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Исследовано фосфорилирование белков в препаратах суббактериальных инвертированных мембранных ве�
зикул Streptomyces fradiae АТСС 19609, содержащих мембраносвязанные FоF1�АТФ�синтазы. Методом дву�
мерного электрофореза с последующим масс�спектрометрическим анализом впервые установлено, что в
составе синтазного комплекса осуществляется фосфорилирование β� и b�субъединиц; идентифицировано
20 белков с установленными функциями. Осуществлено клонирование генов FoF1�АТФ�синтазы в
Escherichia coli и получены рекомбинантные белки всех восьми субъединиц: α, β, γ, δ, ε, а, b и c. С исполь�
зованием суммарного препарата серин�треониновых протеинкиназ (СТПК) впервые показано фосфорили�
рование рекомбинантных γ�, β�, α� и ε�субъединиц. В обоих типах экспериментов наблюдалось фосфори�
лирование β�субъединицы FоF1�АТФ�синтазы. Отличия в фосфорилировании белков во фракции мембран�
ных везикул и рекомбинантных белков могут быть связаны с присутствием разных СТПК в используемых
препаратах, а также зависеть от этапов сборки и функционирования FоF1�АТФ�синтазы. Установлена струк�
тура оперона, содержащая все субъединицы и регуляторный белок I. Исследовано филогенетическое сход�
ство субъединиц FоF1�АТФ�синтазы Streptomyces fradiae АТСС 19609 с субъединицами различных групп сап�
рофитных и патогенных бактерий (в т.ч. Mycobacterium tuberculosis). Полученные результаты могут указывать
на значительную роль серин�треониновых протеинкиназ в функционировании FоF1�АТФ�синтазы. В прак�
тическом плане данные могут быть использованы для конструирования оригинальной тест�системы и соз�
дания новых биомишень�направленных лекарств против патогенных бактерий.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: FоF1�АТФ�синтаза, ATФаза, серин�треониновые протеинкиназы, инвертированные
мембранные везикулы, Streptomycetes.

Актуальной задачей современной биологии
и медицины является поиск новых средств для
лечения различных заболеваний человека. Мно�
гие исследования, направленные на создание
инновационных лекарственных препаратов, ос�
новываются на данных о молекулярных мише�
нях лекарств нового поколения. Одной из попу�
лярных в настоящее время биомишеней являет�
ся FоF1�АТФ�синтаза – универсальная молеку�

лярная машина, осуществляющая синтез (и в
определенных условиях гидролиз) АТФ в мито�
хондриях эукариот, хлоропластах растений и
бактериях. FоF1�АТФ�синтаза представляет со�
бой многосубъединичный фермент, состоящий
из растворимой F1�части, катализирующей син�
тез АТФ из AДФ и неорганического фосфата за
счет ротационного движения центрального стерж�
ня молекулы, и связанной с ней Fо�части, погру�
женной в мембрану молекулы [1, 2]. F1�часть
FоF1�АТФ�синтазы бактерий включает пять
субъединиц: α, β, γ, δ и ε. Fo�часть синтазы со�
держит три субъединицы: а, b и с. Этот комплекс
присутствует в митохондриях эукариот и кле�
точной стенке бактерий [3–5]. 

FоF1�АТФ�синтаза вовлечена в поддержание
клеточного pH, а также регуляцию эндоцитоза,
пролиферации и апоптоза [6, 7]. В последние го�
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ды разрабатываются лекарственные препараты,
способные воздействовать на функционирова�
ние FоF1�АТФ�синтазы различных организмов,
в первую очередь человека и патогенных бакте�
рий [8, 9]. Ингибирование активности FоF1�
АТФ�синтазы может осуществляться не только
путем взаимодействия с ее собственными субъ�
единицами, но и с сопряженными биомишеня�
ми в суббактериальных инвертированных мемб�
ранных везикулах. Был разработан новый пре�
парат, ориентированный на FоF1�АТФ�синтазу
Micobacterium tuberculosis: отобрано соединение
бедакуилин, которое ингибирует FоF1�АТФ�
синтазу микобактерий и показывает высокую и
избирательную активность in vitro и in vivo [10,
11]. FоF1�АТФ�синтазы актинобактерий при
большом структурном сходстве отличает от фер�
мента других бактерий зависимость активности
от ионов Ca2+ [12, 13] и чувствительность к анти�
биотику олигомицину А [14–17]. Основной био�
мишенью действия является c�субъединица
FоF1�АТФ�синтазы и ее гомолог у эукариотичес�
ких клеток [18]. Антибиотики семейства олиго�
мицинов и другие ингибиторы FоF1�АТФ�син�
тазы человека и бактерий рассматриваются как
потенциальные лекарственные препараты [19],
однако их продвижение в качестве фармацевти�
ческих препаратов ограничивается высокой
токсичностью. Впервые российскими учеными
получены более 20 полусинтетических произ�
водных олигомицина А, обладающих более низ�
кой токсичностью [20, 21]. 

В литературе имеются единичные указания
на фосфорилирование δ� и с�субъединиц в ми�
тохондриях эукариот [22, 23], β�субъединицы в
митохондриях скелетной мышцы человека [24]
и хлоропластах [25], β�субъединицы у M. tuber$
culosis [26]. Полагают, что фосфорилирование
компонентов комплекса может влиять на про�
ницаемость мембран митохондрий (субъедини�
ца c), структуру комплекса FоF1�АТФ�синтазы
(субъединица β) и может иметь PDGF�зависи�
мый характер (субъединица δ). Ранее нами был
установлен феномен повышения устойчивости
клеток бактерий и FоF1�АТФ�синтазы в составе
мембранных везикул к олигомицину А в резуль�
тате появления в клетках нечувствительной к
олигомицину A формы FоF1�комплекса и опре�
делена чувствительность к ингибиторам (олиго�
мицину A и др.) FоF1�АТФ�синтазы трех штам�
мов стрептомицетов in vivo и in vitro. Впервые
было показано, что во фракции мембранных ве�
зикул актинобактерии Streptomyces fradiae АТСС
19609 содержатся по крайней мере две активные
серин�треониновые протеинкиназы (СТПК),
способные фосфорилировать мембранные бел�
ки, и их активность регулируется ионами Са2+

[17]. Построена структура FоF1�АТФ�синтазного
оперона и осуществлено филогенетическое
сравнение субъединиц кодируемых им белков с
аналогичными белками различных групп сапро�
фитных и патогенных бактерий. 

