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I. ВВЕДЕНИЕ

Клеточная стенка (рис. 1) целиком покрывает дрожжевую клетку,
нарушая монотонность своего строения только в области, где обра$
зуется и отделяеется дочерняя клетка. У дрожжей, размножающихся
почкованием (в частности у наиболее интенсивно изучаемых дрож$
жей Saccharomyces cerevisiae и Cаndida albicans), эта область носит
название зоны почкования. От цитоплазматической мембраны
клеточная стенка отделена периплазматическим пространством.

Общая масса клеточной стенки дрожжей может достигать 25% от
массы всей клетки, толщина ее колеблется в пределах 1000—2500 А

о
.

Она состоит на ~40% из маннопротеинов и на 2% — из хитина; осталь$
ное приходится на полимер глюкозы – глюкан (табл. 1).

Глюкан является важным структурным компонентом клеточной
стенки, ответственным за поддержание ее прочности. Под термином
«дрожжевой глюкан» в настоящее время объединяют несколько типов
молекул полисахарида, образованных в основном β$1,3$ и β$1,6$свя$
занными остатками глюкозы. Глюкан локализован как в латеральной
клеточной стенке, так и в зоне почкования, которая по составу отли$
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Рис. 1. Электронная фотография клеточной стенки дрожжей Saccharomyces
cerevisiae (x100000).

МПС— маннопротеиновый слой; ГС — глюкановый слой; ЦПМ — цитоплаз$
матическая мембрана.
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чается от остальной поверхности главным образом высоким содер$
жанием хитина.

Хитин – минорный, но чрезвычайно важный компонент клеточной
стенки дрожжей — представляет собой полимер с β$1,4$связанными
остатками N$ацетилглюкозамина. Примерно 90% этого соединения
находится в области образования и отделения дочерних клеток – по$
чек. В этой зоне хитин участвует в построении первичной перего$
родки – септы между материнской и дочерней клетками и образует
жесткое кольцо, защищающее канал между ними. В латеральной
клеточной стенке локализовано примерно 10% хитина.

Маннопротеиновый компонент клеточной стенки долгое время
считали пептидоманнаном, а саму клеточную стенку представляли
как инертную структуру, состоящую в основном из полисахаридов,
основная роль которой сводится к защите протопласта от механи$
ческих повреждений.

В последнее время наметился существенный прогресс в развитии
наших представлений о строении и функциях клеточной стенки
дрожжей. Показано, что она представляет собой динамичную, поли$
функциональную и физиологически активную органеллу, которая
отвечает за осуществление всего комплекса взаимоотношений между
микроорганизмом и окружающей средой. Клеточная стенка выпол$
няет функцию наружного скелета. В КС располагаются рецепторы и
она играет важную роль в иммунологических реакциях, и, кроме того,
участвует в осуществлении контроля метаболических процессов фак$
торами внешней среды. Во многом прогресс исследований связан с
успехами, достигнутыми в последние годы в области изучения струк$
туры и функций белков различной степени гликозилирования, кото$
рые формируют маннопротеиновый компонент этой органеллы.

Еще не так давно весьма спорным вопросом было само сущест$
вование белков в клеточной стенке дрожжей. Многие исследователи
полагали, что как ферменты, так и структурные белки, выделяемые
из препаратов клеточной стенки, являются примесями внутрикле$
точного содержимого. Совершенствование методов биохимии и моле$
кулярной биологии привело к резкому увеличению объема информации
о структуре белков клеточной стенки дрожжей и той роли, которую
они играют в формировании молекулярного ансамбля этой органеллы.
Накопленный фактический материал позволяет более полно пред$
ставить не только роль белков в молекулярной организации клеточной
стенки дрожжей, но и саму структуру КС.

В данном обзоре сделана попытка обобщить и проаналировать
имеющиеся к настоящему времени данные о роли белков в форми$
ровании клеточной стенки дрожжей.
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II. БЕЛКИ КЛЕТОЧНОЙ СТЕНКИ ДРОЖЖЕЙ —
ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА И РАЗНООБРАЗИЕ

Экстракция белков. При изучении белков весьма важной является
проблема их экстракции из клеточной стенки – сложной и прочной
структуры, в формировании которой принимают участие различные
типы связей: как ковалентные, так и нековалентные.

В некоторых случаях способ экстракции лежит в основе класси$
фикации выделяемых белков. Белки из КС дрожжей можно экстраги$
ровать, применяя EDТА, SDS, восстанавливающие реагены (DTT,
β$Met) в сочетании с нагреванием [18, 23, 72, 98, 99], или же такие
химические агенты как NaOH, NaCl и мочевина [7, 15, 64, 66, 67].

Могут быть использованы также гидролазы с различной субст$
ратной специфичностью: индивидуальные ферменты (протеиназы,
β$глюканазы , маннозидаза) [3, 36, 87, 95], препараты, содержащие
несколько ферментов (как правило смесь глюканазы с протеина$
зами — зимолиаза, литиказа) или же такие комплексные литические
препараты, как, например, хеликаза (желудочный сок виноградной
улитки) [2, 23, 37, 72, 98].

