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I. ВВЕДЕНИЕ

Десатуразы жирных кислот (ЖК) – это ферменты, катализирую)
щие превращение одинарной связи между атомами углерода в ациль)
ных цепях (С)С) в двойные связи (С=С) [44, 163]. Образованные
двойные связи часто называются ненасыщенными связями, а
ферментные реакции – реакциями десатурации. Десатурация требует
наличия молекулярного кислорода и происходит в аэробных условиях
[59, 163]. Десатуразы ЖК были найдены практически во всех орга)
низмах, за исключением некоторых бактерий, например, Escherichia
coli [47].

Десатурация ЖК в глицеролипидах является важнейшей реак)
цией, необходимой для поддержания физических свойств мембранных
липидов. При нормальной (физиологической) температуре полярные
глицеролипиды, содержащие только насыщенные ЖК, не образуют
двойного слоя, т.е., основной структуры биологических мембран [158].
Образование определенного количества двойных связей в ЖК сни)
жает температуру перехода из фазы геля (твердая фаза) в жидко)
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кристаллическую фазу и придает мембранам необходимую степень
текучести [46, 130]. Параметры текучести мембран, в свою очередь,
являются определяющими для функционирования множества мембра)
носвязанных ферментных систем [56, 172]. Десатурация в цис)поло)
жении более эффективна для изменения физических свойств липидов,
чем десатурация в транс)положении, и абсолютное большинство
двойных связей в ЖК липидов биологических мембран находится в
цис)положении.

ЖК синтезируются из ацетата многокомпонентными синтазами
ЖК в хлоропластах растений [44, 45] и комплексными синтазами ЖК,
отличающимися по компонентному составу от синтаз хлоропластов,
в цитоплазме клеток животных, дрожжей и других грибов [144, 175].
Оба типа синтаз продуцируют насыщенные ЖК, которые затем
превращаются в ненасыщенные благодаря активности десатураз. В
прокариотических клетках, таких, например, как цианобактерии,
насыщенные ЖК синтезируются синтазами, аналогичными хлоро)
пластным [29, 67, 107]. Однако E. сoli имеет уникальную синтазу,
которая способна образовывать двойную связь в процесса синтеза
цепи ЖК [47].

Живые организмы способны приспосабливаться к изменяющимся
условиям окружающей среды, используя различную стратегию
адаптации. В течение последних двух десятилетий большое внимание
уделяется молекулярным механизмам холодоустойчивости растений.
Низкие температуры вызывают значительную перестройку всего
клеточного метаболизма. Изменения включают десатурацию жирных
кислот, накопление полиолов, аминокислот, глицин)бетаина, саха)
розы, многочисленных белков [112]. Низкие температуры индуцируют
гены, активируемые абсцизовой кислотой, гены дегидринов, белков
позднего эмбриогенеза, липид)переносящих белков, некоторых рибо)
сомных и других РНК)связывающих белков. Мы сконцентрируем
свое внимание на выяснении роли ПНЖК и десатураз в адаптации
фотосинтезирующих организмов и клеток к низким температурам.

В 1973 году была предложена гипотеза, согласно которой первич)
ная роль в холодостойкости растений отводилась мембранным липи)
дам, в частности, их способности к фазовым переходам в зависимости
от температуры окружающей среды [84, 125, 126].

Эта гипотеза основана на обнаружении феномена гомеовискозной
или гомеофазной адаптации [148]. Под воздействием низких темпе)
ратур мембраны с разделенной липидной фазой не способны поддер)
живать ионные градиенты и нормальное функционирование мембра)
носвязанных ферментных систем, в результате чего нарушается
клеточный метаболизм, что, в конце концов, приводит к гибели всего



Äåñàòóðàçû æèðíûõ êèñëîò 165

организма. Способность клеток растений к адаптации в таких усло)
виях связывается с возможностью изменять текучесть мембран
посредством увеличения количества ненасыщенных ЖК в мембран)
ных липидах. В связи с этим, важное значение имеют исследования
структуры, свойств и регуляции десатураз ЖК — ферментов, отвечаю)
щих за образование двойных связей в их цепях, и, следовательно, за
изменение физических свойств биологических мембран. Знания био)
химии и молекулярной биологии десатураз открывают широкие перс)
пективы в области биотехнологии и сельского хозяйства, делая воз)
можным генно)инженерное конструирование сортов и видов расте)
ний, способных переносить температурные ограничения той или иной
климатической зоны, а также организмов – продуцентов ЖК с задан)
ной длиной цепи и фиксированным положением двойных связей.

