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Æèðíîêèñëîòíûé ñîñòàâ ÄÍÊ-ñâÿçàííûõ ëèïèäîâ Pseudomonas aurantiaca

Â ðàáîòå âïåðâûå ðåàëèçîâàí ïîäõîä ê îïðåäåëåíèþ ëèïèäîìà õðîìàòèíà ïðîêàðèîòè÷åñêîé êëåò-
êè, îñíîâàííûé íà èçó÷åíèè ëèïèäíîãî ñîñòàâà ÄÍÊ-ñâÿçàííûõ ëèïèäîâ ìåòîäîì ýëåêòðîñïðåé-èîíè-
çàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè (ESI-LC-MS). Ýòèì ìåòîäîì ìû îáíàðóæèëè êèñëîòû
16 : 0 è 18 : 1, ñîäåðæàùèåñÿ â ïåðâîé ëèïèäíîé ôðàêöèè (ñëàáî ñâÿçàííûå ñ ÄÍÊ), è êèñëîòû 14 : 0,
16 : 1 è 18 : 2, ñîäåðæàùèåñÿ âî âòîðîé ëèïèäíîé ôðàêöèè (ïðî÷íî ñâÿçàííûå ñ ÄÍÊ).

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: Pseudomonas aurantiaca, ÄÍÊ-ñâÿçàííûå ëèïèäû, æèðíûå êèñëîòû,
ìàññ-ñïåêòðîìåòðèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÂÝÆÕ — âûñîêîýôôåêòèâíàÿ æèäêîñòíàÿ õðîìàòîãðàôèÿ,
ESI-LC-MS — ýëåêòðîñïðåé-èîíèçàöèÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè.

Öåëüþ íàøåé ðàáîòû ÿâèëîñü îïðåäåëåíèå æèðíî-
êèñëîòíîãî ñîñòàâà ïðî÷íî è ñëàáî ñâÿçàííûõ ñ ÄÍÊ ëè-
ïèäîâ Pseudomonas aurantiaca ïî äàííûì ìàññ-ñïåêòðî-
ìåòðèè. Ëèïèäîìèêà çàíÿëà ïðî÷íîå ìåñòî â ïîñòãåíîì-
íûõ íàóêàõ, îäíàêî â èñïîëüçóåìûõ ïðîòîêîëàõ èññëåäî-
âàíèÿ ëèïèäîìà íå ó÷èòûâàåòñÿ îñîáàÿ ãðóïïà ëèïèäîâ, à
èìåííî ëèïèäû, ïðî÷íî ñâÿçàííûå ñ ÄÍÊ (Carvalho et al.,
2012). Òåì íå ìåíåå èçó÷åíèå òàêèõ ÄÍÊ-ñâÿçàííûõ ëè-
ïèäîâ ìîæåò ïðåäñòàâëÿòü áîëüøîé èíòåðåñ â ñâÿçè ñ
äàííûìè î ñèãíàëüíîé ðîëè ëèïèäîâ â êëåòêå (Albi, Vio-
la Magni, 2004) è ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè ãåíîâ ëèïèäàìè
(Jump, 2004; Hannun, Obeid, 2008). Äàííûõ î æèðíî-
êèñëîòíîì ïðîôèëå ÄÍÊ-ñâÿçàííûõ ëèïèäîâ äî íàñòîÿ-
ùåãî âðåìåíè î÷åíü ìàëî. Ìû èçó÷èëè ëèïèäíûé ñîñòàâ
ôðàêöèé ÄÍÊ-ñâÿçàííûõ ëèïèäîâ ìåòîäîì ìàññ-ñïåêòðî-
ìåòðèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ýëåêòðîñïðåé-èîíèçàöèè
(ESI-LC-MS). Îáíàðóæåíû æèðíûå êèñëîòû 16 : 0 è
18 : 1 (ñïèðòîðàñòâîðèìàÿ ôðàêöèÿ 1) è 14 : 0, 16 : 1 è
18 : 2 (ïðî÷íîñâÿçàííûå ëèïèäû — ôðàêöèÿ 2).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â êà÷åñòâå îáúåêòà èññëåäîâàíèÿ èñïîëüçîâàëè
øòàìì ãðàìîòðèöàòåëüíîé áàêòåðèè Pseudomonas auran-
tiaca ÂÊÌ B-1558 â ñòàöèîíàðíîé ôàçå ðîñòà (48 ÷), âû-
ðàùåííîé íà ñèíòåòè÷åñêîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå.