Основной целью работы является изучение
фосфорилирования белков FоF1�АТФ�синтаз�
ного комплекса S. fradiae АТСС 19609 с исполь�
зованием двух подходов: 1) в составе мембран�
ных везикул, включающих мембраносвязанные
СТПК, и 2) путем фосфорилирования рекомби�
нантных белков всех восьми субъединиц, полу�
ченных в Escherichia coli, суммарным препара�
том СТПК S. fradiae АТСС 19609.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Бактериальные штаммы, векторы, среды и ус�
ловия культивирования. В работе использован
штамм S. fradiae АТСС 19609 (геном штамма
секвенирован в лаборатории генетики микроор�
ганизмов ИОГен РАН, последовательность ге�
нома депонирована в GenBank под номером
JNAD00000000) и штаммы E. coli DH5α (F–, Ф80
ΔlacZΔM15 Δ(lacZYA�argF) U169) фирмы
«Promega» (США) [27] и BL21(DE3) (F– dcm ompT
hsdS(rB

–mB
–) gal λ (DE3)), плазмида pET32a фир�

мы «Novagen» (США) [28]. Для выращивания
штамма S. fradiae АТСС 19609 использовали
жидкую среду YEME с 25% сахарозы (m/V) [29]
при 28° в течение 24 ч (позднелогарифмический
рост), мицелий собирали в течение 30 мин центри�
фугированием при 3000 g. Для выращивания кле�
ток E. coli использовали среду Лурия (L�бульон).
Твердые среды содержали 2,0% агара (m/V) [30].
Для обеспечения селективного роста плазми�
досодержащих клеток добавляли ампициллин
(100 мкг/мл).

Манипуляции с ДНК. Тотальную ДНК штам�
ма S. fradiae АТСС 19609 выделяли методом, из�
ложенным в руководствах Кизер с соавт. [29].
Выделение плазмидной ДНК, приготовление
компетентной культуры E. coli, трансформацию
и анализ рекомбинантных плазмид проводили с
использованием стандартных методов [30]. ПЦР
с тотальной ДНК штамма S. fradiae АТСС 19609
проводили с использованием набора РСК�100
(«Dialat Ltd.», Россия) на приборе PTC�0150
(«MJ Research, Inc.», США). Для амплификации
фрагментов ДНК всех субъединиц было скон�
струировано 10 олигонуклеотидов, гомологич�
ных фланкирующим областям а�, c�, b�, δ�, α�,
γ�, β� и ε�субъединиц FоF1�АТФ�синтаз, находя�
щихся в базе данных NCBI (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/) штаммов S. coelicolor, S. lividans и S. aver$
mitilis с использованием программы NCBI/Primer�
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BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer�blast/).
Олигонуклеотиды для клонирования были скон�
струированы на основании секвенирования
нуклеотидных последовательностей амплифи�
цированных субъединиц (табл. 1). Амплифици�
рованные субъединицы клонировали в экспрес�
сионный вектор pET32а по сайтам эндонуклеаз

рестрикции EcoRI и HindIII. Скрининг получен�
ных рекомбинантных клонов проводили с по�
мощью ПЦР с использованием стандартных
праймеров S · Tag и T7term.

Изучение экспрессии генов FоF1�АТФ�синтазы
в Е. coli. Экспрессию генов субъединиц FоF1�
АТФ�синтазы штамма S. fradiae АТСС 19609
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Олигонуклеотид

ATPAN

ATPAC

ATPCN

ATPCC

ATPBN

ATPBC

ATPIN

ATPIC

Del(+)

Del(–)

Alp(+)

Alp(–)

Gam(+)

Gam(–)

Beta(+)

Beta(–)

Eps(+)

Eps(–)

ATPFAN

ATPFAC

ATPFCN 

ATPFCC

ATPFBN

ATPFBC

DelN

DelC

AlpN

AlpC

GamN

GamC

BetaN

BetaC

EpsN

EpsC

Рестриктаза

–

–

–

–

–

–

–

–

–

–

–

–

–

–

–

–

–

–

EcoRI

HindIII

EcoRI

HindIII

EcoRI

HindIII

EcoRI

HindIII

EcoRI

HindIII

EcoRI

HindIII

EcoRI

HindIII

EcoRI

HindIII

Таблица 1. Олигонуклеотиды, используемые в работе

Структура олигонуклеотида (5'–3')*

CCATGCGCCACGCTGAAGG

TGCTCAGTGGTGCTCGGC

CGGTGGCCAACCCCCAC

AGGCCGATGACGAGCTCGGGGA

GGCGGCCGGCCTGATCCGC

GGCCAGCTCGTCGGCGAGC

ATGCCGTCCAATGACGTCCG

CTCCTTCAGCGTGGCGCATG

CGGCAGCGCGAGGAGATCAT

GACCTCCTCGCGCGAGGCCG

TAGCCTGGAGTCGGGACTC

GTGACGGATCGGATGCGACG

GCACCACCGGCAAGATGGAC

GGAGATGGTGCGGACCAGGC

AATCAGCGAGATCGTCGGTGGC

GACGTGCAGCTCAGCAGCCA

GGCGTTCTTCATGTGCGGTGGC

CCGCACACAGTCAGAGCGAG

ATCCGAATTCGTGAGTGCTGACCCGACAACG

CCGCAAGCTTGTGGTGCTCTGCGAGAGCG

ATCCGAATTCATGTCCCAGACCCTTGCTGC

CCGCAAGCTTACGAACGGCATGACGAGGCC

ATCCGAATTCGTGAACGTTCTGGTTCACCT

CCGCAAGCTTGTCGGCCGGCCTCGGCCTTC

ATCCGAATTCATGAACGGAGCGAGCCGCG

CCGCAAGCTTGCCGGCCATCCGCCGGGA

ATCCGAATTCATGGCGGAGCTCACGATCCG

CCGCAAGCTTCTTGCCGGCGGCCGGAACGT

ATCCGAATTCATGGGTGCCCAGATCCGGGT

CCGCAAGCTTCCTGTCACTCCCCGCGGTCG

ATCCGAATTCATGACCACCACTGTTGAGCCG

CCGCAAGCTTCAGAATAACGGGCGTGGATCC

ATCCGAATTCTTGGCTGCTGAGCTGCACGT

CCGCAAGCTTGCGCTTGCTCGCGGCCGCG

* Жирным шрифтом выделены сайты узнавания рестриктаз EcoRI (GAATTC) и HindIII (AAGCTT).
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проводили в клетках E. coli BL21(DE3). Для изу�
чения экспрессии белка и наработки биомассы
клетки E. coli, содержавшие сконструированные
плазмиды, выращивали на качалке в жидкой
среде (L�бульон) с ампициллином при 34° до оп�
тической плотности 0,6 (~2 ч), затем индуциро�
вали экспрессию добавлением ИПТГ до фи�
нальной концентрации 1,0 мМ. Далее проводи�
ли культивирование при 28° в течение 4 ч, после
чего отбирали биомассу, которую суспендирова�
ли в буфере следующего состава: 62,5 мМ Тris�
HCl, (pH 6,8), 5%�ный глицерин (m/V), 2%�ный
меркаптоэтанол (m/V), 0,1%�ный Ds�Na, бром�
феноловый синий. Затем клетки разрушали ки�
пячением в течение 10 мин. Растворимую фрак�
цию белков анализировали с помощью Ds�Na�
ПААГ�электрофореза. В качестве контроля ана�
лизировали растворимую фракцию белков штам�
ма E. coli BL21(DE3), содержавшего плазмиду
pET32а без вставки. Рекомбинантные белки из
экстрактов выделяли в нативных условиях хро�
матографией на His�связывающих Ni�NTA ко�
лонках («Qiagen», Германия) согласно протоко�
лу QIAexpress.

