóåò, ÷òî áåëîê p17, èëè á-ÁÒØ, A. la-
idlawii îáëàäàåò çíà÷èòåëüíûì ñõîäñòâîì ñ øàïåðîíàìè
IbpA äâóõ ôèòîïëàçì. Âñå òðè ñðàâíèâàåìûõ ïîëèïåïòè-
äà èìåþò â ñâîåì ñîñòàâå õàðàêòåðíûé á-êðèñòàëëèíîâûé
äîìåí, ñâîéñòâåííûé á-ÁÒØ. Íà îñíîâàíèè ýòîãî â äî-
áàâëåíèå ê åãî ñóïåðïðîäóêöèè â óñëîâèÿõ òåïëîâîãî
øîêà ìû çàêëþ÷àåì, ÷òî áåëîê p17 â êëåòêàõ A. laidlawii,
âåðîÿòíî, òàêæå âûïîëíÿåò ôóíêöèþ øàïåðîíà. Òàêèì
îáðàçîì, á-ÁÒØ âûÿâëåíû ëèøü ó òðåõ ïðåäñòàâèòåëåé
êëàññà ìèêîïëàçì (Mollicutes) è, î÷åâèäíî, îòñóòñòâóþò ó
îñòàëüíûõ èçó÷åííûõ ìèêîïëàçì.

Âîçíèêàåò âîïðîñ: ïî÷åìó ó îäíèõ ïðåäñòàâèòåëåé
êëàññà Mollicutes á-ÁÒØ èìåþòñÿ, à ó äðóãèõ íåò? Ìîæíî
áûëî áû ïðåäïîëîæèòü, ÷òî á-ÁÒØ ó áîëüøèíñòâà ìè-
êîïëàçì îòñóòñòâóþò â ñâÿçè ñ áîëåå çíà÷èòåëüíîé ñòåïå-
íüþ ðåäóêöèè èõ ãåíîìîâ. Îäíàêî ãåíû, êîäèðóþùèå
á-ÁÒØ, íå íàéäåíû íå òîëüêî ó M. genitalium, èçâåñòíîé
ñâîèì ñàìûì ìàëåíüêèì ãåíîìîì (0.58 Ìá) ñðåäè îðãà-
íèçìîâ, ñïîñîáíûõ ê ñàìîñòîÿòåëüíîìó âîñïðîèçâåäåíèþ
(Fraser et al., 1995), íî è ó Mycoplasma mycoides subsp. my-
coides SC str. PG1 (Westberg et al., 2004) è Mycoplasma pe-
netrans HF-2 (Sasaki et al., 2002) ñ ãåíîìàìè 1.20 è
1.36 Ìá ñîîòâåòñòâåííî. Â ãåíîìå (1 Ìá) âíóòðèêëåòî÷-
íîãî ïàðàçèòà Chlamydia trachomatis (Stephens et al., 1998)
á-ÁÒØ òàêæå îòñóòñòâóþò. Â òî æå âðåìÿ â ìàëåíüêèõ ãå-
íîìàõ âíóòðèêëåòî÷íûõ ïàðàçèòîâ Buchnera aphidicola
strain APS (0.64 Ìá) è Rickettsia prowazekii (1.1 Ìá), îáè-
òàþùèõ á *îëüøóþ ÷àñòü æèçíåííîãî öèêëà íà ïîéêèëî-
òåðìíûõ íàñåêîìûõ, ãåíû, êîäèðóþùèå á-ÁÒØ, îáíàðó-
æåíû (Andersson, 1998; Shigenobu, 2000). Ïðåäñòàâëÿåòñÿ
âåðîÿòíûì, ÷òî äëÿ íàëè÷èÿ èëè îòñóòñòâèÿ á-ÁÒØ ðåøà-
þùåå çíà÷åíèå èìååò íå ðàçìåð ãåíîìà, à òåìïåðàòóðíûé
ðåæèì ñóùåñòâîâàíèÿ îðãàíèçìà. Òàê, âñå èçâåñòíûå ê íà-
ñòîÿùåìó âðåìåíè ìèêðîîðãàíèçìû, ó êîòîðûõ á-ÁÒØ îò-
ñóòñòâóþò, â òîì ÷èñëå áîëüøèíñòâî ìèêîïëàçì, ÿâëÿþòñÿ
ïàðàçèòàìè æèâîòíûõ è ÷åëîâåêà è, òàêèì îáðàçîì, çàíè-
ìàþò èçîòåðìè÷åñêèå íèøè. Íî ïðåäñòàâèòåëè ñåìåéñòâ
Phytoplasmataceae è Acholeplasmataceae, îòíîñÿùèåñÿ ê
êëàññó Mollicutes, â îòëè÷èå îò áîëüøèíñòâà äðóãèõ ìè-
êîïëàçì îáèòàþò ãëàâíûì îáðàçîì â òêàíÿõ ðàñòåíèé.