Перечисленные реагенты применяются для получения белков как
из изолированных клеточных стенок, так и с поверхности целых
клеток. Использование ферментов позволяет выделять белки, которые
не экстрагируются химическими реагентами, однако применение этого
метода имеет ограничения, связанные с необходимостью строго
контролировать чистоту используемых гидролаз, так как неконтро$
лируемые примеси могут сильно изменить характеристики выделя$
емых белков.

Часто возникает опасность загрязнения белков, выделяемых из
клеточных стенок, белками внутриклеточного содержимого [17, 22].
Недавно был разработан метод, позволяющий частично решить дан$
ную проблему. Метод основан на использовании производного био$
тина, который по данным Казановы с соавт. способен метить только
поверхностные белки клеточной стенки дрожжей [ 22].

Гликозилирование. Как уже упоминалось, подавляющее большин$
ство белков клеточной стенки дрожжей являются гликопротеинами.
Лишь в нескольких работах сообщается о наличии в клеточной стенке
негликозилированных белков [8, 9, 21, 32]. К настоящему моменту об$
наружено 3 типа гликозилирования белков клеточной стенки дрожжей.

1. О$маннозилирование. Многие белки содержат короткие нераз$
ветвленные маннозные цепи, которые присоединены к молекуле белка
при помощи О$гликозидной связи между остатком маннозы и гидрок$
сильной группой серина или треонина [84, 85]. Эта связь разрушается
при действии слабой щелочи (β$элиминирование). О$связанные по$



Роль белков в структуре клеточной стенки дрожжей 109

лисахаридные цепочки содер$
жат от одного до пяти (как
правило четыре–пять) манно$
зильных остатков (рис. 2).

Количество О$связанных
маннозных цепей на одну мо$
лекулу белка может быть дос$
таточно велико, поэтому ко$
личество маннозы, присоеди$
ненной к белкам таким спо$
собом может составлять около
12% от общего числа манноз$
ных остатков в маннопротеи$
нах клеточной стенки дрож$
жей [91]. Остатки маннозы
связаны между собой α$1,3$
и α$1,2$ связями. Олигосаха$
риды такого типа локализу$
ются преимущественно в
Ser/Thr$богатых областях бел$
ков, которые, возможно, име$
ют жесткую (негибкую) и вы$
тянутую конформацию [40].

2. N$маннозилирование.
Разветвленные маннозные
цепи присоединяются к белку через хитобиозный мостик при помощи
N$гликозидной связи между остатком N$ацетилглюкозамина [11, 70]
и β$амидным азотом аспарагина (рис. 3). N$гликозидсвязанный по$
лисахарид стабилен в щелочи, но может быть удален под действием
специфических ферментов — EndoH%EndoF%гликозидаз.

Гликозилирование данного типа происходит при участии остатков
аспарагина, входящих в состав трипептида Asn%X%Ser/Thr , где – X
это любая аминокислота за исключением Pro [55]. Показано, что у
дрожжей используется для гликозилирования не более трети таких
потенциальных сайтов [93].

В результате генетического и химического анализов удалось
установить, что высокоразветвленные маннозные цепи неоднородны
по строению и состоят из внутренней части – так называемого кора,
в который входит 12–15 маннозных единиц и вариабельной по своим
размерам внешней цепи. Последняя, в свою очередь, образована ос$
татками маннозы, соединенными α$1,6$связью в центральной цепи к
которой присоединены короткие олигосахариды с α$1,2$ и α$1,3$свя$
зями. [78]. В некоторых случаях у дрожжей находят гиперманнози$

Рис. 2. Структура О$связанных олигосаха$
ридных цепей гликопротеинов клеточной
стенки дрожжей.

Здесь и на других рисуках М, М2, М3 и т.д.
означает маннозу и соответвствующую
гликозидную связь [51].
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лированные цепи, связанные с дополнительными маннозными цепями
посредством фосфодиэфирной связи или же необычно короткие и
малоразветвленные цепи [12, 33, 79].

3. Белки, содержащие гликозил$фосфоинозитольный «якорь».
Данный тип гликозилирования известен у дрожжей сравнительно
недавно [26]. Некоторые белки клеточной стенки содержат на С$конце
так называемый GPI$якорь (гликозилфосфоинозитольный якорь),
структура которого изображена на рис. 4.

В отличие от N$ и О$связанных цепей GPI$якорь присоединен к
белку через фосфоэтаноламин нередуцирующим концом своей поли$
сахаридной цепочки. Вместо остатка диацилглицерола в GPI$заяко$
ренных белках может быть встроен церамид , а маннозная цепь может
иметь разветвления [52, 88, 89].

Анализ генов, кодирующих такие белки клеточной стенки дрож$
жей, свидетельствовал о наличии у них С$концевого фрагмента, сос$
тоящего из остатка глицина или аспарагина (функционирует в ка$

Рис. 4. Структура GPI$«якоря» гликопротеинов клеточной стенки дрожжей [59].

М – манноза; GlcN – глюкозамин; Р – фосфат.

Рис. 3. Структура N$связанных олигосахаридных цепей гликопротеинов кле$
точной стенки дрожжей.