Получение препаратов мембранных везикул
для протеомного анализа. Мицелий S. fradiae
АТСС 19609 трижды отмывали в 0,1 М Тris�HCl,
рН 7,5. Клетки суспендировали в 10 объемах бу�
фера, содержавшего 50 мМ Тris�HCl (pH 7,5),
10 мМ MgCl2, 10%�ный глицерин (m/V), 1 мM
фенилметансульфонил фторид (ФМСФ), 0,5 мM
дитиотреитол (ДТТ), коктейль ингибиторов про�
теаз («Promega», США), с добавлением лизоци�
ма до конечной концентрации 1 мг/мл. Полу�
ченную суспензию инкубировали при 37° при
постоянном перемешивании в течение 30 мин.
Протопласты разрушали озвучиванием в ульт�
развуковом дезинтеграторе Vibra Cell™ Ultrasonic
Processor («Sonics», США) при частоте 20 кГц
трижды по 30 с с интервалом между обработка�
ми 15 с при 4°. Клеточные обломки осаждали
центрифугированием в течение 20 мин при 4° и
10 000 g. Для выделения везикул белки суперна�
танта центрифугировали в течение 10 ч при 4° и
100 000 g, суспендировали в том же буфере (без
лизоцима) и центрифугировали в течение 16 ч
при 4° и 150 000 g. Полученные осадки растворя�
ли в шести объемах буфера (без лизоцима). Кон�
центрацию белка определяли на флуориметре
Qubit 2.0 («Invitrogen», США). Мембранные ве�
зикулы замораживали в жидком азоте и хранили
при –70°.

Фосфорилирование белков мембранных вези�
кул. Проводили в течение 10 мин при 25° в буфе�
ре, содержавшем 25 мМ Tris�HCl (рН 7,4), 5 мМ
MgCl2, 5 мМ MnCl2, 1 мМ ДТТ, 1 мМ ЭДТА,
0,1 мМ ФМСФ. Реакцию начинали добавлени�

ем АТФ до конечной концентрации 100 мкМ, со�
державшей 10–20 мкКи [γ�32P]�АТФ (5000 Ки/мМ
(186 ПБк/М), ИБХ им. М.М. Шемякина и
Ю.А. Овчинникова РАН), в присутствии 100 мкг
белка везикул. Белки осаждали пятью объемами
холодного ацетона, выдерживали 2 ч при –20°,
осадки собирали центрифугированием в тече�
ние 20 мин при 4° и 20 000 g. Подсушенные осад�
ки растворяли в буфере, содержавшем 8,5 М мо�
чевину, 2%�ный Тритон Х�100 (m/V), 2,2% ам�
фолиты (m/V), 5%�ный β�меркаптоэтанол
(m/V), удаляли нерастворенные агрегаты цент�
рифугированием, супернатант использовали для
дальнейшего разделения методом двумерного
электрофореза.

Двумерный гель�электрофорез (SDS�PAGE).
Проводили по методике O’Фаррелла [31] с не�
большими модификациями. Подготовку образ�
цов для масс�спектрометрии осуществляли по
методике, рекомендованной фирмой «Promega»,
США (In Gel Digest Protocol), масс�спектры по�
лучены методом, рекомендованным фирмой
«Bruker Daltonics» (США), на аналитическом
масс�спектрометре Bruker Daltonics (UltrafleXtreme
Maldi Tof/Tof Ms) («Bruker Daltonics GmbH»,
Германия) в отделе протеомных исследований
НИИ биомедицинской химии им. В.Н. Орехо�
вича РАМН. Идентификацию белков осущес�
твляли при помощи программы Mascot (www.
matrixscience.com). Поиск производили в базе
данных NCBI.

Получение мембранных везикул для фосфори�
лирования субъединиц FoF1�АТФ�синтазы. Штамм
S. fradiae АТСС 19609 выращивали в основной
жидкой питательной среде, приготовленной,
как описано ранее [32, 33], до поздней экспо�
ненциальной фазы роста, собирали мицелий
центрифугированием, суспендировали в буфере,
содержавшем 50 мМ Тris�HCl (pH 7,5), 10 мМ
MgCl2, 10%�ный глицерин (m/V), 1 мМ ФМСФ,
0,5 мМ ДТТ, 1 мг/мл лизоцима и 1 мкг/мл
ДНКазы, и получали протопласты, инкубируя
30 мин при 37°. Протопласты разрушали озвучи�
ванием в отечественном ультразвуковом дезин�
теграторе УЗДН�1, У�42 в течение 3 мин при
частоте 30 кГц, после чего удаляли клеточный
дебрис центрифугированием в течение 20 мин
при 4° и 10 000 g. Мембранные везикулы осажда�
ли центрифугированием в течение 120 мин при
4° и 180 000 g, промывали указанным выше бу�
фером и хранили в жидком азоте.

Фосфорилирование субъединиц FoF1�АТФ�
синтазы. Фосфорилирование субъединиц про�
водили в течение 10 мин при 28° в буфере, содер�
жавшем 50 мМ Тris�НСl, 100 мМ NaCl, 5 мМ
MgCl2, 5 мМ β�меркаптоэтанол, 0,1 мМ ФМСФ,
0,01%�ный Tween�20, 10%�ный глицерин (m/V)
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(рН 7,8) и 0,5 мМ [γ�32P]�АТФ (5000 имп/мин
на пмоль; «Фосфор», Россия), в присутствии
100 мкг/мл белка.

Суммарный препарат СТПК S. fradiae АТСС
19609 выделяли из экстрактов бактерии хрома�
тографией на цибакрон�сефарозе [34].

Анализ АТФазной активности в мембранных
везикулах Streptomyces fradiae ATCC 19609 прово�
дили по высвобождению 32Pi после отделения
его от связанной с активированным углем мар�
ки «Norit A» [γ�32P]�АТФ по методике, описан�
ной ранее [17]. Во всех случаях приводили ус�
редненные значения трех независимых измере�
ний со среднеквадратичными отклонениями.

Биоинформатические методы анализа. Поиск
нуклеотидных и аминокислотных последова�
тельностей субъединиц FoF1�АТФ�синтаз бакте�
рий проводился по нуклеотидным и аминокис�
лотным базам данных, доступным на сайте
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Анализ
последовательностей выполнялся при помощи
программы BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi). Выравнивания субъединиц проводи�
лись с помощью программ ClustalW [34] и
TCOFFEE (http://igs�server.cnrs�mrs.fr/Tcoffee/
tcoffee_cgi/index.cgi) [35]. Для визуализации вы�
равнивания использовали программу GeneDoc
(http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc/) [36]. Про�
цент идентичности аминокислотных последова�
тельностей вычислялся при помощи программы
Blastp [37]. Филогенетические деревья построе�
ны с помощью пакета программ MEGA v. 5.1
[38] с использованием алгоритма ближайших
соседей (neighbor�joining) [39]. Для оценки дос�
товерности топологии полученного филогене�
тического дерева применяли bootstrap�анализ
(1000 реплик) [40]. Для картирования потенци�
альных сайтов фосфорилирования использова�
ли программы NetPhos 2.0 (http://www.cbs.dtu.
dk/services/NetPhos/) и NetPhosК (http://www.cbs.
dtu.dk/services/NetPhosK/).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Анализ АТФазной активности S. fradiae
АТСС19609 в мембранных везикулах. Везикулы,
содержавшие FoF1�АТФ�синтазу, были изолиро�
ваны из S. fradiae АТСС 19609, затем была опре�
делена АТФазная активность по отщеплению
γ�фосфорильного остатка от [γ�32P]�АТФ в при�
сутствии ингибиторов СТПК и без них. Везику�
лы прединкубировали с АТФ и ингибиторами
АТФазы и СТПК, после чего определяли их
АТФазную активность в присутствии олигоми�
цина А или без него. Показано, что в присут�
ствии 10 мМ CaCl2 активность FoF1�АТФ�синта�

