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À. Ä. Âåäÿéêèí è äð.
Âëèÿíèå ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ FtsZ íåêîòîðûõ âèäîâ ìèêîïëàçì íà ïðîöåññ äåëåíèÿ...

FtsZ ÿâëÿåòñÿ âûñîêîêîíñåðâàòèâíûì áåëêîì, âûïîëíÿþùèì îäíó èç êëþ÷åâûõ ðîëåé â äåëåíèè
êëåòîê áîëüøèíñòâà ïðîêàðèîò. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðèíÿòî ñ÷èòàòü, ÷òî îñíîâíàÿ ðîëü FtsZ â êëåòêàõ
èçó÷åííûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ (Escherichia coli, Bacillus subtilis è äð.) ñîñòîèò â óïðàâëåíèè ïðîöåññîì
ñèíòåçà êëåòî÷íîé ñòåíêè â îáëàñòè áóäóùåé ñåïòû. Â ñâÿçè ñ ýòèì ïðèñóòñòâèå FtsZ â êëåòêàõ ìèêî-
ïëàçì, áàêòåðèé, ëèøåííûõ êëåòî÷íîé ñòåíêè, âûãëÿäèò èíòðèãóþùå. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëåäî-
âàëè âëèÿíèå áåëêîâ FtsZ òðåõ âèäîâ ìèêîïëàçì — Mycoplasma hominis, M. gallisepticum è Acholeplasma
laidlawii — íà öèòîêèíåç E. coli. Áåëêè FtsZ îêàçàëèñü ñïîñîáíû âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ àïïàðàòîì äåëå-
íèÿ êèøå÷íîé ïàëî÷êè, â òîì ÷èñëå èíãèáèðîâàòü ïðîöåññ öèòîêèíåçà, äåìîíñòðèðóÿ ïðè ýòîì ðàçëè÷-
íûå ïàòòåðíû ðàñïðåäåëåíèÿ â êëåòêå. Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ïîääåðæèâàþò ãèïîòåçó î ñóùåñòâåí-
íîé ðîëè FtsZ â äåëåíèè êëåòîê ìèêîïëàçì.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: äåëåíèå áàêòåðèàëüíîé êëåòêè, FtsZ, ìèêîïëàçìû, Escherichia coli, ëîêàëèçà-
öèîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ.

Àïïàðàò äåëåíèÿ áàêòåðèé, èíîãäà èìåíóåìûé äèâè-
ñîìîé, ñîãëàñíî ïîñëåäíèì äàííûì (Mercier et al., 2014;
Coltharp, Xiao, 2016; Hajduk et al., 2016), ïðåäñòàâëÿåò ñî-
áîé ñëîæíîå óñòðîéñòâî, ñîñòîÿùåå èç ìíîæåñòâà êîìïî-
íåíòîâ, ðàáîòà êîòîðûõ ñêîîðäèíèðîâàíà â ïðîñòðàíñòâå
è âðåìåíè. Êëþ÷åâûì áåëêîì áàêòåðèàëüíîãî äåëåíèÿ
ÿâëÿåòñÿ òóáóëèí-ïîäîáíûé áåëîê FtsZ, ñïîñîáíûé ïîëè-
ìåðèçîâàòüñÿ è ôîðìèðîâàòü íà ðàííåé ñòàäèè öèòîêèíå-
çà êîëüöåîáðàçíóþ ñòðóêòóðó (Z-êîëüöî) ïîñåðåäèíå
êëåòêè íà ìåñòå îáðàçîâàíèÿ áóäóùåé ñåïòû ìåæäó äî-
÷åðíèìè êëåòêàìè (Haeusser, Margolin, 2016). Ïðàâèëüíîå
ïîçèöèîíèðîâàíèå Z-êîëüöà îñóùåñòâëÿåòñÿ ïðè ïîìîùè
ðÿäà ìåõàíèçìîâ. Èç íèõ íàèáîëåå èçó÷åííûìè â êëåòêàõ
ìîäåëüíîãî ìèêðîîðãàíèçìà Escherichia coli ÿâëÿþòñÿ
Min-ñèñòåìà (Lee et al., 2016) è íóêëåîèäíàÿ îêêëþçèÿ
(Schumacher, Zeng, 2016). Ïîñëå ñáîðêè è ïðàâèëüíîãî
ïîçèöèîíèðîâàíèÿ Z-êîëüöà â ñîñòàâ äèâèñîìû ïðèâëå-
êàþòñÿ äåñÿòêè äðóãèõ áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ïðîöåññå
ôîðìèðîâàíèÿ ñåïòû (Coltharp, Xiao, 2016). Ñåïòîîáðàçî-
âàíèå òåñíûì îáðàçîì êîîðäèíèðóåòñÿ ñ ïðîöåññàìè ðåï-
ëèêàöèè è ñåãðåãàöèè íóêëåîèäîâ, â ÷àñòíîñòè áëàãîäàðÿ
âçàèìîäåéñòâèþ íåêîòîðûõ êîìïîíåíòîâ, âõîäÿùèõ â ñî-
ñòàâ ìåõàíèçìîâ, óïðàâëÿþùèõ ýòèìè ïðîöåññàìè, ñ áåë-
êîì FtsZ (Hajduk et al., 2016).

Ðàíåå ïðåäïîëàãàëè, ÷òî îäíîé èç âàæíûõ ðîëåé áåë-
êà FtsZ â äåëåíèè áàêòåðèàëüíîé êëåòêè ìîæåò ÿâëÿòüñÿ
ãåíåðèðîâàíèå ñîêðàòèòåëüíîé ñèëû, ïåðåäàþùåéñÿ íà
ìåìáðàíó ÷åðåç ÿêîðíûå áåëêè (Lu et al., 2000; Osawa
et al., 2008). Îäíàêî â ðåçóëüòàòå êîìïüþòåðíîãî ìîäåëè-
ðîâàíèÿ áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî ãåíåðèðóåìîé

ôèëàìåíòàìè FtsZ ñèëû âîçäåéñòâèÿ íà âíóòðåííþþ
ìåìáðàíó êëåòêè íåäîñòàòî÷íî äëÿ ïðîòèâîäåéñòâèÿ
âíóòðåííåìó òóðãîðó è íàòÿæåíèþ êëåòî÷íîé ñòåíêè
(Lan et al., 2007; Allard, Cytrynbaum, 2009; Paez et al.,
2009). Áîëåå òîãî, àíàëèç íàêàïëèâàþùèõñÿ ýêñïåðèìåí-
òàëüíûõ äàííûõ ïîçâîëÿåò íåêîòîðûì àâòîðàì ñêåïòè÷å-
ñêè îòíîñèòüñÿ ê ãèïîòåçå î ñîêðàòèòåëüíîé ñèëå, ðàçâè-
âàåìîé FtsZ (Daley et al., 2016). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èññëå-
äîâàòåëè ïðèõîäÿò ê êîíñåíñóñó â òîì, ÷òî îñíîâíàÿ ðîëü
FtsZ çàêëþ÷àåòñÿ â ïðèâëå÷åíèè â áóäóùèé ñàéò äåëåíèÿ
äðóãèõ áåëêîâ (îòâå÷àþùèõ ãëàâíûì îáðàçîì çà ñèíòåç
ïåïòèäîãëèêàíà); òàêèì îáðàçîì, FtsZ, âåðîÿòíî, âîâëå-
÷åí â óïðàâëåíèå ïðîöåññîì öèòîêèíåçà (Coltharp, Xiao,
2016).