М – манноза; GlcNac – N$ацетил$глюкозамин; Р – фосфат [51].
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честве сайта расщепления для последующего присоединения GPI$яко$
ря), полярного домена (пять–десять аминокислот) и гидрофобного
домена (пятнадцать–двадцать аминокислот). У ряда белков наличие
GPI$якоря было подтверждено экспериментально [46].

С помощью такого «якоря» белки могут закрепляться в цитоплаз$
матической мембране. Показано, также, что остатки глюкозы, опре$
деляемые в составе гликопротеинов с данным типом гликозилиро$
вания закрепленных в клеточной стенке, а не в цитоплазматической
мембране, не могут быть удалены с помощью EndoH (EndoF)$дегли$
козилирования, чувствительны к периодатному расщеплению и
практически полностью удаляются в результате действия β$1,6$глю$
каназы [59, 98а].

Сочетание методов энзиматического гидролиза β$1,6$глюканазой
и расщепления фосфоэфирных связей фтористоводородной кислотой
показало, что данные белки в клеточной стенке присоединены к глюка$
ну посредством фосфоэтаноламин –маннозного мостика [46, 52, 60].

По$видимому в первичной структуре белков клеточной стенки,
несущих GPI$якорь, которые закреплены в мембране, и тех, которые
ковалентно связаны с глюканом клеточной стенки, существуют
различия [34, 96]. Однако этот вопрос исследован еще крайне мало.

В литературе принято деление белков по способу их экстракции
на три группы:

1 — белки, экстрагируемые из клеточных стенок детергентами и
тиоловыми реагентами при нагревании.

2 — белки, выделенные из КС после удаления SDS/β$Met$фрак$
ции под действием глюканаз. Это так называемые «глюканазо$экстра$
гируемые» белки.

3 — белки, которые могут быть выделены из КС (после удаления
SDS/β$Met$фракции) при действии щелочи. Так называемые «щело$
чеэкстрагируемые» белки.

Такое деление, в свою очередь, отражает способ закрепления
молекул белков в толще клеточной стенки и отчасти позволяет
сгруппировать белки по характеру осуществляемых ими функций.

Белки, экстрагируемые детергенами и тиоловыми реагентами при
нагревании. В первую группу входят белки, обладающие в основном
ферментативной, а иногда и иной метаболической активностью и,
по$видимому, не входят белки, выполняющие структурную функцию
(возможно, за одним исключением на котором мы остановимся
позднее). Способ их экстракции свидетельствует о том, что они
закреплены либо нековалентно, либо посредством дисульфидных
мостиков, образуемых между цистеинами соседних белковых молекул.
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Кроме того, в этой группе возможно присутствуют так называемые
«транзитные» белки, которые в зависимости от условий выращивания
дрожжей либо могут быть инкорпорированы в клеточную стенку, либо
после кратковременного пребывания в ней могут выходить в среду
культивирования, образуя группу секретируемых белков. Существу$
ют, однако, данные, свидетельствующие о том, что секреторные белки,
первоначально движутся по общему секреторному пути, а на поздней
стадии секреции делятся на два потока – периферийный и экспорт$
ный. В связи с этим секретируемые во внешнюю среду ферменты,
возможно, не попадают в клеточную стенку, а проходят через нее
особым, до конца не ясным путем [61].

Расхождения в оценке количества белков, входящих в данную
фракцию, весьма велик [51]. На первых этапах исследования белков,
входящих в состав КС дрожжей, больший прогресс был достигнут в
области изучения именно ферментов. Однако и в этом направлении
работы шли весьма медленно. Основной трудностью, с которой стал$
кивались исследователи при изучении структуры ферментов, ассоци$
ированных с клеточной стенкой и способа их встраивания, была проб$
лема их экстракции без потери активности, и наличие адекватных
доказательств истинной принадлежности выделяемых ферментов
клеточной стенке. Так, например, фермент инвертаза, ранее упоминав$
шийся в качестве типичного представителя ферментов КС [48, 54, 82], в
последнее время по$видимому исключен из этого перечня [24, 25].

Результаты одних исследований говорят о весьма ограниченном
количестве белков этой группы, принадлежность которых клеточной
стенке можно считать строго доказанной [66]. Согласно противопо$
ложной точке зрения к таким белкам может быть отнесен большой
набор ферментов и белков с иной метаболической активностью, в
число которых входят такие типично внутриклеточные ферменты как,
например, енолаза [24, 25, 30].

Исследователи объясняют факт наличия такого рода ферментов в
КС дрожжей изменением (или дополненим) функций этих ферментов
в том случае, если они локализуются на поверхности клетки. Так, напри$
мер, предполагается, что алкогольдегидрогеназа на поверхности клеток
дрожжей C. albicans служит в качестве рецептора фибронектина живот$
ных клеток хозяина [73]. Есть и еще примеры подобного рода [24, 42].