Øàïåðîííàÿ àêòèâíîñòü á-ÁÒØ çàêëþ÷àåòñÿ â ïðèñî-
åäèíåíèè ê íîâîñèíòåçèðîâàííûì ïîëèïåïòèäíûì öå-
ïÿì, êîòîðûå åùå íå ïðèíÿëè çàêîí÷åííóþ ïðîñòðàíñò-
âåííóþ ñòðóêòóðó, è â ïðåïÿòñòâîâàíèè èõ íåîáðàòè-
ìîé àãðåãàöèè. Â óñëîâèÿõ ñòðåññà, â ÷àñòíîñòè ïðè

ïîâûøåíèè òåìïåðàòóðû, á-ÁÒØ ïðèñîåäèíÿþòñÿ ê ïî-
ëèïåïòèäíûì öåïÿì, ïðåäîòâðàùàÿ èõ äåíàòóðàöèþ.
Ïðåäïîëàãàþò, ÷òî á-ÁÒØ, îïðåäåëÿþùèé ïåðâóþ ôàçó
øàïåðîííîé àêòèâíîñòè, íå òðåáóåò ãèäðîëèçà ÀÒÔ â îò-
ëè÷èå îò áîëüøèíñòâà äðóãèõ øàïåðîíîâ (Jakob et al.,
1993). Íî ñëåäóþùàÿ ôàçà — îñâîáîæäåíèå èç êîìïëåêñà
è ïåðåâîä «êóðèðóåìîãî» áåëêà â íàòèâíîå ñîñòîÿíèå,
ò. å. ñîáñòâåííî ôîëäèíã, èëè ðåôîëäèíã, òðåáóåò âçàèìî-
äåéñòâèÿ ñ äðóãèìè êëåòî÷íûìè øàïåðîíàìè. Òàêèì îá-
ðàçîì, á-ÁÒØ èíòåãðèðîâàíû â ìóëüòèøàïåðîííóþ ñåòü,
îñóùåñòâëÿþùóþ ñòðîãèé êîíòðîëü êà÷åñòâà áåëêîâ â
êëåòêå (Narberhaus, 2002; Wong, Houry, 2004). Êðîìå òîãî,
á-ÁÒØ, âåðîÿòíî, èãðàþò âàæíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè òåêó÷å-
ñòè êëåòî÷íîé ìåìáðàíû, ñïîñîáíû ñòàáèëèçèðîâàòü
æèäêîêðèñòàëëè÷åñêîå ñîñòîÿíèå áèñëîÿ è ïðåäîõðàíÿþò
öåëîñòíîñòü ìåìáðàíû âî âðåìÿ òåðìè÷åñêèõ ôëóêòóàöèé
(Horv **ath et al., 1998; Tsvetkova et al., 2002).

Èñõîäíî á-êðèñòàëëèíàìè áûëè íàçâàíû áåëêè õðóñ-
òàëèêà ãëàçà ìëåêîïèòàþùèõ, îò êîòîðûõ çàâèñèò ïðî-
çðà÷íîñòü õðóñòàëèêà (Reznik, 1957). Ïîçäíåå ïîäîáíûå
áåëêè áûëè íàéäåíû âî ìíîæåñòâå äðóãèõ òêàíåé ìëåêî-
ïèòàþùèõ è ó ìíîãèõ, íî íå ó âñåõ áàêòåðèé, æèâîòíûõ,
ðàñòåíèé è íåñêîëüêèõ èç èññëåäîâàííûõ ïðåäñòàâèòåëåé
àðõåé. Äëÿ áîëüøèíñòâà ÷ëåíîâ îáøèðíîãî ñåìåéñòâà
á-êðèñòàëëèíîâ õàðàêòåðíû ïî êðàéíåé ìåðå òðè îáùèõ
ñâîéñòâà: 1) ïðèñóòñòâèå á-êðèñòàëëèíîâîãî äîìåíà;
2) ñïîñîáíîñòü ê îáðàçîâàíèþ îëèãîìåðîâ, âêëþ÷àþùèõ
â ñåáÿ äî 24 ìîíîìåðîâ — ñóáúåäèíèö; 3) øàïåðîííàÿ àê-
òèâíîñòü îëèãîìåðíîé ôîðìû (Narberhaus, 2002).

Îáðàçóþò ëè ïîäîáíûå îëèãîìåðû èññëåäóåìûå íàìè
á-ÁÒØ A. laidlawii è êàêîâà èõ ëîêàëèçàöèÿ â êëåòêàõ àõî-
ëåïëàçìû, åùå ïðåäñòîèò ïðîâåðèòü.
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THE HEAT SHOCK PROTEIN OF a-CRYSTALLIN TYPE FROM MYCOPLASMA
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A considerable increase in several heat shock proteins (HSPs) amount in Acholeplasma laidlawii cells has
been revealed after temperature rising of liquid culture; and the quantity of small HSP, named p17, was increa-
sed in a hundred of times. The p17 protein was isolated and identified as HSP of á-crystallin type (á-HSP). It be-
came possible as a result of sequencing of 15 amino acids from N-terminal of the p17 polypeptide chain, follo-
wed by revealing of a corresponding open reading frame (ORF) in a completely sequenced genome of A. laidla-
wii PG 8A. Computer-based search for homologous ORFs in all 17 genomes of Mycoplasmataceae family (the
mycoplasmas themselves) that had been completely sequenced to date, gives negative result. But among the re-
presentatives of Mollicutes (mycoplasma) class, the genes coding á-HSPs were found in two Phytoplasma spe-
cies (Phytoplasmataceae family) and the acholeplasma examined (Acholeplasmataceae family). It supposed
that presence or absence of á-HSPs in microorganisms might be connected with the fact that representatives of
Acholeplasmataceae and Phytoplasmataceae families inhabit principally in plant tissues in contrast to majority
of Mycoplasmataceae family, that inhabit animal and human tissues, i. e. use ecological niches with relatively
constant temperature.

K e y w o r d s: mycoplasmas, hear shock proteins, á-HSP, bioinformatics.
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