зы составляла 157 ± 19 ед активности/мг белка,
а в присутствии 10 мM MgCl2 – 104 ± 7 ед актив�
ности/мг белка мембранных везикул (1 ед ак�
тивности равна 1 нМ фосфата, высвобождаемо�
го за 1 мин в присутствии 1 мг белка в стандарт�
ных условиях). Различия в эффективности двух�
валентных катионов могут объясняться отличи�
ями в атомной структуре их комплекса с нукле�
отидным субстратом, влияющими на конфор�
мационные изменения в каталитическом центре
фермента, и обнаружены ранее у АТФаз разных
видов Streptomyces [12, 13]. Было проанализиро�
вано действие возрастающих концентраций се�
лективного ингибитора АТФаз F�типа олигоми�
цина А на АТФазную активность и показано,
что значения IC50 олигомицина А в отношении
Ca2+�зависимой АТФазной активности в препара�
тах мембранных везикул составляют 165 ± 23 нМ,
а Mg2+�зависимой – 110 ± 11 нМ. В отдельных
опытах мы показали, что действующий на Fo�часть
ингибитор дициклогексилкарбодиимид в кон�
центрации 0,05 мМ снижает АТФазную актив�
ность исследуемого штамма до уровня 7–10% от
исходного. Далее везикулы S. fradiae прединку�
бировали с ингибиторами СТПК и определяли
их АТФазную активность в присутствии олиго�
мицина А и без него. Из представленных в табл. 2
результатов видно, что ингибитор Ca2+�зависи�
мых протеинкиназ KN�62 в концентрации 5,0 мкМ
понижает активность на 25%, а АТФ�конкурент�
ный ингибитор киназ бисиндолилмалеимид�I
(Бис�I) в концентрации 1,0 мкМ – на 23%. При
этом определяемая АТФазная активность почти
целиком может быть отнесена на счет FоF1�АТФ�
синтазы, т.к. ее специфические ингибиторы ди�
циклогексилкарбодиимид и олигомицин А по�
давляют АТФазную активность мембранных ве�
зикул на 83 и 56% соответственно. Добавленные
по отдельности KN�62 и Бис�I повышают чувстви�
тельность FoF1�АТФ�синтазы к олигомицину А
на 4–6%, а вместе увеличивают ее чувствитель�
ность к олигомицину А почти вдвое (табл. 2).
Эти данные говорят в пользу того, что эндоген�
ные мембраносвязанные СТПК вовлечены в ак�
тивацию FoF1�АТФ�синтазы и ее защиту от ан�
тибиотика и подтверждают предварительные
результаты аналогичного анализа фосфорили�
рования и возможной регуляции активности
FоF1�АТФ�синтазы в везикулах S. fradiae, опуб�
ликованные нами ранее [17].

Получение рекомбинантных белков субъединиц
FоF1�АТФ�синтазы S. fradiae АТСС 19609. Изоля�
цию генов субъединиц FоF1�АТФ�синтазы осу�
ществляли с геномной ДНК методом ПЦР. Для
амплификации фрагмента ДНК а�субъединицы
использованы олигонуклеотиды ATPAN и ATPAC,
с�субъединицы – ATPCN и ATPCC, b�субъеди�
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ницы – ATPBN и ATPBC, δ�субъединицы –
Del(+) и Del(–), α�субъединицы – Alp(+) и
Alp(–), γ�субъединицы – Gam(+) и Gam(–),
β�субъединицы – Beta(+) и Beta(–), ε�субъеди�
ницы – Eps(+) и Eps(–) (табл. 1). При секвени�
ровании всех амплифицированных фрагментов
ДНК определены стартовые кодоны трансляции
и терминирующие кодоны. Для клонирования
всех субъединиц были синтезированы олиго�
нуклеотиды, гомологичные соответственно N� и
С�концевым областям генов субъединиц и со�
держащие в своем составе сайты рестрикции
EcoRI и HindIII (табл. 1). Амплифицированные
фрагменты ДНК были секвенированы и клони�
рованы в экспрессионном векторе рЕТ32а, лин�
кер которого содержит His�Tag и S�tag для выде�
ления и очистки белков и последовательность
Trx · Tag (109 а.о.) в N�концевой области. Для
изучения экспрессии белков проводили индук�
цию ИПТГ в течение 1, 2 и 4 ч. Установлено, что
максимальный уровень экспрессии генов всех
субъединиц достигается при 4 ч индукции. При
клонировании δ�, α�, γ�, β�, ε�, a�, c� и b�субъ�
единиц в клетках E. coli, содержавших плазми�
ды рЕТ32аAtpH, рЕТ32аAtpA, рЕТ32аAtpG,
рЕТ32аAtpD, рЕТ32аAtpC, рЕТ32аAtpB,
рЕТ32аAtpE и рЕТ32аAtpF, наблюдались допол�
нительные фракции белков с соответствующи�
ми молекулярными массами 51, 80, 56, 75, 36,
53, 30 и 43 кДа (рис. 1). Эти величины соответ�
ствуют расчетным молекулярным массам бел�
ков соответствующих субъединиц в сумме с мо�
лекулярной массой белка всего линкера плазми�
ды pET32a, содержащей тиоредоксин. Получен�
ные рекомбинантные белки всех субъединиц
были очищены на His�связывающих Ni�NTA

колонках и наработаны в препаративных коли�
чествах для последующего изучения их фосфо�
рилирования.
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АТФазная активность,
% от контроля

100

44

75

77

38

40

16

Таблица 2. Влияние олигомицина А и ингибиторов СТПК на активность АТФазы S. fradiae АТСС 19609

АТФазная активность,
ед/мг белка*

163 ± 21

72 ± 12

102 ± 15

125 ± 10

63 ± 9

66 ± 8

26 ± 7

Концентрация
ингибитора, μМ

– 

0,25

5,0

1,0

0,25 + 5,0

0,25 + 1,0

0,25 + 5,0 + 1,0

Ингибитор

Без ингибитора

Олигомицин А

KN�62

Бис�I

Oлигомицин А+ KN�62

Олигомицин А + Бис�I

Олигомицин А + KN�62 + Бис�I

* Приведены усредненные результаты трех независимых измерений ± S.D.