Поскольку клеточная стенка является компартментом, в котором
начинается расщепление питательных субстратов, кажется вполне
оправданным наличие в ней такого рода ферментов как кислая фос$
фатаза (табл. 2). Высказывалось предположение, что конститутив$
ная форма кислой фосфатазы является структурным элементом КС и
может участвовать в ее построении у дочерней клетки дрожжей [6].
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Примечательной особенностью клеточной стенки дрожжей явля$
ется наличие в ее составе большого количества ферментов, известных
в литературе как «гидролазы субстратов клеточной стенки» (табл. 2).
Известно, что многие из этих ферментов присутствуют в КС в боль$
шом количестве и практически на всех стадиях жизненного цикла.
Несмотря на то, что о наличии в КС целого ряда ферментов, гидроли$
зующих глюкан, известно достаточно давно [38] до сих пор нет отчет$
ливого представления о том, как эти ферменты встроены в клеточную
стенку и как происходит регуляция их активности.

Вторую и третью группы составляют белки, ковалентно связанные
с элементами полисахаридного каркаса КС дрожжей. В последнее
время появилась тенденция именно эти белки рассматривать в
качестве истинных белков клеточной стенки. Данные группы белков
сформированы двумя отличающимися друг от друга типами молекул.
Функции их по$видимому различны.
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Белки, экстрагируемые глюканазами. Эти белки характеризуются
высоким содержанием серин$ и треонин$богатых областей и гликозил$
фосфоинозитольным якорем на С$конце полипептидной цепи. Их
присоединение к глюкану клеточной стенки осуществляется за счет
связывания маннозного остатка GPI$якоря с β$1,6$глюканом (рис. 5);
данная связь была продемонстрирована как химически так и генети$
чески [46, 76, 86, 101]. Другие связи, по$видимому, не участвуют в
закреплении этих белков в клеточной стенке. Удаление у этих
белков С$концевого фрагмента, необходимого для присоединения
GPI$якоря, приводит к тому, что данные белки начинают секретиро$
ваться в среду [101].

Рис. 5. Схема предполагаемого встраивания GPI$белков в клеточную стенку
дрожжей [59].

(a) GPI$якорь: EtN – этаноламин, Р – фосфат, М – маноза, GlcN – глюкозамин,
I – инозитол, AQ – аминокислота. К инозитолу через фоссфат присоединен
фосфолипид.

(б) Расщепление гликана GPI$якоря. Стрелкой отмечен редуцирующий конец,
«Х» – гипотетический комплекс с белком или другим «активатором».

(в) Формирование гликозидной связи с глюканом. G – глюкоза.
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GPI$белки могут быть экстрагированы из КС в результате обра$
ботки β$1,3$ и β$1,6$глюканазами, однако именно β$1,6$глюкан
играет ключевую роль в закреплении данных белков в клеточной
стенке [59]. Функции большинства «глюканазоэкстрагируемых»
белков, несущих GPI$якорь, описаны весьма неполно. Ниже приведен
перечень белков данной группы [13, 39, 44, 46]: Agα1p (α$агглютинин),
Сwp1p (продукт гена YKL096w), Cwp2p (возможно стрессовый белок
небольшого размера), Flo1p (участвует во флоккуляции), Sed1p, Tip1p
(белок, индуцируемый холодовым шоком), Тir1p (возможно стресс$бе$
лок, реагирует на анаэробиоз), Flo5p (флоккулин), Flo11p (флокку$
лин), семейство агглютинин$подобных белков.

К одним из первых работ, свидетельствующих о возможной роли
белков, (в настоящее время относящихся к группе «глюканазоэкстра$
гируемых»), относятся исследования так называемой флоккуляции$
агрегации клеток дрожжей [14]. Необратимую утрату способности
флоккулировать под действием протеолитических ферментов описали
Эдди и Рудин [29], а также Лионс и Хоу [62, 63]. Эти авторы предпо$
ложили, что именно белок, располагающийся на поверхности клеточ$
ной стенки дрожжей, играет, по$видимому, важную роль в процессе
флоккуляции.

В настоящий момент наиболее изученным объектом в этой группе
может служить α$агглютинин. Данный белок секретируется на
поверхность клеток под воздействием феромонов дрожжей противо$
положного типа спаривания. Белок состоит из единственной субъеди$
ницы, кодируемой геном AGα1 [56, 57, 58], обогащен серином и трео$
нином и, по$видимому, интенсивно О$маннозилирован. Удаление
С$концевого фрагмента влечет за собой секрецию α$фактора в среду
культивирования [100].

Не во всех случаях можно с уверенностью утверждать, что тот или
иной GPI$белок локализован именно в клеточной стенке, а не в цито$
плазматической мембране, однако для приведенных выше первых се$
ми белков присоединение к β$1,6$глюкану биохимически доказано [46].

Было отмечено, что GPI$белки, закрепленные в КС, в отличие от
GPI$белков, закрепленных в цитоплазматической мембране таких,
например, как Gas1p, предположительно катализирующий трансгли$
козилазную реакцию [75] и аспартильная протеиназа Yap3p [10], не$
сут в С$концевой области молекулы дополнительны сигналы [34, 96].
В то же время для белка Kre1p, вовлеченного, по$видимому, в сборку
β$1,6$глюкана в КС, предполагается наличие двух форм — мембра$
носвязанной и связанной с клеточной стенкой [77].