Ïðåïàðàòû âûñîêîìîëåêóëÿðíîé ÄÍÊ âûäåëÿëè ôå-
íîëüíûì ìåòîäîì (Zhdanov et al., 2006). Äâå ôðàêöèè
ÄÍÊ-ñâÿçàííûõ ëèïèäîâ èç âûñîêîìîëåêóëÿðíîé ÄÍÊ
áûëè âûäåëåíû â ñîîòâåòñòâèè ñ îïèñàííûì ðàíåå ìåòî-
äîì (Ñòðàæåâñêàÿ è äð., 2009). Ìàññ-ñïåêòðû ïèêîâ ôðàê-
öèé ÄÍÊ-ñâÿçàííûõ ëèïèäîâ 1 è 2 ðåãèñòðèðîâàëè íà

ìàññ-ñïåêòðîìåòðå API2000 ìîäåëè LC-ESI-MS (Applied
Biosystems, ÑØÀ) (turbo spray) â ðåæèìå îòðèöàòåëüíîé
(negative mode, –Q1) èëè ïîëîæèòåëüíîé (positive mode,
+Q1) èîíèçàöèè ïðè 350 °Ñ. Ðàñòâîðèòåëè èç ëèïèäíûõ
ôðàêöèé óäàëÿëè è âûñóøèâàëè ïîä âàêóóìîì. Îñàäêè
ôðàêöèé 1 è 2 ðàñòâîðÿëè â 500 ìêë ñìåñè õëîðîôîðì/ìå-
òàíîëà (2 : 1) è íàíîñèëè íà êîëîíêó ÂÝÆÕ ìîäóëÿ
RPÑ18 ñ îáðàùåííîé ôàçîé. Â êà÷åñòâå ñòàíäàðòà èñ-
ïîëüçîâàëè íàðàçèí (narasin) ñ ôîðìóëîé Ñ43Í72Î11 è
ìîë. ìàññîé 765.05 ã�ìîëü; â ðåæèìå ïîëîæèòåëüíîé
èîíèçàöèè ïðèáîð ðåãèñòðèðóåò ïèê c m/z 765.

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û: ôåíîë, õëîðî-
ôîðì, ìåòàíîë, ýòàíîë, õëîðèä íàòðèÿ, ãèäðîêñèä íàòðèÿ,
ìàãíèé õëîðèñòûé (Merck, Ãåðìàíèÿ) è ÄÍÊàçà 1 (Koch
Light, Àíãëèÿ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî ñóùåñòâîâàíèå îïðåäåëåííûõ
áàçîâûõ æèðíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ ïîñëå ãèäðîëèçà
ôðàêöèé ÄÍÊ-ñâÿçàííûõ ëèïèäîâ (Ñòðó÷êîâ, Ñòðàæåâ-
ñêàÿ 1993; Ñòðàæåâñêàÿ è äð., 2009; Zhdanov et al., 2006).
Äëÿ ðàçäåëåíèÿ ñóììàðíûõ ëèïèäîâ ôðàêöèé 1 è 2
ÄÍÊ-ñâÿçàííûõ ëèïèäîâ ìû èñïîëüçîâàëè ÂÝÆÕ â ñî÷å-
òàíèè ñ ìåòîäîì ESI-LC-MS. Ìåòîäîì ÂÝÆÕ (LC) c
ýëþöèåé ñìåñüþ àöåòîíèòðèë : âîäà (9 : 1) ëèïèäû ðàçäå-
ëÿëè íà êîëîíêå RPÑ18 ïî èõ ïîëÿðíîñòè, à ìàññ-ñïåê-
òðîìåòðè÷åñêèé ìåòîä (ESI-MS) ïîçâîëèë èçìåðèòü
ìàññ-ñïåêòðû êîìïîíåíòîâ ôðàêöèé â ðàçëè÷íûõ ðåæè-
ìàõ èîíèçàöèè.