Рис. 1. а – Структура оперона FоF1�АТФ�синтазы штамма
S. fradiae АТСС 19609: I�белок, Fo�часть (субъединицы а, с
и b) и F1�часть (субъединицы δ, α, γ, β, ε); б – электрофо�
реграмма растворимой фракции белков штамма E. coli
BL21(DE3). Клоны E. coli, содержащие плазмиды: 1 –
рЕТ32а (контроль); 2 – рЕТ32аAtpH (субъединица δ); 3 –
рЕТ32аAtpА (субъединица α); 4 – рЕТ32аAtpG (субъеди�
ница γ); 5 – рЕТ32аAtpD (субъединица β); 6 – рЕТ32аAtpC
(субъединица ε); 7 – рЕТ32аAtpB (субъединица a); 8 –
рЕТ32аAtpE (субъединица c); 9 – рЕТ32аAtpF (субъедини�
ца b); М – белковый маркер SM0441 («Fermentas», Литва)

а

б
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Фосфорилирование рекомбинантных субъеди�
ниц FоF1�АТФ�синтазы S. fradiae АТСС 19609
суммарным препаратом СТПК. Анализ фосфори�
лирования рекомбинантных субъединиц FoF1�
АТФ�синтазы проводили в присутствии сум�
марного препарата протеинкиназ S. fradiae
ATCC 19609, полученного аффинной хромато�
графией на цибакрон�сефарозе. Для того чтобы
исключить искажение результатов за счет эндо�
генного фосфорилирования в препарате киназ,
последние были прединкубированы с немече�
ной АТФ непосредственно перед добавлением в
рабочую смесь для анализа. Затем АТФ была
удалена гель�фильтрацией. Смесь для анализа
включала уже меченую АТФ и выделенные на
His�связывающей смоле субъединицы FоF1�АТФ�
синтазы. Включение радиоактивного фосфата в
них определяли авторадиографией. Из предс�
тавленных на рис. 2 результатов видно, что наб�
людается включение меченого фосфата в белки
с молекулярными массами 75 и 56 кДа, предс�
тавляющие собой слитые с тиоредоксином β� и
γ�субъединицы FoF1�АТФ�синтазы соответствен�
но. Удельное мечение γ�субъединицы примерно
на порядок выше, чем β�субъединицы. Наблю�
дается небольшое включение метки в белки с
молекулярными массами 80 и 36 кДа, представ�
ляющие собой α� и ε�субъединицы. Включение
меченого фосфата в другие субъединицы Fo� и
F1�части FoF1�АТФ�синтазы (a, b, c и δ) не обна�
ружено. Отсутствие включения также указывает
на то, что в полученных рекомбинантных гиб�
ридных белках, слитых с тиоредоксином α�, β�,
γ� и ε�субъединиц, модифицируются именно
субъединицы FoF1�АТФ�синтазы, а не тиоредок�

син. Приведенные доказательства являются пер�
вым свидетельством того, что α�, β�, γ� и ε�субъ�
единицы комплекса актиномицетов могут фос�
форилироваться эндогенными СТПК. 

Идентификация фосфорилированных белков
во фракции мембранных везикул S. fradiae АТСС
19609. Везикулы, изолированные из культуры
S. fradiae АТСС 19609, инкубировали в присут�
ствии [γ�32P]�АТФ. Фосфорилированные белки,
разделенные методом 2D электрофореза, предс�
тавлены на рис. 3. Масс�спектрометрический
анализ позволил выявить два белка, идентич�
ных, соответственно, β�субъединице F1�части и
b�субъединице Fo�части FoF1�AТФ�синтазы. Дру�
гие 18 идентифицированных белков можно раз�
делить на семь функциональных групп (табл. 3).
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Рис. 2. а – Электрофореграмма гелей после электрофореза
рекомбинантных субъединиц α (1), γ (2), δ (3); б – автора�
диограф фосфорилированных субъединиц α (4), γ (5), δ (6),
ε (7) и β (8) FoF1�ATФ�синтазы S. fradiae АТСС 19609

1          2           3         4         5       6            7     8

а                          б
кДа

90

50

34

Рис. 3. 2D SDS�PAGE белков мембранных везикул S. fradiae
АТСС 19609. а – Электрофореграмма геля, окрашенного
Кумасси G250. 1–20 – белки, идентифицированные с по�
мощью масс�спектрометрического анализа, приведенные
в табл. 3; б – авторадиограмма. Масс�спектрометрическая
идентификация отмеченных полипептидов: 1 – F1�часть
FoF1�АТФ�синтазы, субъединица β; 2 – Fo�часть FoF1�
АТФ�синтазы, субъединица b

7,2                                      рН                                  3,5

а

кДа

118
90

50

б

34

19

26

118
90

50

34
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26
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В функциональной группе «преобразование
энергии и метаболизм жирных кислот» помимо
β� и b�субъединиц представлены белки, которые
могут быть связаны с функционированием FоF1�
АТФ�синтазы. Отсутствие γ�субъединицы в пре�
паратах может объясняться ее селективной по�
терей в ходе приготовления препаратов к элект�
рофорезу. 

Определение структуры оперона FоF1�АТФ�син�
тазы штамма S. fradiae АТСС 19609. При секве�
нировании амплифицированных фрагментов
ДНК всех субъединиц было установлено, что

оперон FоF1�АТФ�синтазы штамма S. fradiae
АТСС 19609 имеет стандартную структуру: Fо�
часть – субъединицы а, с и b и F1�часть – субъ�
единицы δ, α, γ, β и ε (табл. 4). Проведенный
сравнительный анализ показал, что нуклеотид�
ные последовательности всех субъединиц FoF1�
АТФ�синтазы штамма S. fradiae АТСС 19609
имеют высокий уровень гомологии с генами со�
ответствующих субъединиц штаммов S. coelicolor,
S. lividans и S. avermitilis. Нуклеотидные последо�
вательности генов всех субъединиц FоF1�АТФ�
синтазы штамма S. fradiae АТСС 19609 зарегист�
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Функциональные
группы

1. Преобразование 
энергии и метаболизм
жирных кислот

2. Метаболизм и 
транспорт углеводов

3. Репарация

4. Трансляция, рибо�
сомальные структуры 
и биогенез

5. Транспорт и мета�
болизм аминокис�
лот, биосинтез анти�
биотиков

6. Посттрансляцион�
ные модификации и 
фолдинг

7. Транспорт и мета�
болизм неорганичес�
ких ионов

pI

4,91

5,16

5,54

6,88

5,04
7,21
5,97

4,89

5,16

5,15
4,61

5,56

5,72

6,20

5,10

5,69

6,41
4,90

6,74

5,00

Таблица 3. Основные белки с установленными функциями, идентифицированные во фракции мембранных везикул
Streptomyces fradiae АТСС 19609, представленные на рис. 3

Локализация, 
номер контига**

0001207730…209184

0001203744…204301

006816582…17502

00083364…4992

002344255…46474
0015122785…123618

001068231…69883

004553716…55386

0001334323…336530

002632423…33616
contig0026

46129…46518
000462044…68697

01022059…3690

00804231…5403

0001197491…198315

003923628…24401

00104454…15731
000998884…100506

0009130411…132894

001048435…49856

Функция

β�субъединица FоF1�АТФ�
синтазы
b�субъединица FоF1�АТФ�
синтазы
ABC�транспортер АТФ�
связывающий белок
кротонил CoA редуктаза

изоцитратдегидрогеназа
глицерофосфодиестераза
глюкоза�6�фосфатизоме�
раза
фосфоенолпируват фосфо�
трансфераза

НАД�зависимая ДНК�
лигаза 

фактор элонгации Tu
50S рибосомальный белок
L29
белок, аденилирующий
аминокислоты

1�пирролин�5�карбоксилат
дегидрогеназа
сенсорный белок трансдук�
ции eryC1

SAM�зависимая метил�
трансфераза
ацетилтрансфераза GCN5�
семейства
оксидоредуктаза SCO4595
шаперон GroEL

АВС�транспортер металлов
АТФазы
Fe�S кластер сборки белка
SufB

№*

1

2

3

4

5
6
7

8

9

10
11

12

13

14

15

16

17
18

19

20

* Номера белков, обозначенных на рис. 3, а.
** Локализация нуклеотидных последовательностей в базе NCBI для S. fradiae ATCC 19609.