Â ñâÿçè ñ âûøåñêàçàííûì âåñüìà èíòåðåñíî, êàêóþ
ðîëü èãðàþò ãîìîëîãè FtsZ â êëåòêàõ ìèêîïëàçì (êëàññ
Mollicutes) — áàêòåðèé ñ îãðàíè÷åííûì ìåòàáîëè÷åñêèì
ïîòåíöèàëîì è ëèøåííûõ êëåòî÷íîé ñòåíêè. Ïîäðîáíî î
ìèêîïëàçìàõ ñì. êîëëåêòèâíûå ìîíîãðàôèè: Browning,
Citti, 2014; Áîðõñåíèóñ è äð., 2016. Ñ îäíîé ñòîðîíû, êàê
ñëåäóåò èç ðåçóëüòàòîâ èññëåäîâàíèé in vitro (Paez et al.,
2009; Daley et al., 2016), ñèëà, ãåíåðèðóåìàÿ ôèëàìåíòàìè
FtsZ, ìîæåò áûòü äîñòàòî÷íîé äëÿ âîçäåéñòâèÿ íà ìåìá-
ðàíó — åäèíñòâåííóþ îáîëî÷êó ìèêîïëàçì — â îáëàñòè
ôîðìèðóþùåéñÿ ïåðåòÿæêè ìåæäó äî÷åðíèìè êëåòêàìè.
Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ó ìèêîïëàçì íå íàéäåíî ãîìîëîãîâ
áîëüøèíñòâà êîìïîíåíòîâ áàêòåðèàëüíîé äèâèñîìû è
ñèñòåì ïîçèöèîíèðîâàíèÿ Z-êîëüöà, à çíà÷èò, íåÿñíî, êà-
êèì îáðàçîì ïðîöåññ äåëåíèÿ ìèêîïëàçìåííîé êëåòêè
ñêîîðäèíèðîâàí â ïðîñòðàíñòâå è âðåìåíè. Áîëåå òîãî, ó
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íåêîòîðûõ ìèêîïëàçì, ãåíîìû êîòîðûõ ïîëíîñòüþ ñåêâå-
íèðîâàíû ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè, íå îáíàðóæåíî è ãåíîâ,
êîäèðóþùèõ êàê áåëêè FtsZ, òàê è FtsZ-ïîäîáíûå áåëêè
(Glass et al., 2000; Jaffe et al., 2004). Â îäíîé èç ðàáîò
(Lluch-Senar et al., 2010) àâòîðû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî
â îòñóòñòâèå áåëêà FtsZ êëåòêè ìèêîïëàçìû Mycoplasma
genitalium ñîõðàíÿþò ñïîñîáíîñòü äåëèòüñÿ, èñïîëüçóÿ
ñèëó, ãåíåðèðóåìóþ àïïàðàòîì, îáåñïå÷èâàþùèì ïî-
äâèæíîñòü ìèêðîîðãàíèçìà. Îäíàêî òàêîé ìåõàíèçì íå
ìîæåò áûòü óíèâåðñàëüíûì äëÿ âñåõ ìèêîïëàçì, òàê êàê
îñòàåòñÿ íåÿñíûì, êàêèì îáðàçîì, íàïðèìåð, äåëÿòñÿ
êëåòêè ìèêîïëàçìû Ureaplasma parvum, íå èìåþùåé
ãåíà ftsZ è íå îáëàäàþùåé ïîäâèæíîñòüþ (Glass et al.,
2000). Âîçìîæíî, äåëåíèå ìèêîïëàçì îáåñïå÷èâàåòñÿ
èíûìè, äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè íåèçó÷åííûìè ìåõàíèç-
ìàìè.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè âëèÿíèå ðåêîì-
áèíàíòíûõ áåëêîâ FtsZ íåñêîëüêèõ âèäîâ ìèêîïëàçì —
ïàòîãåíîâ ÷åëîâåêà (Mycoplasma hominis), æèâîòíûõ
(M. gallisepticum) è ðàñòåíèé (Acholeplasma laidlawii) —
íà äåëåíèå êëåòîê E. coli. Äëÿ ýòîãî íà îñíîâå ýêñïðåññè-
ðóþùåãî âåêòîðà pBAD/HisB áûëè ñêîíñòðóèðîâàíû
ïëàçìèäû, ñîäåðæàùèå ïîëíîðàçìåðíûå ãåíû ftsZ ìèêî-
ïëàçì, êîòîðûìè òðàíñôîðìèðîâàëè êëåòêè øòàììà
E. coli Rosetta DE3. Íàì óäàëîñü ïîêàçàòü, ÷òî âñå òðè ìè-
êîïëàçìåííûõ áåëêà FtsZ ñïîñîáíû âëèÿòü íà äåëåíèå
êëåòîê E. coli, îäíàêî ëîêàëèçàöèÿ ýòèõ áåëêîâ ðàçëè÷àåò-
ñÿ. Ïîëó÷åííûå äàííûå óêàçûâàþò íà âîçìîæíóþ ôóíê-
öèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü áåëêîâ FtsZ â êëåòêàõ ñîîòâåòñò-
âóþùèõ ìèêîïëàçì, à òàêæå ïîêàçûâàþò, ÷òî áåëêè FtsZ
ðàçëè÷íûõ ìèêîïëàçì ïî-ðàçíîìó âçàèìîäåéñòâóþò ñ
êîìïîíåíòàìè äèâèñîìû E. coli.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ø ò à ì ì û è ï ë à ç ì è ä û. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè
ñëåäóþùèå øòàììû ìèêðîîðãàíèçìîâ: M. hominis H34,
A. laidlawii PG8, M. gallisepticum A5969 (Êîëëåêöèÿ êëå-
òî÷íûõ êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ), à òàêæå
E. coli DH5a è E. coli Rosetta DE3 (Invitrogen, ÑØÀ), ñî-
äåðæàùèé ïëàçìèäó pRare (íåîáõîäèìóþ äëÿ óâåëè÷åíèÿ
ýêñïðåññèè ìèêîïëàçìåííûõ áåëêîâ è êîäèðóþùóþ
«ðåäêèå» òÐÍÊ). Äëÿ êëîíèðîâàíèÿ ãåíîâ, êîäèðóþùèõ
áåëêè FtsZ ìèêîïëàçì, èñïîëüçîâàëè ýêñïðåññèðóþùèé
âåêòîð pBAD/HisB (Invitrogen, ÑØÀ), ñîäåðæàùèé ïðî-
ìîòîð araBAD, êîòîðûé ïîçâîëÿåò ðåãóëèðîâàòü óðîâåíü
ýêñïðåññèè öåëåâûõ ãåíîâ â øèðîêèõ ïðåäåëàõ.

Ê ë î í è ð î â à í è å ã å í î â f t s Z ì è ê î ï ë à ç ì. Ãåíû
ftsZ, êîäèðóþùèå áåëêè äåëåíèÿ FtsZ M. hominis, M. galli-
septicum è A. laidlawii, àìïëèôèöèðîâàëè ñ òîòàëüíîé
ÄÍÊ ìèêîïëàçì, ïîëó÷åííîé ñ ïîìîùüþ ôåíîë-õëîðî-
ôîðìíîãî ìåòîäà ýêñòðàêöèè. Äëÿ àìïëèôèêàöèè èñïîëü-
çîâàëè ñëåäóþùèå ïðàéìåðû (ñàéòû ðåñòðèêöèè âûäåëå-
íû ïðîïèñíûìè áóêâàìè) : 5R-tacggtAAGCTTttattttctatg-
tagccaagaaggta-3R è 5R-ttagctAGATCTatggtttttggatttaacgatga-
atttaat-3 (FtsZ A. laidlawii, ñàéòû ðåñòðèêöèè BglII è
HindIII), 5R-attaAGATCTatggcaaaagaattaaataattttaacccgg-3R
è 5R-gctaAAGCTTagtgttttaatatatctgcaagttcat-3R (FtsZ M. ho-
minis, ñàéòû ðåñòðèêöèè BglII è HindIII), 5R-atttaaGAATT-
Cttattcgtcttgatccagtagatttaagat-3R è 5R-tatccaCTGCAGctatgtt-
tgatcaaagagataaaaaacctg-3R (FtsZ M. gallisepticum, ñàéòû ðå-
ñòðèêöèè EcoRI è PstI). Àìïëèôèöèðîâàííûå ôðàãìåíòû
ÄÍÊ ìèêîïëàçì ïîìåùàëè â ñàéò ìíîæåñòâåííîãî êëî-
íèðîâàíèÿ âåêòîðà pBAD/HisB òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû ïðè

ýêñïðåññèè öåëåâûõ áåëêîâ íà N-êîíöå êàæäîãî èç íèõ
íàõîäèëñÿ ãèñòèäèíîâûé òàã, ïîçâîëÿþùèé àôôèííî
î÷èùàòü ïðîäóöèðóåìûå áåëêè, à òàêæå ïðîâîäèòü èõ èì-
ìóíîôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå ïðè ïîìîùè àíòèòåë,
ñïåöèôè÷íûõ ê ãèñòèäèíîâîìó òàãó. Ïîñëå ñòàíäàðòíûõ
ïðîöåäóð ðåñòðèêöèè è ëèãèðîâàíèÿ ïîëó÷åííîé ëèãàç-
íîé ñìåñüþ òðàíñôîðìèðîâàëè êëåòêè øòàììà E. coli
DH5a è îòáèðàëè êëîíû, ðåçèñòåíòíûå ê àìïèöèëëèíó â
êîíöåíòðàöèè 100 ìêã/ìë. Äàëåå âûäåëÿëè ïëàçìèäû è
ïîäòâåðæäàëè êîððåêòíîñòü âñòàâêè öåëåâûõ ãåíîâ ñåê-
âåíèðîâàíèåì. Ñõåìà ïëàçìèäû, ñîäåðæàùåé ïîëíîðàç-
ìåðíûé ãåí ftsZ ìèêîïëàçìû ïîä àðàáèíîçíûì ïðîìîòî-
ðîì, ïðåäñòàâëåíà íà ðèñ. 1 (íà ïðèìåðå pBAD/HisB c ftsZ
A. laidlawii). Çàòåì ïëàçìèäàìè, íåñóùèìè ïîëíîðàçìåð-
íûå ãåíû ftsZ ìèêîïëàçì, òðàíñôîðìèðîâàëè êëåòêè
øòàììà E. coli Rosetta DE3, ñîäåðæàùåãî ïëàçìèäó
pRare, è ïðîèçâîäèëè îòáîð êëîíîâ, ðåçèñòåíòíûõ ê àì-
ïèöèëëèíó (100 ìêã/ìë) è õëîðàìôåíèêîëó (25 ìêã/ìë).