Â ìàññ-ñïåêòðàõ ïîñëå ðàçäåëåíèÿ ñóììàðíîé ôðàê-
öèè 1 ÄÍÊ-ñâÿçàííûõ ëèïèäîâ ìåòîäîì ÂÝÆÕ (âðåìÿ
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âûõîäà 8.38—8.83 ìèí) (ESI-LC-MS, negative mode,
pH 7.0, àöåòîíèòðèë : âîäà, 9 : 1) íàìè îáíàðóæåíû ïèêè,
ñîîòâåòñòâóþùèå êàðáîêñèëàò-àíèîíàì ñâîáîäíûõ æèð-
íûõ êèñëîò. Ýòèìè êèñëîòàìè (â äèàïàçîíå îò Ñ10 äî
Ñ20) îêàçàëèñü ïàëüìèòèíîâàÿ (Ñ16 : 0) (m/z 255.4; òåîðå-
òè÷åñêàÿ ìàññà àíèîíà äëÿ Ñ16Í31Î2 = 255.4228) è îëåèíî-
âàÿ (Ñ18 : 1) (m/z 281.4; òåîðåòè÷åñêàÿ ìàññà àíèîíà äëÿ
Ñ18Í33Î2 = 281.4601) êèñëîòû, ÿâëÿþùèåñÿ áàçîâûìè íå
òîëüêî äëÿ îáùèõ, íî è äëÿ ÄÍÊ-ñâÿçàííûõ ëèïèäîâ
P. aurantiaca. Ïðè÷åì â ïèêå ñî âðåìåíåì âûõîäà
8.380 ìèí ýëþèðîâàëàñü ëèøü ïàëüìèòèíîâàÿ êèñëîòà, â
ïèêå ñî âðåìåíåì âûõîäà 8.606 ìèí — îáå êèñëîòû,
Ñ16 : 0 è Ñ18 : 1, à ñ ïèêîì 8.832 ìèí âûõîäèëà ëèøü îëå-
èíîâàÿ êèñëîòà 18 : 1. Â îòëè÷èå îò ôðàêöèè 1 âî ôðàê-
öèè 2 ÄÍÊ-ñâÿçàííûõ ëèïèäîâ áûëè îáíàðóæåíû 14 : 0
(m/z 227.3; òåîðåòè÷åñêàÿ ìàññà àíèîíà äëÿ Ñ14Í27Î2 =
= 227.3578), 16 : 1 (m/z 253.4; òåîðåòè÷åñêàÿ ìàññà àíèîíà
äëÿ Ñ16Í29Î2 = 253.4068) è 18 : 2 (m/z 279.4; òåîðåòè÷å-
ñêàÿ ìàññà àíèîíà äëÿ Ñ18Í31Î2 = 279.4428) êèñëîòû (íå-
ãàòèâíûé ðåæèì). Ïðè ïîçèòèâíîì ðåæèìå ðåãèñòðàöèè
ìàññ-ñïåêòðîìåòðà, êàê è ñëåäîâàëî îæèäàòü, íå áûëî çà-
ðåãèñòðèðîâàíî íèêàêèõ ïèêîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ æèð-
íûì êèñëîòàì. Â ïðåäûäóùèõ ðàáîòàõ, ïîñâÿùåííûõ
èçó÷åíèþ æèðíîêèñëîòíîãî ïðîôèëÿ ÄÍÊ-ñâÿçàííûõ ëè-
ïèäîâ P. aurantiaca (Ñòðàæåâñêàÿ è äð., 2009), ìû íå ïðè-
âåëè äàííûõ ïî ñîäåðæàíèþ ëèíîëåâîé êèñëîòû 18 : 2,
õîòÿ îíà è áûëà îáíàðóæåíà â ñëåäîâûõ êîëè÷åñòâàõ, æå-
ëàÿ ïîëó÷èòü äîïîëíèòåëüíûå äîêàçàòåëüñòâà ýòîãî ôàê-
òà ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè.

Â ìàññ-ñïåêòðå ESI-MS (positive mode) ïèêîâ, ñîîò-
âåòñòâóþùèõ êàðáîêñèëàò-èîíàì 3-ãèäðîêñè æèðíûõ
êèñëîò, 3-ÎÍ 10 : 0 è 3-ÎÍ 12 : 0, îáíàðóæåíî íå áûëî.
Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò â ïîëüçó òîãî, ÷òî â ýòèõ ëèïèäíûõ
ôðàêöèÿõ îòñóòñòâóþò 3-ãèäðîêñè æèðíûå êèñëîòû, ìàð-
êåðíûå äëÿ ýòîãî òàêñîíà Pseudomonas, è, ñëåäîâàòåëüíî,
ÄÍÊ-ñâÿçàííûå ëèïèäû ÿâëÿþòñÿ îòäåëüíîé ôðàêöèåé
ëèïèäîâ, îòëè÷íîé îò îáùèõ ëèïèäîâ P. aurantiaca.

Òàêèì îáðàçîì, â äàííîé ðàáîòå ðåàëèçîâàí ïîäõîä ê
èññëåäîâàíèþ ëèïèäîìà õðîìàòèíà ïðîêàðèîòè÷åñêîé
êëåòêè, îñíîâàííûé íà èçó÷åíèè ëèïèäíîãî ïðîôèëÿ
ÄÍÊ-ñâÿçàííûõ ëèïèäîâ ìåòîäîì ýëåêòðîñïðåé-èîíèçà-
öèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè (ESI-LC-MS).
Ýòèì ìåòîäîì ìû îáíàðóæèëè êèñëîòû 16 : 0, 18 : 1
(ôðàêöèÿ 1) è 14 : 0, 16 : 1, 18 : 2 (ôðàêöèÿ 2).
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FATTY ACID PROFILE OF PSEUDOMONAS AURANTIACA DNA-BOUND LIPIDS ACCORDING

TO ESI-LC-MS MASS-SPECTROMETRY
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Approach to the study of prokaryotic chromatin lipidome has been realized based on analysis of fatty acid
profile of DNA-bound lipids using electrospray ionization mass spectrometry ESI-LC-MS. By this method, we
found 16 : 0 and 18 : 1 fatty acids, which are contained in the first fraction (weakly bound to DNA), and 14 : 0,
16 : 1 and 18 : 2 fatty acids, which are contained in the second fraction (strongly bound to DNA).
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