Ген

atpD

atpF

SCO4240

SCO6473

SCO7000
SCO1565

pgi

SCO1391

ligA

SCO1321
SCO4710

SCO2198

SCO5520

SACTE_2966

SCO0995

SCO0995

SCO4595
groEL

SCO2505

SCO1925

Мол. масса,
кДа

52,38

20,23

31,78

49,27

79,31
30,64
60,06

57,36

80,83

43,87
13,44

232,26

58,49

41,33

30,25

28,01

44,52
56,80

87,07

54,45
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рированы в GenBank (KC169996, KC169997,
KC169998, KC169999, KC170000, KC170001,
KC170002, KC170003). Оперон FоF1�АТФ�синта�
зы штамма S. fradiae АТСС1 9609 представлен на
рис. 1, а. В настоящее время в лаборатории гене�
тики микроорганизмов ИОГен РАН проведено
полногеномное секвенирование штамма S. fra$
diae ATCC19609, аминокислотные последователь�
ности депонированы в GenBank (JNAD00000000).
Были аннотированы гены FoF1�АТФ�синтазы,
нуклеотидные последовательности всех субъеди�
ниц совпали с ранее секвенированными.

Сравнительный анализ субъединиц FоF1�АТФ�
синтаз из штаммов S. fradiae ATCC 19609, S. livi�
dans TK24 и S. avermitilis MA�4680. В данном
эксперименте для исследований выбраны наи�
более генетически изученные штаммы S. lividans
TK24 и S. avermitilis MA�4680. Выравнивание
аминокислотных последовательностей восьми
субъединиц FоF1�АТФ�синтазы из штамма S. fra$
diae ATCC 19609 с субъединицами из штамма
S. lividans TK24 (чувствительного к олигомици�
ну А) и штамма S. avermitilis MA�4680 – проду�
цента олигомицина А (устойчивого к олигоми�
цину А) показало, что субъединицы a, c, b, α, β
из штамма ATCC 19609 имеют большее сходство
c аналогичными субъединицами из штамма TK24,
а субъединицы δ и γ из штамма ATCC 19609 – с
субъединицами из штамма MA�4680. Последо�
вательность субъединицы ε сходна во всех трех
штаммах. Данные сравнительного анализа опе�
рона FоF1�АТФ�синтазы S. fradiae ATCC 19609 с
оперонами FоF1�АТФ�синтаз S. lividans TK24 и
S. avermitilis MA�4680 приведены в табл. 5.

Сравнительный анализ нуклеотидных пос�
ледовательностей, находящихся до и после ге�
нов FоF1�АТФ�синтазы на хромосоме, показал

наличие I�белка, идентичность (сходство) с со�
ответствующими аминокислотными последова�
тельностями штаммов S. lividans и S. avermitilis
MA�4680 составили 64 (77) и 64 (80)% соответ�
ственно, по нуклеотидным последовательнос�
тям гомология не превышает 35–38%. Окруже�
ние генов FоF1�АТФ�синтазы штамма S. fradiae
ATCC 19609 полностью совпадает с окружения�
ми, характерными для большинства штаммов
рода Streptomyces (за исключением штаммов S. aver$
mitilis): со стороны 5'�конца хромосомы непос�
редственно перед опероном расположены гены
тирозин�фосфатазы, сериновой гидроксиметил�
трансферазы и трансферазы; за опероном распо�
ложены гены секретируемого белка и хитиназы С.
У штаммов S. avermitilis перед опероном распо�
ложены гены синтеза олигомицина А – ингиби�
тора FоF1�АТФ�синтазы.

Филогенетический анализ субъединиц FоF1�
АТФ�синтазного оперона из штаммов рода Strepto�
myces. Для установления филогенетического
родства субъединиц F1�части FоF1�АТФ�синтаз�
ного оперона проведены выравнивание амино�
кислотных последовательностей α�, β�, δ� и γ�субъ�
единиц для различных представителей рода
Streptomyces и оценка идентичности последова�
тельностей по отношению друг к другу. На осно�
вании выравнивания аминокислотных последо�
вательностей четырех субъединиц (α, β, δ и γ)
F1�части FоF1�АТФ�синтазного оперона постро�
ено четыре филогенетических дерева для бакте�
рий рода Streptomyces (рис. 4).

Как видно из рис. 4, на трех деревьях, пост�
роенных для субъединиц β, δ и γ, ближайшими
соседями вида S. fradiae являются виды S. vio$
laceusniger, S. bingchenggensis, S. cattleya, в отли�
чие от дерева, построенного для субъединицы α.
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pI

8,95

4,78

5,16

5,54

5,01

6,07

4,91

5,03

Таблица 4. Структура оперона FоF1�АТФ�синтазы штамма S. fradiae АТСС 19609

Мол. масса, кДа

30,24

7,41

20,23

28,94

57,21

32,70

52,38

13,07

Длина белка, а.о.

272

74

185

271

529

306

478

125

Длина гена, п.н.

819

225

558

816

1590

921

1437

378

Субъединицы FоF1�АТФ�синтазы S. fradiae

Fo a AtpB

Fo c AtpE

Fo b AtpF

Fo δ AtpH

F1 α AtpA

F1 γ AtpG

F1 β AtpD

F1 ε AtpC
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На дереве для α�субъединицы ближайшими со�
седями для вида S. fradiae являются виды S. coeli$
color, S. avermitilis и S. scabiei. Это может говорить
о том, что субъединицы F1�части FоF1�АТФ�
синтазного оперона эволюционировали раз�
дельно.

Сравнительный анализ субъединиц FоF1�АТФ�
синтазного оперона из штаммов рода Streptomyces.
При выравнивании аминокислотных последо�
вательностей субъединицы α и β показали высо�
кую степень консервативности. Идентичность
этих субъединиц составляет 88–99%. Субъеди�
ницы δ и γ оказались менее консервативными,
идентичность составляет 75–92%. Консерватив�
ные области в этих субъединицах покрывают
почти всю их аминокислотную последователь�
ность (рис. 1–4 в Приложении, выделение чер�
ным цветом). Однако последовательность γ�субъ�
единицы (рис. 4 в Приложении) полностью сек�
венированного генома вида S. bingchenggensis ко�
роче своих гомологов из других видов стрепто�
мицетов на 56 а.о. В связи с чем эта субъедини�
ца утратила часть аминокислот в N�концевой
части своей последовательности – неизвестно.
Обнаружены вставки различной протяженности
в γ�субъединице у растений и бактерий M. tuber$
culosis. Эти изменения рассматриваются как
адаптация субъединицы к выполнению функ�
ции синтеза АТФ у различных организмов [9].