Ï ð î ä ó ê ö è ÿ á å ë ê î â F t s Z ì è ê î ï ë à ç ì â
ê ë å ò ê à õ E. c o l i. Êëåòêè E. coli Rosetta DE3, ñîäåðæà-
ùèå ïëàçìèäû ñ ãåíàìè, êîäèðóþùèìè FtsZ M. hominis,
M. gallisepticum è A. laidlawii âûðàùèâàëè â òå÷åíèå íî÷è
ïðè 37 °C â æèäêîé ñðåäå LB, ñîäåðæàùåé 100 ìêã/ìë àì-
ïèöèëëèíà è 25 ìêã/ìë õëîðàìôåíèêîëà áåç èíäóêòîðà
(L-àðàáèíîçû), çàòåì ïåðåíîñèëè â ñâåæóþ ñðåäó ñ óêà-
çàííûìè âûøå àíòèáèîòèêàìè è êóëüòèâèðîâàëè ïðè
37 °C äî îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè OD600 ~0.1, ïîñëå ÷åãî äî-
áàâëÿëè L-àðàáèíîçó äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 10 ìÌ è
ïðîäîëæàëè êóëüòèâèðîâàíèå åùå îêîëî 1 ÷ äî âåëè÷èíû
OD600 ~0.5—0.6. Ýêñïðåññèþ áåëêîâ FtsZ ìèêîïëàçì
êëåòêàìè øòàììà E. coli Rosetta DE3 ïîäòâåðæäàëè ïðè
ïîìîùè èììóíîáëîòèíãà. Äëÿ ýòîãî îòáèðàëè ïî 20 ìêë
ñóñïåíçèè áàêòåðèé èç êàæäîãî îáðàçöà, äîáàâëÿëè â
ñòàíäàðòíûé áóôåð äëÿ íàíåñåíèÿ îáðàçöîâ áåëêîâ íà
ÄÄÑ-ÏÀÀÃ è ïðîâîäèëè ýëåêòðîôîðåç â ÏÀÀÃ â äåíàòó-
ðèðóþùèõ óñëîâèÿõ. Íà ñòàíäàðòíûé ãåëü òîëùèíîé
1 ìì íàíîñèëè ïî 10 ìêë ìàòåðèàëà íà êàæäóþ äîðîæêó.
Ïîñëå ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ áåëêè ïåðåíîñè-
ëè íà íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó (GE Healthcare, Âåëè-
êîáðèòàíèÿ) è îêðàøèâàëè êîììåð÷åñêèìè ìîíîêëîíàëü-
íûìè ìûøèíûìè àíòèòåëàìè ê ïîëèãèñòèäèíó (Sigma,
ÑØÀ; H1029; ðàçâåäåíèå 1 : 3000) è êðîëè÷üèìè àíòèìû-
øèíûìè àíòèòåëàìè, êîíúþãèðîâàííûìè ñ ïåðîêñèäàçîé
õðåíà (Sigma, ÑØÀ; A9044; ðàçâåäåíèå 1 : 20 000) ñî-
ãëàñíî ïðîòîêîëàì ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Âèçóàëèçàöèþ
îñóùåñòâëÿëè ïðè ïîìîùè ChemiDoc (Biorad, ÑØÀ). Îò-
ñóòñòâèå ïåðåêðåñòíîãî ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë ê FtsZ E. coli
ñ áåëêàìè FtsZ ìèêîïëàçì ïîäòâåðäèëè àíàëîãè÷íûì îá-
ðàçîì (ñ ïîìîùüþ èììóíîáëîòèíãà), èñïîëüçóÿ â êà÷åñò-
âå ïåðâûõ àíòèòåë êðîëè÷üè ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê
ñèíòåòè÷åñêîìó ïåïòèäó, ðàçðàáîòàííîìó íà îñíîâå èçâå-
ñòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé áàêòåðèàëüíûõ áåëêîâ FtsZ
(Agrisera, Øâåöèÿ; AS10715; ðàçâåäåíèå 1 : 3000), à â êà-
÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë — êîçüè àíòèêðîëè÷üè àíòèòåëà,
êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà (Sigma, ÑØÀ;
A0545; ðàçâåäåíèå 1 : 20 000).

Ï î ä ã î ò î â ê à ê ë å ò î ê ä ë ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è è.
Êëåòêè E. coli Rosetta DE3, ñîäåðæàùèå ïëàçìèäû ñ ãåíà-
ìè, êîäèðóþùèìè FtsZ M. hominis, M. gallisepticum è
A. laidlawii, âûðàùåííûå ñ äîáàâëåíèåì èëè áåç äîáàâëå-
íèÿ èíäóêòîðà (ñì. âûøå), ãîòîâèëè ê èììóíîôëóîðåñ-
öåíòíîìó îêðàøèâàíèþ àíàëîãè÷íî ïðîòîêîëó, îïè-
ñàííîìó â ïðåäûäóùåé ðàáîòå (Vedyaykin et al., 2016b) ñ
íåêîòîðûìè ìîäèôèêàöèÿìè. Àíòèòåëà êðîëèêà ê ñîáñò-
âåííîìó FtsZ E. coli (Agrisera, Øâåöèÿ; AS10715) èñïîëü-
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çîâàëè â ðàçâåäåíèè 1 : 200, àíòèòåëà ìûøè ê ãèñòèäèíî-
âîìó òàãó, ïðèñóòñòâóþùåìó íà N-êîíöå ïðîäóöèðóåìûõ
áåëêîâ FtsZ ìèêîïëàçì (Sigma, ÑØÀ; H1029), — â ðàçâå-
äåíèè 1 : 100. Â êà÷åñòâå âòîðè÷íûõ àíòèòåë èñïîëüçîâà-
ëè ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà êîçû ê àíòèòåëàì êðîëèêà
ëèáî ìûøè, êîíúþãèðîâàííûå ñ êðàñèòåëÿìè Alexa 555 è
Alexa 647 (Invitrogen, ÑØÀ; A-21246, A-21237; Bioss, ÑØÀ;
bs-0296G-A555, bs-0295G-A555). Èñïîëüçîâàíèå ïàðû
êðàñèòåëåé ïîçâîëèëî îäíîâðåìåííî îêðàøèâàòü 2 àíòè-
ãåíà (ñîáñòâåííûé FtsZ E. coli è FtsZ ìèêîïëàçì). Ïðè
ýòîì àíòèòåëà, ìå÷åííûå êðàñèòåëåì Alexa 555, èñïîëü-
çîâàëè òîëüêî äëÿ òðàäèöèîííîé (äèôðàêöèîííî-îãðà-
íè÷åííîé) ôëóîðåñöåíòíîé âèçóàëèçàöèè, à àíòèòåëà,
ìå÷åííûå Alexa 647, — êàê äëÿ äèôðàêöèîííî-îãðàíè-
÷åííîé, òàê è äëÿ ëîêàëèçàöèîííîé ìèêðîñêîïèè. Äëÿ
îêðàøèâàíèÿ ÄÍÊ êëåòêè ïîìåùàëè â ðàñòâîð êðàñèòåëÿ
YOYO-1 (â êîíöåíòðàöèè 100 íÌ) íà 10 ìèí.

Ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ è î á ð à á î ò ê à è ç î á ð à æ å í è é.
Ñúåìêó îñóùåñòâëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì óñòàíîâêè, îñíî-
âàííîé íà íåèíâåðòèðîâàííîì ìèêðîñêîïå AxioIma-
ger.Z1 (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) (Vedyaykin et al., 2015).
Èçîáðàæåíèÿ ðåãèñòðèðîâàëè íà îõëàæäàåìóþ ÏÇÑ-êà-
ìåðó ñ ýëåêòðîííûì óìíîæåíèåì (Andor iXon 897, Âåëè-
êîáðèòàíèÿ). Äëÿ ðåãèñòðàöèè ôëóîðåñöåíöèè èñïîëü-
çîâàëè ñëåäóþùèå íàáîðû ôëóîðåñöåíòíûõ ôèëüòðîâ:
Filter Set 20 (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) äëÿ âèçóàëèçàöèè êðà-
ñèòåëÿ Alexa 555; LF635/LP-B-000 (Semrock, ÑØÀ) —
äëÿ Alexa 647; Filter Set 10 (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) — äëÿ
YOYO-1. Íà âðåìÿ ñúåìêè îêðàøåííûå êëåòêè ïîìåùàëè
â ñïåöèàëüíûé áóôåð (Olivier et al., 2013). Äëÿ çàïèñè
èçîáðàæåíèé è óïðàâëåíèÿ ìèêðîñêîïîì èñïîëüçîâàëè
ñâîáîäíî ðàñïðîñòðàíÿåìîå ïðîãðàììíîå îáåñïå÷åíèå
MicroManager (Edelstein et al., 2010). Îáðàáîòêó èçîáðà-
æåíèé îñóùåñòâëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììíîãî ïà-
êåòà ImageJ (Schneider et al., 2012). Èçîáðàæåíèÿ â ðåæè-
ìå ëîêàëèçàöèîííîé ìèêðîñêîïèè ðåêîíñòðóèðîâàëè ïðè
ïîìîùè ïëàãèíà ThunderSTORM äëÿ ImageJ (Ovesny
et al., 2014).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ñ î ç ä à í è å ø ò à ì ì î â E. c o l i, ï ð î ä ó ö è ð ó þ -
ù è õ ð å ê î ì á è í à í ò í û å á å ë ê è F t s Z ì è ê î ï ë à ç ì.
Ìû êëîíèðîâàëè ãåíû ftsZ A. laidlawii, M. hominis è
M. gallisepticum â âåêòîð pBAD/HisB (ðèñ. 1), ïîçâîëÿþ-
ùèé ðåãóëèðîâàòü óðîâåíü ýêñïðåññèè öåëåâûõ ãåíîâ â
øèðîêèõ ïðåäåëàõ. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ìåòîäîì ÏÖÐ ôðàã-
ìåíòîâ ÄÍÊ, ñîäåðæàùèõ ïîëíîðàçìåðíûå ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè ãåíîâ ftsZ, èç êëåòîê ìèêîïëàçì âûäåëÿëè ãå-
íîìíóþ ÄÍÊ. Âñòàâêó ãåíîâ ftsZ â âåêòîð îñóùåñòâëÿëè
òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç øåñòè ãèñ-
òèäèíîâ íàõîäèëàñü ñî ñòîðîíû N-êîíöà ïîëèïåïòèäíîé
öåïè ðåêîìáèíàíòíûõ FtsZ. Ïëàçìèäàìè, íåñóùèìè ïîë-
íîðàçìåðíûå ãåíû ftsZ ìèêîïëàçì, òðàíñôîðìèðîâàëè
êëåòêè E. coli Rosetta DE3. Óñïåøíóþ ïðîäóêöèþ ìèêî-
ïëàçìåííûõ áåëêîâ FtsZ â êëåòêàõ E. coli ïîäòâåðæäàëè ñ
ïîìîùüþ èììóíîáëîòèíãà ñ ïîëèêëîíàëüíûìè àíòèòåëà-
ìè ê ãèñòèäèíîâîìó òàãó (ðèñ. 2, à).