II. ТИПЫ ДЕСАТУРАЗ ЖИРНЫХ КИСЛОТ

Физические свойства липидов в мембранном бислое в большой
степени определяются уровнем ненасыщенности их ЖК, т.е. коли)
чеством двойных связей, образуемых десатуразами [1, 124]. Десату)
разы, в свою очередь, являются терминальным компонентом сложной
цепи биохимических реакций, включающей в качестве электронных
доноров цитохром b

5
 или ферредоксин, а также, соответственно,

цитохром b
5
)редуктазу [35, 85] или ферредоксин)NADP+)оксидо)

редуктазу [183, 185].
Десатуразы ЖК делят на три типа, в зависимости от переносчика

субстрата. Ацил)КоА)десатуразы используют ЖК, присоединенные
к коферменту А [51, 52)54, 85], ацил)АПБ)десатуразы — ЖК, свя)
занные с ацил)переносящим белком (АПБ) [92]. И, наконец, ацил)
липидные десатуразы используют в качестве субстрата ЖК, находя)
щиеся в составе липидов [81, 106] (рис. 1, табл.1).

Для ацил)КоА)десатураз животных [85], донором электронов
служит цитохром b

5
, в то время как десатуразы цианобактерий [185],

а также пластидные ацил)АПБ и ацил)липидные десатуразы расте)
ний [92] используют ферредоксин (рис. 1). Для реакции образования
двойной связи необходимы два электрона. В растениях эти электроны
предоставляют две различные системы, состоящие, по сути, из
различных, но эквивалентных компонентов (рис. 2), одна из которых
локализована в эндоплазматическом ретикулуме (ЭР), а другая в
пластидах. Важно отметить, что компоненты электрон)переносящей
цепи имеют специфическую внутриклеточную (ЭР или пластиды)
локализацию независимо от того, является ли сама десатураза
растворимой или мембраносвязанной. В этих цепях пары электронов
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Рис. 1. Схема функционирования различных типов десатураз жирных кислот.
Cytb5 — цитохром b5, Fd — ферредоксин, Гл — глицеролипид, Red — вос)
становленная форма, ox — окисленная форма.

Рис. 2. Транспорт электронов от доноров к ацил)АПБ)десатуразе в темноте или
нефотосинтетических органах растений. В условиях активного фотосинтеза
ферредоксин может восстанавливаться непосредственно фотосистемой I.
FNR — флавопротеин, Fd — ферредоксин, Des — десатураза, ox — окисленная
и red — восстановленная формы [100].
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от NADPH или NADH одновременно переносятся на флавопротеин,
который затем передает электроны по одному на следующий пере)
носчик, способный переносить только по одному электрону (рис. 2).
Пара восстановленных таким образом переносчиков передают
электроны последовательно на десатуразу, которая осуществляет свою
реакцию, требующую двух электронов.

Для растворимых и мембранных десатураз пластидной локали)
зации донором электронов является NADPH, флавопротеином –
ферредоксин)NADP+ оксидоредуктаза и переносчиком электронов –
2Fe)2S ферредоксин [92]. Этот путь транспорта электронов характерен
для десатурации в нефотосинтетических тканях растений или для
фотосинтетических — в темноте. В фотосинтезирующих органах на
свету электроны генерируются фотосистемой I и передаются на
ферредоксин напрямую, минуя ферредоксин)NADP+ оксидоредук)
тазу [92]. В ЭР восстанавливающими агентами являются NADH,
цитохром b

5
 редуктаза в качестве флавопротеина и цитохром b

5
 [60] в

качестве переносчика электронов к активному центру десатуразы
(рис. 1).