Сравнительный анализ субъединиц FоF1�АТФ�
синтазного оперона у актинобактерий. Методами
биоинформатического анализа проведено срав�
нение восьми субъединиц FоF1�АТФ�синтаз,

принадлежащих различным актинобактериям.
Результаты проведенного анализа показали, что
структура оперона FоF1�АТФ�синтаз всех акти�
нобактерий сходна. Выравнивание аминокис�
лотных последовательностей субъединиц α, β, δ
и γ из разных видов, относящихся к типу
Actinobacteria (рис. 5–8 Приложения), показало,
что субъединицы α и β консервативны на протя�
жении почти всей своей длины (идентичность
>70%). Наиболее вариабельные участки наблю�
даются у субъединиц α и β лишь в С�концевой
части последовательности, а у субъединицы β
являются вариабельными еще и первые 40 а.о.

Субъединицы δ и γ менее консервативны
(идентичность субъединицы γ лежит в интервале
78–33%, а субъединицы δ – в интервале 71–30%).
В субъединице γ наблюдается область протя�
женных делеций примерно в середине амино�
кислотной последовательности. В субъединице
δ область делеций расположена в N�концевой
части последовательности, а идентичные участ�
ки представлены единичными консервативны�
ми аминокислотными остатками, расположен�
ными в основном в центре и на конце последо�
вательности.

Интересно отметить, что в аминокислотных
последовательностях α�, β� и γ�субъединиц,
принадлежащих штаммам пробиотических ана�
эробных актинобактерий рода Bifidobacterium,
присутствуют дополнительные аминокислот�
ные участки – инверсии: в субъединице α –
222–226 а.о., в субъединице β – 53–56 и 119–121 а.о.,
в субъединице γ – с 205–211 а.о. Изучение

БИОХИМИЯ  том  80  вып.  3  2015

367

сходство

88,3

90,0

85,0

93,8

98,1

85,0

93,0

92,0

Таблица 5. Сравнительный анализ оперона FоF1�АТФ�синтазы S. fradiae АТСС 19609 с оперонами FоF1�АТФ�синтаз S. livi$
dans TK24 и S. avermitilis MA�4680

идентичность

76,1

85,1

80,0

75,5

94,3

80,0

86,0

84,0

сходство

91,2

96,0

89,0

88,6

99,8

89,0

96,0

92,0

идентичность

78,8

92,1

84,0

68,8

98,7

76,1

89,3

83,0

Субъединицы 
FоF1�АТФ�синтазы S. fradiae

Fo a AtpB

Fo c AtpE

Fo b AtpF

Fo δ AtpH

F1 α AtpA

F1 γ AtpG

F1 β AtpD

F1 ε AtpC

Гомология с FоF1�АТФ�синтазой S. fradiae АТСС 19609, % 

S. lividans TK24 S. avermitilis MA�4680
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функциональной значимости этих отличий для
функционирования FоF1�АТФ�синтазы в соста�
ве микробиоты человека в анаэробных условиях
является предметом дальнейшего исследования.

Филогенетический анализ FоF1�АТФ�синтаз
актинобактерий. На основании выравнивания
аминокислотных последовательностей четырех
субъединиц α, β, δ и γ F1�части FоF1�АТФ�син�
тазного оперона из различных видов актинобак�
терий нами было построено четыре филогенети�
ческих дерева (рис. 5). Все четыре дерева отра�
жают эволюционное расхождение видов. Для
самых близких к роду Streptomyces родов бакте�
рий указан процент идентичности для каждой
субъединицы (рис. 5). Из полученных данных
видно, что наиболее консервативными в про�
цессе эволюции являются субъединицы α и β
(что уже было показано выше), т.к. проценты

идентичности этих субъединиц выше, чем субъ�
единиц δ и γ.

Сравнительный анализ субъединиц FоF1�АТФ�
синтазного комплекса из S. fradiae АТСС 19609 с
АТФазами из патогенных микроорганизмов. Штамм
S. fradiae ATCC 19609 рассматривается как удоб�
ная тест�система для исследования ингибиторов
FоF1�АТФ�синтазы бактерий, включая производ�
ные олигомицинов [17, 20, 21]. Поэтому предс�
тавляло интерес посмотреть сходство белков
этого оперона с соответствующими белками не�
которых патогенных бактерий. Мы провели вы�
равнивание аминокислотных последовательнос�
тей восьми субъединиц FоF1�АТФ�синтаз из
S. fradiae c субъединицами FоF1�АТФаз из M. tu$
berculosis (тип (отдел) Actinobacteria) и C. difficile
(тип (отдел) Firmicutes). Эти выравнивания пока�
зали следующее: 1) субъединицы α и β остаются
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Рис. 4. Филогенетические деревья представителей рода Streptomyces, основанные на сравнении четырех субъединиц
F1�части FoF1�АТФ�синтазного оперона. а – α�Субъединица; б – β�субъединица; в – δ�субъединица; г – γ�субъединица.
Деревья построены с помощью пакета программ MEGA 5 по выравниванию аминокислотных последовательностей с ис�
пользованием алгоритма neighbor�joining (NJ), используя модель p�distance. Цифрами показана устойчивость ветвей, рас�
считанная для NJ�анализа методом бутстреп (1000 реплик). Ветви, воспроизводимые менее чем в 60% бутстреп�реплик,
не отмечены

а                                                                   б

в                                                                    г
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Рис. 5. Филогенетические деревья, основанные на сравнении аминокислотных последовательностей четырех субъединиц
F1�части FoF1�АТФ�синтазного оперона актинобактерий: а – α�субъединица; б – β�субъединица; в – δ�субъединица; г –
γ�субъединица

а                                                                б

в                                                                    г
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достаточно консервативными, и выравнивание
с ними идет по всей длине при идентичности
52–70%; 2) субъединицы δ и γ менее консерва�
тивны, имеют низкую гомологию (25–48%) и
выравниваются не по всей длине; 3) у субъеди�
ницы ε из S. fradiae (полная длина субъединицы ε
в среднем 121 а.о.) выравнивается участок всего
в 46 а.о. с аналогичным участком из M. tuberculo$
sis и C. difficile, и идентичность этих выравнива�
ний составляет 43 и 35% соответственно; 4) субъ�
единицы a, b и c из S. fradiae либо очень плохо
выравниваются с гомологами из M. tuberculosis и
C. difficile (идентичность ~26%) и не по всей дли�
не, либо сходные участки вообще отсутствуют,
так, например, при прочих равных параметрах
программа Blastp не выровняла вовсе аминокис�
лотную последовательность субъединицы b из
S. fradiae с аминокислотной последовательностью
этой же субъединицы из C. difficile.