Анализ генома дрожжей S. cerevisiae позволяет предполагать, что
список GPI$заякоренных белков неполон. Однако, широкому перечню
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этих белков несколько противоречат данные, полученные в самое
последнее время с использованием производного биотина, связываю$
щегося с белками, расположенными на поверхности клетки [66].
Авторы этих исследований насчитывают не более 5 глюканазоэкст$
рагируемых белков, выделяемых из клеточной стенки дрожжей (после
экстракции детергентом и β$меркаптоэтанолом при нагревании) в
результате действия глюканазы. Одним из объяснений данного
противоречия может служить тот факт, что многие GPI$заякоренные
белки не всегда присутствуют на поверхности клеток, а, по$видимому,
секретируются и встраиваются в КС в строго определенные моменты
жизненного цикла [76, 20] или же в конкретных условиях выращи$
вания культуры. Так, например, транскрипция ТIP1 индуцируется
повышением или понижением температуры и условиями анаэробиоза
[28, 53, 69], транскрипция ТIR1 увеличивается в условиях анаэробиоза
[28,69]. Существуют различия в экспрессии GPI$заякоренных белков
в культурах, растущих на разных средах и в различных условиях выра$
щивания [19, 27, 49, 103]. Данное утверждение с полным основанием
может относиться к таким белкам, как агглютинины и флоккулины.
Сказанное еще раз подтверждает необычайно высокую зависимость
состава и строения клеточной стенки от факторов внешней среды,
условий выращивания и стадии роста дрожжей.

Белки, экстрагируемые щелочью. Обнаружение этого типа белков
явилось существенным прогрессом, достигнутым в последние годы
на пути исследований структуры КС дрожжей. Данные белки характе$
ризуются наличием внутренних повторов, высокой степенью О$ман$
нозилирования (39–73 потенциальных сайта большинство из кото$
рых, по$видимому, гликозилировано) и отсутствием GPI$якоря на С$
конце [66, 67]. Наличие повторов в молекулах этих белков отразилось
в их названии: PIR–белки (protein with internal repeats) [66].

Следует отметить, что гены, кодирующие данные белки, были
известны ранее [94]. Количество повторов в белках варьирует от двух
(у белка Ссw5) до десяти (у белка Ссw7). Некоторые из этих белков
содержат один потенциальный сайт для N$гликозилирования [66].
Они могут быть экстрагированы из клеточной стенки дрожжей в
результате воздействия 30мМ NaOH в течение ночи после того, как
будет удалена основная масса SDS/βMe$экстрагируемых белков. Все
эти белки характеризуются наличием специфической N$концевой
последовательности с Кех2р сайтом, которая отщепляется в резуль$
тате процессинга (рис. 6) [66]. Однако,в отсутствие данного процес$
синга,  эти белки, по$видимому, тоже встраиваются в клеточную
стенку [66].
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Рис. 6. Аминокислотные последовательности некоторых PIR$белков [66].

Сигнальные последовательности выделены жирным шрифтом, последова$
тельности, расщепляемые протеиназой Kex2 подчеркнуты.
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Условия, при которых PIR–белки экстрагируются из КС дрожжей,
являются условиями β$элиминирования в щелочных условиях
коротких О$связанных маннозных цепей в молекулах маннопро$
теинов. Это может означать, что связь PIR$белков с полисахаридным
каркасом клеточной стенки осуществляется благодаря маннозным
цепям данного типа. Роль О$связанных маннозных цепей для закреп$
ления PIR–белков в матриксе КС частично подтверждается в экспе$
риментах с мутантными штаммами дрожжей, лишенных способности
полноценного О$маннозилирования [66]. Предполагается [46], что в
закреплении этих белков принимают участие те О$связанные манноз$
ные цепи белка, которые содержат фосфорилированный остаток
маннозы (М2). Имеются, однако, факты, свидетельствующие о том,
что в некоторых случаях белки данного семейства могут быть экстра$
гированы из клеточной стенки после воздействия дитиотреитола, а не
щелочи [18], или же секретироваться в среду [66], что еще раз под$
тверждает отсутствие ясных представлений о способе закрепления
этих белков в КС дрожжей.

Недавно получены свидетельства о существовании этого типа
белков у дрожжей С. albicans [43].

III. СТРОЕНИЕ КЛЕТОЧНОЙ СТЕНКИ ДРОЖЖЕЙ И
РОЛЬ БЕЛКОВ В ФОРМИРОВАНИИ И ПОДДЕРЖАНИИ

ЕЕ МОЛЕКУЛЯРНОЙ ОРГАНИЗАЦИИ

Несмотря на то, что строение клеточной стенки дрожжей является
предметом многочисленных исследований [24, 25, 31, 68, 80, 82, 90],
до сих пор структура этой органеллы не выяснена до конца. Схемы
строения КС дрожжей до последнего времени носили формальный
характер и демонстрировали лишь возможную компановку маннопро$
теинового и глюканового слоев без учета разнообразных функций,
выполняемых этой органеллой. Подобную ситуацию отчасти можно
объяснить недостаточным уровнем наших знаний о структурной роли
белков в стенке дрожжей. Совершенно очевидно, что без их участия
невозможно представить устройство и функционирование такой
динамичной структуры, какой является клеточная стенка.