Десатуразы цианобактерий относятся к типу ацил)липидных деса)
тураз [81,106]. В настоящее время клонированы гены четырех типов
десатураз, специфически образующих двойные связи в положениях
∆6 [24, 127], ∆9 [133], ∆12 [26, 135] и ω3 [133,134] цепей С

18
)ЖК (см.

табл. 1). Десатурация ЖК осуществляется в строгой последователь)
ности: первая двойная связь образуется только в положении ∆9, вторая
образуется в положении ∆12 только в моноеновых ЖК, 16:1∆9 или 18:1∆9;
дальнейшая десатурация осуществляется с использованием диеновых
ЖК, преимущественно 18:2∆9,12.

Специфичность десатурации может быть рассмотрена с двух
позиций: 1) отношения к положению ЖК на глицериновой молекуле
(sn)положение); 2) узнавания позиции десатурации в углеродной цепи
ЖК. Глицеролипиды цианобактерий включают остатки двух ЖК в
положениях sn)1 и sn)2 [49, 139, 140]. Synechocystis sp. PCC 6803
десатурирует С

18
)ЖК преимущественно в положении sn)1.

Специфика образования двойных связей в цепях ЖК в Synecho%
cystis sp. PCC 6803 была изучена путем добавления в среду для роста
гептановой (С

7:0
), либо гексановой кислот (С

6:0
). Добавление С

6:0
 не

изменяло жирнокислотный состав цианобактерии, а добавление С
7:0

приводило к синтезу С
15

, С
17

 и С
19

 ЖК и их производных: 15:0, 15:1∆9,
17:0, 17:1∆9, 17:2∆6,9, 17:2∆9,12, 17:3∆6,9,12, 17:3∆9,12,14 и 17:4∆6,9,12,14, а также
19:0, 19:1∆9, 19:2∆6,9, 19:2∆9,12, 19:3∆6,9,12, 17:3∆9,12,16 и 19:4∆6,9,12,16 [49]. Эти
данные показывают, что четвертая двойная связь образуется в ω)по)
ложении, т.е. “отсчет” положения десатурации происходит от метиль)
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ного конца. Поэтому положение двойной связи ∆15 в С
18

)ЖК, вероятно
следует обозначать как ω3, а соответствующий фермент называть ω3)
десатуразой [49]. В дальнейшем будут использованы именно эти
обозначения.

Десатуразы высших растений по механизму действия делятся на
ацил)АПБ) и ацил)липидные десатуразы, отличающиеся между
собой по структуре и свойствам (см. табл. 1). Данные генетического
анализа показывают, что в клетках растений присутствует несколько
типов ∆9)десатураз [11, 101]. Известно, что образование олеиновой
кислоты (18:1∆9) происходит только в строме хлоропластов [153, 154,
161, 162, 164]. Олеиновая кислота, связанная с AПБ, может транспор)
тироваться в мембраны как хлоропластов, так и ЭР для последующей
десатурации в липид)связанной форме [129, 151, 152, 162, 165].
Впоследствии липиды, содержащие ПНЖК, транспортируются в
плазмалемму [4, 9]. Считается, что плазмалемма не имеет собственных
десатураз для образования ПНЖК [52]. Однако последние данные
по клонированию генов десатураз и локализации этих ферментов
делают необходимым пересмотр сложившихся представлений о
местах биосинтеза полиненасыщенных ЖК в клетках растений. Так,
в эндосперме семян Thunbergia alata была обнаружена активность
растворимой ∆6)ацил)AПБ)десатуразы [14]. Клонирование соот)
ветствующего гена показало, что его продукт гомологичен другим
известным растворимым ацил)АПБ)десатуразам растений: ∆9)(18:0)
из Spinacia oleracea, Arabidopsis thaliana и Oryza sativa и ∆4)(16:0) — из
Coriandrum sativum. Это свидетельствует о том, что образование первой
двойной связи в ЖК некоторых высших растений может происходить
не только в положении ∆9, как у цианобактерий, но и в положениях ∆4

и ∆6 (см. табл. 1) [14, 15, 18, 142].
Из лепестков розы и семян Arabidopsis были клонированы гены

ацил)липидных ∆9)десатураз непластидной локализации (табл. 1) [33,
34], что говорит о возможности десатурации ЖК в мембранах клеток
растений без обязательного участия ацил)АПБ)десатураз.