Èçâåñòíî, ÷òî â êëåòêàõ E. coli âûñîêèé óðîâåíü ïðî-
äóêöèè êàê ñîáñòâåííîãî áåëêà äåëåíèÿ FtsZ (Lutkenhaus,
Addinall, 1997), òàê è áåëêîâ FtsZ äðóãèõ áàêòåðèé (Beall
et al., 1988; Wang, Lutkenhaus, 1996; Kobayashi et al., 1997)
ìîæåò âûçûâàòü íàðóøåíèå ïðîöåññà öèòîêèíåçà è ïðè-
âîäèòü ê èõ ãèáåëè. Ðàíåå ïðîáëåìà ïîëó÷åíèÿ FtsZ

A. laidlawii â êëåòêàõ E. coli áûëà ðåøåíà çà ñ÷åò èñïîëü-
çîâàíèÿ íèçêîêîïèéíîãî âåêòîðà pBeloBAC11 (Kukekova
et al., 1999). Îäíàêî FtsZ A. laidlawii ïðè ýòîì íàðàáàòû-
âàëñÿ â î÷åíü íåáîëüøèõ êîëè÷åñòâàõ, ÿâíî íåäîñòàòî÷-
íûõ äëÿ åãî î÷èñòêè è èçó÷åíèÿ ñâîéñòâ, è íå âëèÿë íà
ìîðôîëîãèþ êëåòîê E. coli. Òàêèì îáðàçîì, äî íàñòîÿùå-
ãî âðåìåíè áûëî ñëîæíî ïîëó÷èòü áîëüøèå êîëè÷åñòâà
FtsZ A. laidlawii è äðóãèõ ìèêîïëàçì â êëåòêàõ E. coli. Èñ-
ïîëüçîâàíèå ïëàçìèä íà îñíîâå âåêòîðà pBAD/HisB ïî-
çâîëèëî íàì çíà÷èòåëüíî ñíèçèòü ôîíîâûé óðîâåíü ýêñ-
ïðåññèè áåëêîâ â îòñóòñòâèå èíäóêòîðà (äëÿ ìíîãèõ ýêñ-
ïðåññèðóþùèõ âåêòîðîâ õàðàêòåðåí äîñòàòî÷íî âûñîêèé
ôîíîâûé óðîâåíü ýêñïðåññèè öåëåâîãî ãåíà, íàõîäÿùåãî-
ñÿ ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà, â ðåçóëüòàòå «ïîäòåêàíèÿ»
ïðîìîòîðà) è èçáåæàòü âîçìîæíîãî íàðóøåíèÿ ïðîöåññà
äåëåíèÿ. Òàêèì îáðàçîì, áëàãîäàðÿ pBAD/HisB ìû ïîëó-
÷èëè âîçìîæíîñòü ýêñïðåññèðîâàòü ïîëíîðàçìåðíûå áåë-
êè FtsZ ìèêîïëàçì â êëåòêàõ øòàììà-ïðîäóöåíòà E. coli
Rosetta DE3. Â áóäóùåì ìû ïëàíèðóåì ïîëó÷èòü áîëü-
øèå êîëè÷åñòâà áåëêîâ FtsZ ìèêîïëàçì äëÿ èññëåäîâàíèÿ
èõ áèîõèìè÷åñêèõ ñâîéñòâ.

Â ë è ÿ í è å ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ð å ê î ì á è í à í ò í û õ
á å ë ê î â F t s Z ì è ê î ï ë à ç ì í à ì î ð ô î ë î ã è þ ê ë å -
ò î ê E. c o l i. Ïðè ìèêðîñêîïèè êëåòîê E. coli, ïðîäóöèðó-
þùèõ FtsZ ìèêîïëàçì, áûëî îáíàðóæåíî èçìåíåíèå èõ
ìîðôîëîãèè: âî âñåõ òðåõ âàðèàíòàõ (FtsZ M. hominis,
M. gallisepticum è A. laidlawii) êëåòêè E. coli çàìåòíî óä-

330 À. Ä. Âåäÿéêèí è äð.

Ðèñ. 1. Ñõåìà ïëàçìèäû, ñîäåðæàùåé ãåí ftsZ ìèêîïëàçìû ïîä
êîíòðîëåì èíäóöèðóåìîãî ïðîìîòîðà (araBAD) íà ïðèìåðå
âåêòîðà pBAD/HisB, â ñàéò ìíîæåñòâåííîãî êëîíèðîâàíèÿ êî-
òîðîãî âñòðîåí ïîëíîðàçìåðíûé ãåí ftsZ Acholeplasma laidlawii

(ftsZ AL).

Íà ñõåìå îáîçíà÷åíû: araC — ðåãóëÿòîðíûé ãåí àðàáèíîçíîãî ïðîìîòî-
ðà, 6�His — ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç 6 ãèñòèäèíîâ (ãèñòèäèíîâûé òàã),
ori — òî÷êà íà÷àëà ðåïëèêàöèè âåêòîðà, ampR — ãåí óñòîé÷èâîñòè ê àì-
ïèöèëëèíó, BglII è HindIII — ñàéòû ðåñòðèêöèè, èñïîëüçîâàííûå ïðè
êëîíèðîâàíèè ãåíà, êîäèðóþùåãî FtsZ A. laidlawii. Ñõåìû âåêòîðîâ, ñî-
äåðæàùèõ ãåíû ftsZ Mycoplasma hominis è M. gallisepticum, àíàëîãè÷íû
ïðåäñòàâëåííîé íà äàííîì ðèñóíêå (çà èñêëþ÷åíèåì òîãî, ÷òî äëÿ âñòàâ-
êè ãåíà ftsZ M. gallisepticum â îòëè÷èå îò ftsZ M. hominis è A. laidlawii èñ-

ïîëüçîâàëè ñàéòû ðåñòðèêöèè EcoRI è PstI).



ëèíÿëèñü (ðèñ. 3, 4), ïðè ýòîì ñðåäíÿÿ äëèíà êëåòîê â
êóëüòóðå îêàçàëàñü áëèçêîé ïðè ïðîäóêöèè FtsZ M. homi-
nis è A. laidlawii, íî çíà÷èòåëüíî îòëè÷àëàñü â ñëó÷àå FtsZ
M. gallisepticum (ñì. òàáëèöó; ðèñ. 4). Êàê âèäíî èç ïîëó-
÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ, ýêñïðåññèÿ FtsZ ìèêîïëàçì â äîïîë-
íåíèå ê ñîáñòâåííîìó áåëêó FtsZ èíãèáèðóåò èëè äàæå
áëîêèðóåò äåëåíèå êëåòîê E. coli. Ýòîò ýôôåêò ÷àñòè÷íî
íàïîìèíàåò òàêîâîé êàê ïðè ñâåðõýêñïðåññèè ñîáñòâåí-
íîãî áåëêà FtsZ E. coli â êëåòêàõ êèøå÷íîé ïàëî÷êè (Ma
et al., 1996) (îäíàêî â ïîïóëÿöèè îòñóòñòâóþò ìèíè-êëåò-
êè), òàê è ïðè ýêñïðåññèè ÷óæåðîäíûõ FtsZ â E. coli (Beall
et al., 1988; Wang, Lutkenhaus, 1996; Momynaliev et al.,
2002). Ýòî ìîæåò óêàçûâàòü íà ôóíêöèîíàëüíîå ñõîäñòâî
áåëêîâ FtsZ E. coli è FtsZ ðàçëè÷íûõ âèäîâ ìèêîïëàçì è
èõ ïîòåíöèàëüíîå âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó ñîáîé è (èëè) ñ
äðóãèìè êîìïîíåíòàìè àïïàðàòà äåëåíèÿ ìèêîïëàçì.