Первыми свидетельствами важной роли белков в качестве струк$
турного элемента, явились данные о лизисе КС дрожжей протеоли$
тическими ферментами [41, 71]. Именно этот факт позволил японским
исследователям еще в 1977 году предложить свою модификацию
известной схемы строения КС дрожжей, в которой белкам отводилась
роль связующего звена между полисахаридными блоками. Однако в
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течение ряда лет существовали лишь косвенные доказательства того,
что белок играет важную структурную роль.

В последние годы достигнуты большие успехи в исследованиях
молекулярной организации клеточной стенки дрожжей. В значитель$
ной степени это связано с прогрессом в области изучения роли белков
в формировании ее молекулярного ансамбля, причем, следует отме$
тить, что эта роль может реализовываться в двух, отличающихся друг
от друга, аспектах:

1. Белок может скреплять отдельные молекулы полисахаридов, с
которыми он связан ковалентными связями, или даже крупные
полисахаридные блоки в единую структуру клеточной стенки. Он
может также служить местом закрепления других белков КС, соеди$
ненных с ним дисульфидными или иными типами связей.

2. Роль белка целиком обуславливается его ферментативной
активностью. Известно, что как единый молекулярный ансамбль,
клеточная стенка формируется за пределами цитоплазматической
мембраны. В этой связи ферменты, осуществляющие окончательное
включение синтезированных заново элементов в клеточную стенку,
играют важную структурную роль. Не исключено, также, что один и
тот же белок может выступать в двух перечисленных выше качествах –
фермента и «структурного модуля» клеточной стенки.

Критериями, позволяющими оценивать вклад белка как струк$
турного элемента КС дрожжей, являются, на наш взгляд, количество
данного белка в клеточной стенке и степень его «конститутивности».
Очевидно, что даже незначительное количество фермента при доста$
точной его активности на требуемой стадии роста и развития позволяет
клетке не испытывать дефицита его действия. В то же время важный
в сруктурном отношении белок скорее всего должен быть мажорным
белком, который всегда (или практически всегда) присутствует в
составе КС дрожжей.

Согласно современным представлениям клеточная стенка дрож$
жей имеет слоистое строение. В большинстве случаев число слоев
равно трем, однако, в зависимости от стадии роста, условий выращи$
вания и способа фиксации, вида и даже штамма дрожжей оно может
колебаться в широких пределах [1, 92]. Подобная морфологическая
гетерогенность в первую очередь объясняется химической неоднород$
ностью стенки дрожжей.

Как правило на электронных микрофотографиях клеток в КС
отчетливо видно наличие двух окаймляющих электронноплотных
слоев (наружный из которых представлен маннопротеинами), а также
третьего менее плотного промежуточного слоя, который, в основном,



Т.С.Калебина, И.С.Кулаев120

содержит глюкан (рис. 1). Внутренний электронноплотный слой
иногда отождествляют с периплазмой, к которой непосредственно
примыкает плазмалемма. В некоторых случаях поверхность дрожже$
вых клеток бывает покрыта слоем фибриллярного электронноплотного
материала, по$видимому, маннопротеиновой природы [16, 74, 100].
Описанное строение клеточной стенки клетка дрожжей имеет на всей
своей поверхности за исключением мест образования и отделени
дочерних клеток – почек.

В настоящее время опубликовано два варианта схемы строения
КС для дрожжей S. cerevisiae [82, 83] и C. albicans [24]. Несмотря на
внешние отличия в целом схемы не противоречат, а дополняют друг
друга, позволяя представить как общий план строения клеточной
стенки (более четко выявлен на схеме для дрожжей S. сerevisiae, рис. 7)
так и детали взаимодействия отдельных участников ансамбля (схема
клеточной стенки C. albicans, рис. 8).

Из множества белков, присутствующих в клеточной стенке дрож$
жей, далеко не все могут претендовать на роль структурных элементов.
С использованием протеиназ с различной субстратной специфич$
ностью было показано, что большинство детергент$экстрагируемых
белков за исключением, возможно, глюкантрансферазы Вgl2p, не
играет существенной структурной роли. Все белки, обнаруживаемые
в данной группе, закреплены в клеточной стенке таким образом, что

Рис. 7. Схема строения клеточной стенки дрожжей S. cerevisiae [82, 83].
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их удаление практически не влияет на описанную выше структуру в
целом [4].

Вgl2p — небольшой (31,5—34 кДа), консервативный, мажорный
белок, присутствие которого в КС показано для многих дрожжей,
причем белок, по$видимому, пристутствует в большом количестве на

Рис. 8. Схема строения клеточной стенки дрожжей C. albicans [24].