Известно, что связывание олигомицина А
происходит только с определенными аминокис�
лотами в с�субъединице. В табл. 6 представлены
результаты сравнения олигомицин�связываю�
щих доменов c�субъединицы FoF1�АТФ�синта�
зы в олигомицин�чувствительных и устойчивых
организмах, из которой видно, что по данным
аминокислотам S. fradiae АТСС19609 имеет наи�
большее сходство с Homo sapiens sapiens.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Впервые показано, что рекомбинантные бел�
ки γ�, β� α� и ε�субъединиц F1�части АТФазного
комплекса бактерии S. fradiae АТСС 19609 фос�

форилируются комплексом СТПК в составе кле�
точного экстракта. Методом двумерного элект�
рофореза с последующим масс�спектрометри�
ческим анализом (MALDI�TOF) впервые уста�
новлено, что во фракции мембранных везикул
осуществляется фосфорилирование β� и b�субъ�
единиц FоF1�АТФ�синтазного комплекса. В
обоих типах экспериментов наблюдается фос�
форилирование β�субъединицы. Фосфорилиро�
вание β�субъединицы обнаружено в митохонд�
риях эукариот [22–24], хлоропластах растений
[25] и у M. tuberculosis [26]. Способность к фос�
форилированию в одном типе экспериментов γ�
и α�субъединиц, а в другом – b�субъединицы
может отражать важность фосфорилирования γ�
и α�субъединиц для процесса сборки FоF1�АТФ�
синтазного комплекса, а также функционирова�
ния комплекса на стадии синтеза или гидролиза
АТФ. Существенными могут быть и отличия ус�
ловий фосфорилирования в различных экспе�
риментах in vitro и in vivo.

Протеинкиназы серин�треонинового типа
присутствуют и охарактеризованы у многих бак�
терий, их функции многообразны, в т.ч. жизне�
способность и вирулентность у патогенных бак�
терий [41, 42]. В секвенированном геноме S. fra$
diae ATCC 19609 (JNAD00000000) обнаружено
30 СТПК, часть из которых является мембра�
носвязанными и может принимать участие в
фосфорилировании FоF1�АТФ�синтазного комп�
лекса и сопряженных с ним белков, задейство�
ванных в энергетическом обеспечении клетки и
регуляции функционирования комплекса. В
последние годы FоF1�АТФ�синтаза и сопряженный
с ней комплекс белков бактерий и митохондрий

последнее а.о.

68

68

72

68

68

65

Таблица 6. Сравнение олигомицин�связывающих доменов c�субъединицы FoF1�АТФ�синтазы в олигомицин�чувствитель�
ных и устойчивых организмах (табл. взята из статьи Ко с соавт. [22], с модификациями)

аминокислотный сиквенс***

ILGFAFCEALALIGL

ILGFAFCEALALIGL

ILGFVLCEALALIGL

FITVGLVEAAYFINL

LLGVAIAESSAIYGL

ILGFALSEAMGLFCL

первое а.о.

54

54

58

54

54

51

Микроорганизм

S. fradiae*

S. lividans*

S. avermitilis**

M. tuberculosis**

C. difficile**

H. sapiens*

Олигомицин�связывающий домен в с�субъединице FoF1�АТФ�синтазы

* Организмы, чувствительные к олигомицину А.
** Организмы, устойчивые к олигомицину А.

*** Аминокислоты, участвующие в связывании с олигомицином А, выделены жирным шрифтом.
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человека становятся все более пристальным
объектом внимания как биомишень для созда�
ния лекарств [9, 43, 44], а также ключевым объ�
ектом исследований, поскольку нормальное
функционирование данного комплекса практи�
чески важно для здоровья и продолжительности
жизни человека [45–47]. Универсальная приро�
да FоF1�АТФ�синтазы у всех живых организмов,
включая бактерий и человека, ее роль биологи�
ческого наномотора требуют детальных иссле�
дований функционирования этого комплекса у
всех организмов. Углубленное понимание меха�
низмов функционирования FоF1�АТФ�синтазы
бактерий, роль в этом СТПК, отличия в ее
структуре и работе от FоF1�АТФ�синтазы чело�
века могут помочь созданию новых лекарствен�
ных препаратов. Ранее нами было показано, что
штамм S. fradiae ATCC 19609 является сверхчув�
ствительным к олигомицину А и его полусинте�
тическим производным, а также более чувстви�
тельным к целому ряду химических соединений
других химических классов [17, 20]. Важно от�
метить тот факт, что чувствительность к олиго�
мицину А у S. fradiae ATCC 19609 и S. lividans
TK24 повышается при ингибировании СТПК

[17, 48]. Это открывает новые возможности для
создания противоактинобактериальных лекарств
с синергическим действием на основе ингиби�
торов FоF1�АТФ�синтазы и СТПК. FоF1�АТФ�
синтаза S. fradiae ATCC 19609 в силу сходства
с�субъединицы (система транспорта протонов) с
с�субъединицей FоF1�АТФ�синтазы человека, а
также высокой чувствительности данного штам�
ма к олигомицину А и его производным может
быть удобной моделью для изучения FоF1�АТФ�
синтазы человека.

Полученные результаты позволяют научно
обосновать и расширить перспективы создания
высокочувствительной тест�системы на основе
штамма S. fradiae ATCC 19609 для отбора инги�
биторов АТФ�синтаз человека и бактерий с ис�
пользованием разработанных нами подходов
[49, 50].

Работа выполнена при финансовой поддержке
ФЦП «Исследования и разработки по приори�
тетным направлениям развития научно�техничес�
кого комплекса России на 2007–2013 гг.» (государ�
ственный контракт № 02.512.12.2056 от 20 мая
2009 г.).
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Aiming at the mechanisms of regulation of bacterial membrane bound FoF1�ATP�synthase, we investigated the pat�
terns of protein phosphorylation in inverted membrane vesicles from Streptomyces fradiae ATCC 19609 strain. Using
two�dimensional gel electrophoresis and mass spectrometry, we showed for the first time that β� and b�subunits of
FoF1�ATP�synthase in the complex undergo phosphorylation, and identified 20 proteins with known functions. All 8
subunits of FoF1�ATP�synthase, that is, α, β, γ, д, е, a, b, and c, were cloned into Escherichia coli and expressed as
recombinant proteins. Using a crude preparation of serine/threonine protein kinases, we demonstrated the phospho�
rylation of recombinant γ�, β�, α�, and е�subunits. The β�subunit was phosphorylated both as a recombinant protein
and in vesicles. Differential phosphorylation of membrane bound and recombinant proteins can be attributed to dif�
ferent pools of protein kinases in each preparation; also, certain steps of FoF1�ATP�synthase assembly and function
might be accompanied by individual patterns of phosphorylation. The structure of the operon containing all subunits
and regulatory protein I was identified. Next, we investigated the phylogenetic similarity of Streptomyces fradiae
ATCC19609 FoF1�ATP�synthase with respective proteins in saprophyte and pathogenic (including Mycobacterium
tuberculosis) bacteria. Thus, bacterial serine/threonine protein kinases are important for regulation of FoF1�ATP�syn�
thase. From the practical standpoint, our results provide the basis for design of targeted antibacterial drugs.

Key words: FoF1�ATP�synthase, Ser/Thr protein kinase, inverted membrane vesicles; Streptomycetes