Ë î ê à ë è ç à ö è ÿ á å ë ê î â F t s Z ð à ç ë è ÷ í û õ â è -
ä î â ì è ê î ï ë à ç ì â ê ë å ò ê à õ E. c o l i. ×òîáû ïîíÿòü
ïðè÷èíó íàðóøåíèÿ ïðîöåññà äåëåíèÿ êëåòîê E. coli ïðè
ïðîäóêöèè èìè ìèêîïëàçìåííûõ áåëêîâ FtsZ, íàìè áûëè
ïîëó÷åíû ñóáäèôðàêöèîííûå èçîáðàæåíèÿ ñòðóêòóð,
ôîðìèðóåìûõ êàê FtsZ M. hominis, M. gallisepticum è
A. laidlawii, òàê è ñîáñòâåííûì FtsZ E. coli â êëåòêàõ êè-
øå÷íîé ïàëî÷êè, ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ëîêàëèçàöèîííîé
ìèêðîñêîïèè (SMLM — single-molecule localization mic-
roscopy, èíîãäà íàçûâàåìûé dSTORM — direct stochastic
optical reconstruction microscopy), õîðîøî çàðåêîìåíäî-
âàâøåãî ñåáÿ â íàøèõ ïðåäûäóùèõ èññëåäîâàíèÿõ
(Âåäÿéêèí è äð., 2016; Vedyaykin et al., 2015; Vedyaykin
et al., 2016a, 2016b). Îòñóòñòâèå ïåðåêðåñòíîãî âçàèìî-
äåéñòâèÿ àíòèòåë ê áåëêó FtsZ E. coli ñ ðåêîìáèíàíòíûìè

FtsZ ìèêîïëàçì ïîäòâåðäèëè ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà
(ðèñ. 2, á).

Àíàëèç ïîëó÷åííûõ èçîáðàæåíèé ïîêàçàë, ÷òî FtsZ
M. gallisepticum äåìîíñòðèðóåò êîëîêàëèçàöèþ ñ ñîáñò-
âåííûì FtsZ E. coli, îäíàêî â öåëîì ïàòòåðíû èõ ðàñïðå-
äåëåíèÿ ñóùåñòâåííûì îáðàçîì îòëè÷àþòñÿ äðóã îò äðó-
ãà. Òàê, âî ìíîãèõ êëåòêàõ íàáëþäàþòñÿ ñêîïëåíèÿ FtsZ
M. gallisepticum (ðèñ. 4, 5), êîòîðûå ìîãóò óêàçûâàòü êàê
íà ñïîñîáíîñòü äàííîãî áåëêà ïîëèìåðèçîâàòüñÿ â êëåò-
êàõ êèøå÷íîé ïàëî÷êè, òàê è íà îáðàçîâàíèå â êëåòêàõ E.
coli òåëåö âêëþ÷åíèÿ ïðè ïðîäóêöèè ðåêîìáèíàíòíîãî
áåëêà. Â íåêîòîðûõ êëåòêàõ FtsZ M. gallisepticum ôîðìè-
ðóåò ñòðóêòóðû, íàïîìèíàþùèå Z-êîëüöî, â äîïîëíåíèå
ê àíàëîãè÷íîé ñòðóêòóðå, ôîðìèðóåìîé FtsZ E. coli
(ðèñ. 4). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî õàðàêòåð ëîêàëèçàöèè
FtsZ E. coli ñóùåñòâåííî íå èçìåíÿëñÿ ïðè ýêñïðåññèè
FtsZ M. gallisepticum, íåñìîòðÿ íà çíà÷èòåëüíîå óäëèíå-
íèå êëåòîê â ïîïóëÿöèè â ñðåäíåì.

FtsZ A. laidlawii òîëüêî â íåêîòîðîé ñòåïåíè êîëîêà-
ëèçóåòñÿ ñ ñîáñòâåííûì FtsZ E. coli, äåìîíñòðèðóÿ ïðè
ýòîì â çíà÷èòåëüíîé ÷àñòè êëåòîê ÿðêî âûðàæåííóþ ïî-
ëÿðíóþ ëîêàëèçàöèþ (îñîáåííî â êëåòêàõ íà ðàííåé ñòà-
äèè èíäóêöèè, êîãäà îíè åùå îòíîñèòåëüíî ñëàáî óäëè-
íåíû), íàêàïëèâàÿñü, êàê ïîêàçûâàþò ñóáäèôðàêöèîííûå
èçîáðàæåíèÿ (ðèñ. 5), âáëèçè ìåìáðàíû. Ýòî ìîæåò óêà-
çûâàòü íà âåðîÿòíîå âçàèìîäåéñòâèå FtsZ A. laidlawii ñ
Min-ñèñòåìîé E. coli. Ïðåäâàðèòåëüíûå äàííûå, ïîëó÷åí-
íûå íàìè ïðè ýêñïðåññèè FtsZ A. laidlawii â íîêàóòíîì
øòàììå E. coli JW1165-1, ó êîòîðîãî îòñóòñòâóåò ãåí
minC, ïîäòâåðæäàþò ýòó ãèïîòåçó (äàííûå íå ïðåäñòàâëå-
íû). Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî ïðè áîëåå äëèòåëüíîé ýêñ-

Âëèÿíèå ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ FtsZ íåêîòîðûõ âèäîâ ìèêîïëàçì íà ïðîöåññ äåëåíèÿ... 331

Ðèñ. 2. Ïîäòâåðæäåíèå ïðîäóêöèè ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ FtsZ Mycoplasma hominis, M. gallisepticum è Acholeplasma laidlawii
êëåòêàìè Escherichia coli Rosetta DE3 (à, îêðàñêà àíòèòåëàìè ìûøè ê ãèñòèäèíîâîìó òàãó), à òàêæå äåìîíñòðàöèÿ îòñóòñòâèÿ ïå-

ðåêðåñòíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ àíòèòåë êðîëèêà ê FtsZ E. coli ñ áåëêàìè FtsZ ìèêîïëàçì (á).

Ýêñòðàêòû êëåòîê E. coli, ïðîäóöèðóþùèõ (+) ëèáî íå ïðîäóöèðóþùèõ (–) áåëêè FtsZ ìèêîïëàçì, îáîçíà÷åíû êàê MH (M. hominis), MG (M. gallisepti-
cum) è AL (A. laidlawii). Ìîëåêóëÿðíûå ìàññû ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ FtsZ, ïîëîñû êîòîðûõ âèçóàëèçèðîâàíû ïðè ïîìîùè àíòèòåë ê ãèñòèäèíîâîìó
òàãó (à, äîðîæêè MH+, MG+ è AL+), áëèçêè ê òåîðåòè÷åñêè ðàññ÷èòàííûì ìàññàì ïîëíîðàçìåðíûõ ïðîäóêòîâ ãåíîâ ftsZ ñîîòâåòñòâóþùèõ ìèêî-
ïëàçì: FtsZ A. laidlawii — 42.29 êÄà, FtsZ M. gallisepticum — 51.17 êÄà, FtsZ M. hominis — 41.4 êÄà. Ïðè îêðàñêå ýêñòðàêòîâ êëåòîê E. coli, êàê ñîäåð-
æàùèõ (+), òàê è íå ñîäåðæàùèõ (–) FtsZ ìèêîïëàçì, àíòèòåëàìè êðîëèêà ê FtsZ E. coli (á) íàáëþäàåòñÿ îòñóòñòâèå ïåðåêðåñòíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ àí-
òèòåë ñ ìèêîïëàçìåííûìè áåëêàìè: âèçóàëèçèðóþòñÿ òîëüêî ïîëîñû, ñîîòâåòñòâóþùèå ñîáñòâåííîìó FtsZ êèøå÷íîé ïàëî÷êè. M — ìàðêåðû ìîëå-

êóëÿðíûõ ìàññ, êÄà.
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Ðèñ. 3. Âëèÿíèå ýêñïðåññèè ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ FtsZ Acholeplasma laidlawii (AL), Mycoplasma gallisepticum (MG) è M. homi-
nis (MH) íà ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê Escherichia coli Rosetta DE3 ïî äëèíå â ïîïóëÿöèè.

Ñðàâíèâàëè êëåòêè E. coli, âûðàùåííûå â îòñóòñòâèå èíäóêòîðà (AL–, MG–, MH–) è â ïðèñóòñòâèè 10 ìÌ L-àðàáèíîçû (AL+, MG+, MH+). ×èñëî ïðî-
àíàëèçèðîâàííûõ êëåòîê E. coli äëÿ êàæäîãî âàðèàíòà óêàçàíî â òàáëèöå.

Âëèÿíèå ýêñïðåññèè áåëêîâ FtsZ A. laidlawii (AL), M. gallisepticum (MG) è M. hominis (MH)
íà ñðåäíþþ äëèíó êëåòîê E. coli â ïîïóëÿöèè

Ïàðàìåòð AL– AL+ MG– MG+ MH– MH+

L, ìêì 2.65 11.41 2.72 4.15 2.68 12.22

SD, ìêì 2.12 6.20 2.45 4.54 2.43 8.23

N 622 180 301 1009 503 201

Ï ð è ì å ÷ à í è å. L — ñðåäíÿÿ äëèíà êëåòîê, SD — ñðåäíåêâàäðàòè÷åñêîå îòêëîíåíèå, N — ÷èñëî ïðîàíàëèçèðîâàííûõ
êëåòîê. Çíàêè «–» è «+» îáîçíà÷àþò îòñóòñòâèå (áåç èíäóêòîðà) ëèáî íàëè÷èå (èíäóêòîð äîáàâëåí) ïðîäóêöèè êëåòêàìè
E. coli ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ FtsZ ñîîòâåòñòâóþùèõ ìèêîïëàçì.
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Ðèñ. 4. Âëèÿíèå ýêñïðåññèè áåëêîâ FtsZ Mycoplasma gallisepticum, Acholeplasma laidlawii è M. hominis íà ìîðôîëîãèþ Escherichia
coli è ðàñïðåäåëåíèå ñîáñòâåííîãî FtsZ â êëåòêàõ êèøå÷íîé ïàëî÷êè.