FFFFF, Q — белки и гликопротеины внешних слоев клеточной стенки;

!, # — секретируемые белки и гликопротеины;

 — ферменты периплазматического пространства;

 — белки, функционально ассоциированные с глюканом (хитином);

!——! — белки, ковалентно связанные с глюканом (хитином);

—— — β$глюкан;

········ — хитин;

ГП – гликопротеиновый слой;

β$глюкан – глюкановый слой;

β$глюкан + хитин — слой хитина, ковалентно связанного с β$глюканом;

ПП — периплазматическое пространство;

ПМ – плазматическая мембрана;

КС — клеточная стенка.
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всех стадиях роста культуры. Молекула Вgl2p имеет один N$связан$
ный олигосахарид небольшого размера (приблизительно 2,5 кДа).
Данный белок сначала считали экзоглюканазой [50], затем эндоглю$
каназой [65]. Позднее in vitro было показано, что при низких концен$
трациях глюкозо$содержащих олигосахаридов может наблюдаться
глюканазная активность, а при более высоких преобладает глюко$
зилтрансферазная активность. Возможно данный фермент переносит
β$1,3$глюкановые олигосахариды от донора (β$1,3$глюкана) к акцеп$
тору (β$1,3$глюкану), формируя линейный полимер, обогащенный
β$1,6$связями. У дрожжей рода Candida у Вgl2p была обнаружена
активность «ветвящего» фермента, ответственного за трансформацию
исходно линейного β$1,3$глюкана в разветвленный β$1,3$ β$1,6$глюкан
[23, 25, 32a, 35,102].

Было показано, что сверхэкспрессия белка Вgl2p в клетках дрож$
жей приводит к снижению скорости их роста [65]. Выполнен ряд работ
[4, 50, 81], в которых было проведено нарушение гена, кодирующего
белок Вgl2p. Значительных фенотипических проявлений в этом случае
не было обнаружено и функция Вgl2p оставалась невыясненной,
однако интерес к исследованию данного белка не снижается.

Следует отметить, что отсутствие важных для жизнеспособности
клеток фенотипических проявлений, при нарушении генов, кодирую$
щих белки, которые непосредственно участвуют в процессах биосин$
теза и сборки КС дрожжей, является скорее правилом, чем исключе$
нием. Клетка успешно компенсирует делеции подобного рода, причем
в большинстве случаев одним из первых компенсационных ответов
является увеличение активности хитин$синтетаз и повышение
количества хитина, синтезируемого ими. Не исключено, что подобный
ответ указывает на важное значение хитина для клеток дрожжей на
ранних этапах эволюции этих микроорганизмов (как это можно
наблюдать у большинства современных мицелиальных грибов). С
течением времени структурная роль хитина была утрачена дрожжами,
однако клетки «вспоминают» о хитине, как о важнейшем структурном
полимере и, возможно, используют его в качестве репарирующего
компонента при нарушениях КС [5, 46, 97].

Значительными фенотипическими проявлениями характеризу$
ются, как правило, мутации или делеции генов, кодирующих белки с
регуляторной функцией, под контролем которых находится процесс
биосинтеза и сборки клеточной стенки в целом. Описанная ситуация
сильно усложняет процесс изучения структуры КС дрожжей и той
роли, которую играют составляющие ее полимеры [71а].

В последнее время появилась версия, из которой следует, что роль
Вgl2p в некоторой степени аналогична роли белка Gas1 [75]. Gas1
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является мембранным, GPI$заякоренным гликопротеином, который,
очевидно, обладает трансгликозилазной активностью и ему, по$види$
мому, принадлежит значительная роль в сборке полисахаридного кар$
каса в единую сеть. Наиболее интересным аспектом функционирова$
ния Вgl2p, согласно этой версии (смотри схему на рис. 9) является его
возможное участие в присоединении гликозилированных (возможно
GPI$заякоренных белков) КС к β$1,3$глюкану, формирующему
каркас клеточной стенки [75].

Данная схема является весьма гипотетичной и оставляет много воп$
росов. В частности, она находится в некотором противоречии с резуль$
татами, свидетельствующими о том, что делеция гена, кодирующего
белок Вgl2p, компенсирует одновременную делецию генов двух глю$
каназ КС, относящихся к группе DТТ$экстрагируемых ферментов [18].

Данное противоречие, а также отмеченные ранее значительное
количество Вgl2p в клеточной стенке, высокий консерватизм его
молекулы и, по$видимому, конститутивный характер синтеза застав$
ляют рассматривать его в качестве еще одного претендента на роль
важного в структурном отношении белка, значение которого до нас$
тоящего времени не выяснено.

Рис. 9. Модель сборки маннопротеинов и глюканов в клеточной стенке дрожжей
с участием белков Bgl2p и Gas1p [75].

Звездочкой (*) обозначены β$1,6,$связи, формируемые Bgl2p (для Gas1p
неизвестны). ЦПМ – цитоплазматическая мембрана.
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Описанная недавно группа PIR$белков по своей молекулярной
характеристике выглядит наиболее привлекательно с точки зрения
их возможной структурной роли в КС дрожжей [47, 67]. Последова$
тельная делеция генов, кодирующих эти белки, показала, что полное
исключение белков этого семейства проявляется в значительном
ослаблении структуры клеточной стенки, увеличении размеров
клетки, нерегулярном изменении ее формы и увеличении чувстви$
тельности к ингибиторам роста — калькофлюору и конго$красному.
Делетирование генов отдельных белков этой группы не оказывало
какого$либо заметного влияния на прочность КС. Механизм встраи$
вания PIR$белков в клеточную стенку и точное место локализации в
настоящий момент не ясны. Возможно данные белки локализованы в
толще глюканового слоя КС [67, 44]. Можно предположить, что
данные белки, обогащенные повторами аналогично молекулам колла$
гена высших эукариот, составляют семейство структурных белков.
Не исключено также, что они выполняют роль «посадочных площадок»
для ферментов, в частности тех из них, которые могут включать путем
реакции трансгликозилирования вновь синтезированные молекулы
полисахаридов в каркас клеточной стенки (например Вgl2p), однако
комплексное исследование роли РIR$белков не проводилось.