MG — êëåòêè E. coli, ñîäåðæàùèå ïëàçìèäó ñ ïîëíîðàçìåðíûì ãåíîì ftsZ M. gallisepticum ïîä èíäóöèáåëüíûì ïðîìîòîðîì; MH — ñ ftsZ M. hominis;
AL — ñ ftsZ A. laidlawii. Ñëåâà (áåç èíäóêöèè): ôëóîðåñöåíòíûå èçîáðàæåíèÿ, îòðàæàþùèå ìîðôîëîãèþ êëåòîê, à òàêæå ðàñïðåäåëåíèå ñîáñòâåííîãî
FtsZ â êëåòêàõ E. coli, ñïîñîáíûõ ïðîäóöèðîâàòü ìèêîïëàçìåííûå áåëêè FtsZ, â îòñóòñòâèå èíäóêòîðà. Ñïðàâà (èíäóêöèÿ ñèíòåçà FtsZ ìèêîïëàçì):
ôëóîðåñöåíòíûå èçîáðàæåíèÿ ñîáñòâåííîãî FtsZ E. coli è ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ FtsZ ìèêîïëàçì â êëåòêàõ êèøå÷íîé ïàëî÷êè, ïîëó÷åííûå ÷åðåç
1 èëè 2 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ 10 ìÌ L-àðàáèíîçû â êà÷åñòâå èíäóêòîðà. Íà ðèñóíêå âèäíî, ÷òî ïðè ïðîäóêöèè FtsZ M. gallisep-
ticum ìîðôîëîãèÿ E. coli èçìåíÿåòñÿ â ìåíüøåé ñòåïåíè, ÷åì ïðè ïðîäóêöèè FtsZ M. hominis èëè A. laidlawii. Êðîìå òîãî, íà áîëåå ðàííåì ýòàïå (1 ÷)
â áîëüøèíñòâå êëåòîê E. coli ðåêîìáèíàíòíûé FtsZ A. laidlawii äåìîíñòðèðóåò ÿðêî âûðàæåííóþ ïîëÿðíóþ ëîêàëèçàöèþ, çàòåì (2 ÷) ðàñïðåäåëåíèå
ìîëåêóë ýòîãî áåëêà â êëåòêàõ êèøå÷íîé ïàëî÷êè ñóùåñòâåííî èçìåíÿåòñÿ. Ïðè ýòîì íà ðàííåì ýòàïå èíäóêöèè FtsZ A. laidlawii ëîêàëèçàöèÿ ñîáñò-
âåííîãî áåëêà FtsZ E. coli íàïîìèíàåò ëîêàëèçàöèþ äëÿ íîðìàëüíî äåëÿùåéñÿ êëåòêè (áåëîê âèçóàëèçèðóåòñÿ ïîñåðåäèíå êëåòêè), âïîñëåäñòâèè æå

÷àñòü ñîáñòâåííîãî FtsZ êèøå÷íîé ïàëî÷êè êîëîêàëèçóåòñÿ ñ FtsZ A. laidlawii. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 5 ìêì.
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Ðèñ. 5. Õàðàêòåðíûå ïðèìåðû ëîêàëèçàöèè ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ FtsZ Mycoplasma gallisepticum, Acholeplasma laidlawii è M. ho-
minis è ñîáñòâåííîãî áåëêà FtsZ â êëåòêàõ Escherichia coli, ïðîäóöèðóþùèõ áåëêè FtsZ ñîîòâåòñòâóþùèõ ìèêîïëàçì.

Ñëåâà — èçîáðàæåíèÿ FtsZ ìèêîïëàçì, ïîëó÷åííûå â ðåæèìå ëîêàëèçàöèîííîé ìèêðîñêîïèè, ñïðàâà — äèôðàêöèîííî-îãðàíè÷åííûå ôëóîðåñöåíò-
íûå èçîáðàæåíèÿ ñîáñòâåííîãî FtsZ E. coli â òåõ æå êëåòêàõ. Äëÿ áîëüøåé èíôîðìàòèâíîñòè ñóáäèôðàêöèîííûå èçîáðàæåíèÿ FtsZ ìèêîïëàçì (çåëå-
íûé öâåò) ñîâìåùåíû ñ äèôðàêöèîííî-îãðàíè÷åííûìè ôëóîðåñöåíòíûìè èçîáðàæåíèÿìè ÄÍÊ (ôèîëåòîâûé öâåò). Ðÿä MG — êëåòêè E. coli, ïðî-
äóöèðóþùèå FtsZ M. gallisepticum; ñòðåëêàìè îáîçíà÷åíû ñêîïëåíèÿ ìèêîïëàçìåííîãî FtsZ, íàïîìèíàþùèå ëîêàëèçàöèþ ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ
â òåëüöàõ âêëþ÷åíèÿ. Ðÿä AL — êëåòêè E. coli, ïðîäóöèðóþùèå FtsZ A. laidlawii; îáâåäåíû ó÷àñòêè êëåòîê, ãäå FtsZ A. laidlawii äåìîíñòðèðóåò âûðà-
æåííóþ ïîëÿðíóþ ëîêàëèçàöèþ, à ñòðåëêîé îáîçíà÷åíà îáëàñòü êëåòêè, â êîòîðîé ìèêîïëàçìåííûé FtsZ ëîêàëèçóåòñÿ èíâåðñíî ïî îòíîøåíèþ ê
ÄÍÊ â íåîáû÷íî øèðîêîì ïðîìåæóòêå ìåæäó íóêëåîèäàìè. Âáëèçè ïîëþñîâ êëåòîê E. coli îáëàñòè, â êîòîðûõ ëîêàëèçóåòñÿ FtsZ A. laidlawii, òàêæå
ñâîáîäíû îò ÄÍÊ. Ðÿä MH — êëåòêè E. coli, ïðîäóöèðóþùèå FtsZ M. hominis; ñòðåëêàìè îáîçíà÷åíû ñòðóêòóðû, íàïîìèíàþùèå Z-êîëüöà. Ïðè ñðàâ-
íåíèè ñ äèôðàêöèîííî-îãðàíè÷åííûìè ôëóîðåñöåíòíûìè èçîáðàæåíèÿìè FtsZ E. coli â òåõ æå êëåòêàõ âèäíî, ÷òî FtsZ M. hominis êîëîêàëèçóåòñÿ ñ

ñîáñòâåííûì FtsZ, îäíàêî ïðè ýòîì áåëîê ìèêîïëàçìû íå èìååò âûðàæåííîé ìåìáðàííîé ëîêàëèçàöèè. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 5 ìêì.



ïðåññèè FtsZ A. laidlawii (2 ÷ âìåñòî 1) óìåíüøàåòñÿ ÷èñ-
ëî êëåòîê ñ ïîëÿðíîé ëîêàëèçàöèåé, ïðè ýòîì äàííûé áå-
ëîê ëîêàëèçóåòñÿ (è ïðèòîì áîëåå âûðàæåííî, ÷åì
ñîáñòâåííûé FtsZ E. coli) â íåîáû÷íî øèðîêèõ ïðîìåæóò-
êàõ ìåæäó íóêëåîèäàìè (ðèñ. 4, 5). Ïîñëåäíåå íàáëþäå-
íèå ïîçâîëÿåò âûäâèíóòü äâå êîíêóðèðóþùèå ãèïîòåçû:
ëèáî FtsZ A. laidlawii ëîêàëèçóåòñÿ â ýòèõ ïðîìåæóòêàõ
âñëåäñòâèå âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ñèñòåìîé íóêëåîèäíîé îê-
êëþçèè (èëè èíûõ ôàêòîðîâ, ñâÿçàííûõ ñ ïðîñòðàíñòâåí-
íûì ïîëîæåíèåì íóêëåîèäîâ), ëèáî äàííûé áåëîê êà-
êèì-òî îáðàçîì ñàì ñïîñîáñòâóåò óâåëè÷åíèþ ðàññòîÿíèÿ
ìåæäó íóêëåîèäàìè, â ðåçóëüòàòå ÷åãî äàííûå ïðîìåæóò-
êè ñòàíîâÿòñÿ íåîáû÷íî øèðîêèìè. Ïîñëåäíåå íàáëþäå-
íèå óêàçûâàåò íà òî, ÷òî FtsZ A. laidlawii ìîæåò áûòü ñïî-
ñîáåí âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ êàêèìè-ëèáî êîìïîíåíòàìè
àïïàðàòà äåëåíèÿ â êëåòêàõ ñîîòâåòñòâóþùåé ìèêîïëàç-
ìû (íàïðèìåð, ñ ìåõàíèçìîì, ïîäîáíûì íóêëåîèäíîé îê-
êëþçèè E. coli, ïðè íàëè÷èè òàêîâîãî ó ìèêîïëàçì).