Несколько особняком, в плане изучаемого вопроса стоит группа
глюканазоэкстрагируемых белков клеточной стенки. Результатом
делеции генов некоторых из них явилось незначительное увеличение
чувствительности к конго$красному, калькофлюору и литическому
ферменту – зимолиазе и уменьшение толщины внешнего электрон$
плотного слоя клеточной стенки [87, 95].

Необычный белок – Sed1p [86], который содержит сигнал для
присоединения GPI$якоря , шесть цистеинов и семь сайтов для N$гли$
козилирования, обнаружен недавно в клеточной стенке дрожжей.
Отсутствие данного белка приводит к повышению чувствительности
клеток к зимолиазе на поздних стадиях роста культуры. На основании
данного факта сделано предположение о принципиально важном
значении данного белка в качестве структурного элемента дрожжей
на позних стадиях роста культуры.

Клеточная стенка является весьма мобильной структурой, снаб$
женной большим количеством обходных путей, позволяющих ком$
пенсировать как незначительные, так и весьма существенные нару$
шения в биосинтезе и встраивании ее компонентов. Тот факт, что
одним из компенсаторных ответов КС на нарушение биосинтеза
β$1,3$глюкана является увеличение количества GPI$белков, устой$
чивых к действию β$1,3$глюканазы (то есть, по$видимому, связан$
ных с хитином непосредственно через β$1,6$глюкан), может являться
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свидетельством их особой важности как элементов стрессовых
ситуаций [44, 59]. Не исключено также, что этот аспект их функций
перекликается с функцией самого хитина, который, как мы упоми$
нали ранее, можно рассматривать как основной репарирующий ком$
понент клеточной стенки. В целом, по$видимому, данные белки несут
некоторую структурную нагрузку в КС дрожжей, однако это доста$
точно разнородная группа и, возможно, следует говорить о структурной
роли отдельных белков, входящих в данную группу, а не о всей группе
в целом [46, 68, 90, 103]. Недавно получены свидетельства о том, что
GPI$белки могут быть присоединены к глюкану клеточной стенки
щелочелабильными связями, характерными для PIR$белков [45]. В
целом данный вопрос изучен весьма слабо и необходимы дальнейшие
исследования, которые прояснят роль глюканазоэкстрагируемых
белков в формировании молекулярного ансамбля КС дрожжей.

Недавно сделана еще одна попытка в наиболее общем виде
представить структуру КС дрожжей и способ встраивания основных
известных групп белков (рис. 10) [44]. Появление такой схемы сим$
волизирует возрастающий интерес исследователей к изучению роли
белков КС в формировании и поддержании ее молекулярной струк$
туры и представляется нам весьма важным (хотя и безусловно проме$

Рис. 10. Молекулярная архитектура КС дрожжей S. cerevisiae и C.albicans  [44].

Стрелки отмечают ориентацию полисахиридов (от нередуцирующего конца мо$
лекулы к редуцирующему). Зрелые GPI$белки, встроенные в КС, теряют свою
липидную часть, и поэтому не являются прикрепленными к плазматической
мембране.
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жуточным) шагом на пути развития представлений о строении кле$
точной стенки дрожжей.

IV. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Активные исследования роли белков в формировании молеку$
лярного ансамбля клеточной стенки дрожжей начаты сравнительно
недавно и достигли в настоящее время значительных результатов. За
короткий период было выявлено большое количество новых белков,
локализованных в КС дрожжей. Получены свидетельства того, что
они играют важную структурную роль в данной органелле. Произо$
шла настоящая революция в представлениях о белковом компоненте
клеточной стенки — от пептидоманнана до маннопротеинов, которые
в настоящее время принято делить на три большие группы: белки,
экстрагируемые детергентами, щелочеэкстрагируемые, и белки,
экстрагируемые глюконазами. Появление новой информации о
структуре и функциях белков КС сопровождалось существенным
углублением знаний о строении самой клеточной стенки. Предложены
новые модели строения КС дрожжей, более полно соответствующие
разнообразию функций, выполняемых этой органеллой и каждого
входящего в нее компонента. Идет активное накопление экспе$
риментальных фактов, однако, несмотря на достигнутый прогресс,
большая часть вопросов, касающихся структуры, функций, а также
локализации белков КС дрожжей еще весьма далека от своего
разрешения.

Пока еще отсутствует стройная концепция того, как устроена и
как функционирует клеточная стенка, схемы строения КС дрожжей
носят формальный характер и описывают лишь возможную компа$
новку маннопротеинового и глюканового слоев без учета разнооб$
разных функций, выполняемых этой органеллой. Дальнейший прог$
ресс в этой области, по всей вероятности, будет связан в первую оче$
редь с развитием исследований строения и функции белков клеточной
стенки дрожжей.

Работа выполнена при поддержке грантов РФФИ №№ 0015—97851 и
00—04—48356.
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