FtsZ M. hominis äåìîíñòðèðóåò êîëîêàëèçàöèþ ñ ñîá-
ñòâåííûì FtsZ E. coli (ðèñ. 4) â áîëåå çíà÷èòåëüíîé ñòåïå-
íè, íåæåëè FtsZ A. laidlawii èëè FtsZ M. gallisepticum. Ïðè
ýòîì íåêîòîðûå ñòðóêòóðû, ôîðìèðóåìûå äàííûì áåë-
êîì, íàïîìèíàþò Z-êîëüöà (ðèñ. 4). Ñëåäóåò îòìåòèòü,
÷òî ïðè ñðàâíåíèè ñóáäèôðàêöèîííûõ èçîáðàæåíèé ñîá-
ñòâåííîãî FtsZ E. coli è FtsZ M. hominis â êëåòêàõ êèøå÷-
íîé ïàëî÷êè âèäíî, ÷òî FtsZ M. hominis â ìåíüøåé ñòåïå-
íè ëîêàëèçóåòñÿ âáëèçè ìåìáðàíû (ðèñ. 5), âîçìîæíî
âñëåäñòâèå áîëåå ñëàáîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó FtsZ
M. hominis è ÿêîðíûìè áåëêàìè äèâèñîìû (FtsA, ZipA),
åñëè òàêîâîå âîîáùå èìååò ìåñòî áûòü. Êîëîêàëèçàöèÿ
FtsZ M. hominis ñ ñîáñòâåííûì FtsZ E. coli ìîæåò áûòü
ñâÿçàíà êàê ñî ñïîñîáíîñòüþ ýòèõ äâóõ áåëêîâ íàïðÿìóþ
âçàèìîäåéñòâîâàòü (èëè äàæå îáðàçîâûâàòü ãåòåðîãåííûå
ïîëèìåðû) äðóã ñ äðóãîì, òàê è ñî âçàèìîäåéñòâèåì FtsZ
M. hominis ñ äðóãèìè ÷àñòÿìè äèâèñîìû E. coli, ÷òî ìî-
æåò óêàçûâàòü íà íàëè÷èå êîìïîíåíòîâ, ãîìîëîãè÷íûõ
êîìïîíåíòàì äèâèñîìû êèøå÷íîé ïàëî÷êè â àïïàðàòå äå-
ëåíèÿ ìèêîïëàçì.

Çàêëþ÷åíèå

Îñíîâûâàÿñü íà ïîëó÷åííûõ äàííûõ, ìîæíî çàêëþ-
÷èòü, ÷òî áåëêè FtsZ ìèêîïëàçì M. gallisepticum, A. laidla-
wii è M. hominis ïðè ïðîäóêöèè â êëåòêàõ E. coli âëèÿþò
íà ïðîöåññ èõ äåëåíèÿ. Ðåçóëüòàòû, ïðåäñòàâëåííûå â íà-
ñòîÿùåé ðàáîòå, ñóùåñòâåííî ðàñøèðÿþò íåäàâíî îïóá-
ëèêîâàííûå íàìè ïðåäâàðèòåëüíûå äàííûå ïî âçàèìî-
äåéñòâèþ ìèêîïëàçìåííûõ áåëêîâ FtsZ M. gallisepticum è
FtsZ A. laidlawii ñ àïïàðàòîì äåëåíèÿ E. coli (Vedyaykin
et al., 2016a). Ïðè ýòîì íåëüçÿ èñêëþ÷èòü âåðîÿòíîñòü êàê
ïðÿìîãî âçàèìîäåéñòâèÿ FtsZ M. hominis, M. gallisepticum è
A. laidlawii ñ ñîáñòâåííûì FtsZ E. coli, òàê è âçàèìîäåéñòâèÿ
ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ FtsZ ìèêîïëàçì ñ êàêèìè-ëèáî
äðóãèìè êîìïîíåíòàìè àïïàðàòà äåëåíèÿ èëè ìåõàíèçìîâ
ïîçèöèîíèðîâàíèÿ äèâèñîìû êèøå÷íîé ïàëî÷êè.

Òåì íå ìåíåå âîïðîñ î ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè è
ðîëè áåëêîâ FtsZ â êëåòêàõ ñàìèõ ìèêîïëàçì ê íàñòîÿùå-
ìó âðåìåíè îñòàåòñÿ îòêðûòûì. Íåäàâíî áûëî ïîêàçàíî,
÷òî FtsZ íå ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìûì äëÿ âûæèâàíèÿ ìè-
êîïëàçì M. mycoides è M. genitalium (Lluch-Senar et al.,
2010; Hutchison et al., 2016), õîòÿ ðîñò êëåòîê øòàììîâ,
íîêàóòíûõ ïî ftsZ, ïðè ýòîì îêàçàëñÿ ïîäàâëåí. Ãåíîìû
íåñêîëüêèõ âèäîâ ìèêîïëàçì èçíà÷àëüíî íå ñîäåðæàò
ãåíîâ, êîäèðóþùèõ áåëêè FtsZ èëè äàæå FtsZ-ïîäîáíûå

áåëêè (Glass et al., 2000; Jaffe et al., 2004). Â òî æå âðåìÿ â
ñëó÷àå FtsZ M. pulmonis áûëî ïîêàçàíî, ÷òî áåëîê ñïîñî-
áåí ÷àñòè÷íî çàìåùàòü ñîáñòâåííûé FtsZ E. coli â êëåòêàõ
êèøå÷íîé ïàëî÷êè (Osawa, Erickson, 2006), ÷òî ìîæåò
óêàçûâàòü íà åãî àêòèâíóþ ðîëü è â êëåòêàõ ìèêîïëàçìû.
Îñîáåííî èíòðèãóþùèì äàííûé ôàêò ïðåäñòàâëÿåòñÿ â
ñâåòå òîãî, ÷òî ñåé÷àñ ôóíêöèîíèðîâàíèå FtsZ ñ÷èòàþò
ñîïðÿæåííûì ñ ñèíòåçîì êëåòî÷íîé ñòåíêè (Haeusser,
Margolin, 2016), ïðè òîì ÷òî â ìèêîïëàçìàõ îíà îòñóòñò-
âóåò. Íàì ïðåäñòàâëÿåòñÿ, ÷òî èññëåäîâàíèå ëîêàëèçàöèè
FtsZ â êëåòêàõ ïðåäñòàâèòåëåé êëàññà Mollicutes ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ìåòîäîâ èììóíîýëåêòðîííîé è ëîêàëèçàöèîí-
íîé ìèêðîñêîïèè â ñî÷åòàíèè ñ èììóíîôëóîðåñöåíòíûì
îêðàøèâàíèåì, à òàêæå ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ïàòòåðíîâ
èõ ðàñïðåäåëåíèÿ ìîãóò ïðîëèòü ñâåò íà ðîëü ýòèõ áåëêîâ
â êëåòêàõ ìèêîïëàçì.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 15-04-07472; êîíñòðóèðîâàíèå ïëàçìèä, ïðîäóêöèÿ
áåëêîâ FtsZ ìèêîïëàçì êëåòêàìè E. coli, âëèÿíèå ìèêî-
ïëàçìåííûõ FtsZ íà ìîðôîëîãèþ áàêòåðèàëüíûõ êëå-
òîê), à òàêæå Ðîññèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðî-
åêò 14-34-00023; ïîëó÷åíèå ñóáäèôðàêöèîííûõ èçîáðà-
æåíèé FtsZ ìèêîïëàçì â êëåòêàõ E. coli). Ðàáîòà
âûïîëíåíà ñ èñïîëüçîâàíèåì ÓÑÓ «Ëàçåðíûé ïèíöåò»
íà áàçå ÔÃÀÎÓ ÂÎ «Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ïîëèòåõíè÷å-
ñêèé óíèâåðñèòåò Ïåòðà Âåëèêîãî».

Ñ ï è ñ î ê ë è ò å ð à ò ó ð û

Áîðõñåíèóñ Ñ. Í., ×åðíîâà Î. À., ×åðíîâ Â. Ì., Âèøíÿêîâ È. Å.
2016. Ìèêîïëàçìû â áèîëîãèè è ìåäèöèíå íà÷àëà 21-ãî âåêà.
ÑÏá.: Íàóêà. 333 ñ. (Borchsenius S. N., Chernova O. A., Cher-
nov V. M., Vishnyakov I. E. 2016. Mycoplasmas in biology and me-
dicine of the early 21st century. St. Petersburg: Nauka. 333 p.)

Âåäÿéêèí À. Ä., Ñàáàíöåâ À. Â., Âèøíÿêîâ È. Å., Ìîðîçî-
âà Í. Å., Õîäîðêîâñêèé Ì. À. 2016. Âîññòàíîâëåíèå ïðîöåññà
äåëåíèÿ â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ ïîñëå èíäóêöèè áåëêà SulA,
îòâå÷àþùåãî çà ïðåêðàùåíèå öèòîêèíåçà ïðè SOS-îòâåòå. Öè-
òîëîãèÿ. 58(12) : 930—935. (Vedyaykin A. D., Sabantsev A. V.,
Vishnyakov I. E., Morozova N. E., Khodorkovskii M. A. 2017. Re-
covery of division process in bacterial cells after induction of SulA
protein which is responsible for cytokinesis arrest during SOS-res-
ponse. Cell Tissue Biol. (Tsitologiya). 11 (2) : 89—94.)

Allard J. F., Cytrynbaum E. N. 2009. Force generation by a
dynamic Z-ring in Escherichia coli cell division. Proc. Nat. Acad.
Sci. USA .106 : 145—150.

Beall B., Lowe M., Lutkenhaus J. 1988. Cloning and characte-
rization of Bacillus subtilis homologs of Escherichia coli cell divi-
sion genes ftsZ and ftsA. J. Bacteriol. 170 : 4855—4864.

Browning G. F., Citti C. (eds.). 2014. Mollicutes: molecular bio-
logy and pathogenesis. Norfolk, UK: Horizon Scientific Press. 333 p.

Coltharp C., Xiao J. 2016. Beyond force generation: why is a
dynamic ring of FtsZ polymers essential for bacterial cytokinesis?
Bioessays. Doi: 10.1002/bies.201600179.

Daley D. O., Skoglund U., Söderström B. 2016. FtsZ does not
initiate membrane constriction at the onset of division. Sci Rep. 6 :
33138.

Edelstein A., Amodaj N., Hoover K., Vale R., Stuurman N. 2010.
Computer control of microscopes using mManager. Curr. Protoc. Mol.
Biol. Chapter 14 : Unit14.20. Doi: 10.1002/0471142727.mb1420s92.

Glass J. I., Lefkowitz E. J., Glass J. S., Heiner C. R., Chen E. Y.,
Cassell G. H. 2000. The complete sequence of the mucosal patho-
gen Ureaplasma urealyticum. Nature. 407 : 757—762.

Haeusser D. P., Margolin W. 2016. Splitsville: structural and
functional insights into the dynamic bacterial Z ring. Nat. Rev.
Microbiol. 14 : 305—319.

Âëèÿíèå ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ FtsZ íåêîòîðûõ âèäîâ ìèêîïëàçì íà ïðîöåññ äåëåíèÿ... 335



Hajduk I. V., Rodrigues C. D., Harry E. J. 2016. Connecting
the dots of the bacterial cell cycle: coordinating chromosome repli-
cation and segregation with cell division. Semin. Cell Develop.
Biol. 53 : 2—9.

Hutchison C. A., 3rd, Chuang R. Y., Noskov V. N., Assad-Gar-
cia N., Deerinck T. J., Ellisman M. H., Gill J., Kannan K., Karas B. J.,
Ma L., Pelletier J. F., Qi Z. Q., Richter R. A., Strychalski E. A., Sun
L., Suzuki Y., Tsvetanova B., Wise K. S., Smith H. O., Glass J. I.,
Merryman C., Gibson D. G., Venter J. C. 2016. Design and synthe-
sis of a minimal bacterial genome. Science. 351 : aad6253.

Jaffe J. D., Stange-Thomann N., Smith C., DeCaprio D., Fi-
sher S., Butler J., Calvo S., Elkins T., Fitzgerald M. G., Hafez N.,
Kodira C. D., Major J., Wang S., Wilkinson J., Nicol R., Nus-
baum C., Birren B., Berg H. C., Church G. M. 2004. The complete
genome and proteome of Mycoplasma mobile. Gen. Res. 14 :
1447—1461.

Kobayashi M., Asai Y., Hatakeyama K., Kijima N., Wachi M.,
Nagai K., Yukawa H. 1997. Cloning, sequencing, and characteriza-
tion of the ftsZ gene from coryneform bacteria. Biochem. Biophys.
Res. Commun. 236 : 383—388.

Kukekova A. V., Malinin A. Yu., Ayala J. A., Borchsenius S. N.
1999. Characterization of Acholeplasma laidlawii ftsZ gene and its
gene product. Biochem. Biophys. Res. Commun. 262 : 44—49.

Lan G., Wolgemuth C. W., Sun S. X. 2007. Z-ring force and
cell shape during division in rod-like bacteria. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA. 104 : 16 110—16 115.

Lee H. L., Chiang I. C., Liang S. Y., Lee D. Y., Chang G. D.,
Wang K. Y., Lin S. Y., Shih Y. L. 2016. Quantitative proteomics
analysis reveals the min system of Escherichia coli modulates re-
versible protein association with the inner membrane. Mol. Cell
Proteomics. 15 : 1572—1583.

Lluch-Senar M., Querol E., Pinol J. 2010. Cell division in a
minimal bacterium in the absence of FtsZ. Mol. Microbiol. 78 :
278—289.

Lu C., Reedy M., Erickson H. P. 2000. Straight and curved
conformations of FtsZ are regulated by GTP hydrolysis. J. Bacte-
riol. 182 : 164—170.

Lutkenhaus J., Addinall S. 1997. Bacterial cell division and the
Z ring. Ann. Rev. Biochem. 66 : 93—116.

Ma X., Ehrhardt D. W., Margolin W. 1996. Colocalization of
cell division proteins FtsZ and FtsA to cytoskeletal structures in li-
ving Escherichia coli cells by using green fluorescent protein. Proc.
Nat. Acad. Sci. USA. 93 : 12 998—13 003.

Mercier R., Kawai Y., Errington J. 2014. General principles
for the formation and proliferation of a wall-free (L-form) state in
bacteria. Elife. 3 : e04629. Doi: 10.7554/eLife.04629.

Momynaliev K. T., Smirnova O. V., Lazyrev V. N., Akopi-
an T. A., Chelysheva V. V., Ayala J. A., Simankova A. N., Borchse-

nius S. N., Govorun V. M. 2002. Characterization of the Myco-
plasma hominis FtsZ gene and its sequence variability in mycoplas-
ma clinical isolates. Biochem. Biophys. Res. Commun. 293 :
155—162.

Olivier N., Keller D., Gonczy P., Manley S. 2013. Resolution
doubling in 3D-STORM imaging through improved buffers. PLoS
ONE. 8(7) : e69004.

Osawa M., Anderson D. E., Erickson H. P. 2008. Reconstitu-
tion of contractile FtsZ rings in liposomes. Science. 320 :
792—794.

Osawa M., Erickson H. P. 2006. FtsZ from divergent foreign
bacteria can function for cell division in Escherichia coli. J. Bacte-
riol. 188 : 7132—7140.

Ovesny M., Krizek P., Borkovec J., Svindrych Z., Hagen G. M.
2014. ThunderSTORM: a comprehensive ImageJ plug-in for
PALM and STORM data analysis and super-resolution imaging.
Bioinformatics. 30 : 2389—2390.

Paez A., Mateos-Gil P., Hörger I., Mingorance J., Rivas G.,
Vicente M., Velez M., Tarazona P. 2009. Simple modeling of FtsZ
polymers on flat and curved surfaces: correlation with experimental
in vitro observations. PMC Biophys. 2 : 8.

Schneider C. A., Rasband W. S., Eliceiri K. W. 2012. NIH ima-
ge to imagej: 25 years of image analysis. Nat. Meth. 9 : 671—675.

Schumacher M. A., Zeng W. 2016. Structures of the nucleoid
occlusion protein SlmA bound to DNA and the C-terminal domain
of the cytoskeletal protein FtsZ. Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 113 :
4988—4993.

Vedyaykin A. D., Gorbunov V. V., Sabantsev A. V., Polinov-
skaya V. S., Vishnyakov I. E., Melnikov A. S., Serdobintsev P. Yu.,
Khodorkovskii M. A. 2015. Multi-color localization microscopy of
fixed cells as a promising tool to study organization of bacterial cy-
toskeleton. 2nd Int. School and Conference St. Petersburg OPEN
on Optoelectronics, Photonics, Engineering and Nanostructures
(SPbOPEN2015). 643(1/012020) : 1—6.

Vedyaykin A. D., Sabantsev A. V., Khodorkovskii M. A., Kayu-
mov A. R., Vishnyakov I. E. 2016a. Recombinant FtsZ proteins
from Mollicutes interact with Escherichia coli division machinery.
BioNanoScience (online first). Doi: 10.1007/s12668-016-0248-3.

Vedyaykin A. D., Vishnyakov I. E., Polinovskaya V. S., Kho-
dorkovskii M. A., Sabantsev A. V. 2016b. New insights into FtsZ
rearrangements during the cell division of Escherichia coli from
single-molecule localization microscopy of fixed cells. Microbiolo-
gyopen. 5 : 378—386.

Wang X., Lutkenhaus J. 1996. Characterization of the ftsZ gene
from Mycoplasma pulmonis, an organism lacking a cell wall.
J. Bacteriol. 178 : 2314—2319.

Ïîñòóïèëà 24 XI 2016

INFLUENCE OF FtsZ PROTEINS FROM SOME MYCOPLASMA SPECIES

ON THE DIVISION PROCESS IN Escherichia Coli CELLS

A. D. Vedyaykin,1 V. S. Polinovskaya,1 A. V. Sabantsev,1 M. A. Khodorkovskii,1 S. N. Borchsenius,2 I. E. Vishnyakov1, 2, *

1 Peter the Great St. Petersburg Ðolytechnic University, St. Petersburg, 195251, and
2 Institute of Cytology RAS, St. Petersburg, 194064;

* e-mail: innvish@gmail.com, vishnyakov_ie@spbstu.ru

Being a highly-conserved protein, FtsZ plays one of key roles in the division process of the most prokaryo-
tes. To date, it is assumed that the main FtsZ function in well-studied microorganisms (Escherichia coli, Bacillus
subtilis, etc.) is the control of cell-wall synthesis in the future septum site. In this context, the fact that FtsZ has
been found in mycoplasmas — wall-less bacteria — seems to be intriguing. In this work we studied the effect of
FtsZ proteins from three Mycoplasma species (Mycoplasma hominis, M. gallisepticum, Acholeplasma laidla-
wii) on the cytokinesis of Escherichia coli. We have shown that FtsZ proteins are able to interact with E. coli
division machinery (including the inhibition of the cytokinesis) as well as demonstrate different localization
patterns. Our data support the hypothesis of importance of FtsZ proteins for division of mycoplasma cells.

K e y w o r d s: bacterial cell division, FtsZ, mycoplasma, Escherichia coli, single-molecule localization
microscopy.
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