Десатуразы животных и дрожжей относятся к классу ацил)КoA)
десатураз [70, 85, 110, 111] и обычно состоят из 300–350 остатков
аминокислот. Они образуют двойные связи в цепях ЖК, связанных с
КoA. В отличие от растворимых ∆9)ацил)АПБ)десатураз растений,
∆9), ∆5), ∆6) и ω3)десатуразы животных являются гидрофобными
мембранными белками, сходными по своим свойствам с ацил)липид)
ными десатуразами цианобактерий [62, 184]. Особенностью ∆9)стеа)
роил)КоА)десатуразы дрожжей является ее необычно длинная амино)
кислотная последовательность (510 ак) [102] за счет удлинения
карбоксильного конца. Структурный анализ полипептида показал,
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что карбоксильный конец этой десатуразы гомологичен цитохрому
b

5
. Таким образом, этот фермент состоит из двух доменов — собственно

десатуразы и “сшитой” с ней структурной части цитохрома b
5
 [3, 94,

102]. Такую же структуру имеет ∆9)десатураза красной водоросли
Cyanidioschyzon merolae [58]. Подобная доменная организация белка
была недавно обнаружена у ацил)липидной ∆6)десатуразы из подсол)
нечника [141], однако в последнем случае последовательность, струк)
турно и функционально родственная цитохрому b

5
, была расположена

в N)концевом участке.

III. СТРУКТУРА ДЕСАТУРАЗ ЖИРНЫХ КИСЛОТ

Предполагается, что активные десатуразы связывают два атома
трехвалентного железа, которые формируют активный комплекс с
атомом кислорода: Fe)O)Fe [30,31] (рис. 3, А, Б). Этот комплекс
способен разрывать неактивированные )С)Н) связи, приводя, в
конечном итоге, к образованию двойных связей )С=С) в цепях ЖК
(рис. 3, В).

Структура активного центра была определена только для рекомби)
нантной растворимой ∆9)стеароил)(18:0))АПБ)десатуразы (EC
1.14.99.6) [78, 145]. Кристаллизация десатуразы показала, что функ)
циональный фермент состоит из двух идентичных субъединиц, каждая
из которых связывает два атома железа в активном центре. Один из
атомов железа взаимодействует с глутаминовой кислотой E196 и
гистидином H232. Второй атом железа также связан с глутаминовой
кислотой и гистидином, E105 и H146, соответственно [78]. Кроме того,
два дополнительных остатка глутаминовой кислоты, Е143 и Е229,
находятся рядом с атомами железа и, в свою очередь, могут участвовать
в формировании активного центра десатуразы (рис. 3, Б). Структур)
ный анализ этого белка выявил наличие глубокого канала, уходящего
от поверхности вглубь кристаллической структуры. Видимо, этот
канал является местом расположения стеарата (рис. 4). Этот канал
формирует изгиб на ацильной цепи в месте десатурации, между
углеродными атомами 9 и 10. Такая конформация соответствует цис)
положению двойной связи в молекуле олеоил)(18:1∆9))АПБ и обеспе)
чивает расположение сайта десатурации рядом с активными атомами
железа. При этом необходимо иметь в виду, что каждая субъединица
димера, по)видимому, обладает независимой ферментативной актив)
ностью [78, 145]. Таким образом, конфигурация канала связывания
жирнокислотной цепи и расположение каталитического сайта в этом
канале определяют и специфичность десатуразы по отношению к
субстрату (длина цепи ЖК), и положение, в котором образуется двой)
ная связь [16, 78].
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Применение сайт)направленного мутагенеза позволило опреде)
лить специфические аминокислотные остатки в активном центре
десатураз, отвечающие за место десатурации. Так, замещение
аминокислот в активном центре ∆6)пальмитоил)(16:0))АПБ)десату)
разы на аналогичные аминокислоты ∆9)стеароил)(18:0))АПБ)деса)
туразы привело к изменению специфичности рекомбинантного
фермента в отношении как длины узнаваемого субстрата, так и пози)

Рис. 3. Организация железосодержащих кластеров в ацил)АПБ)десатуразе.

А. Расположение кластеров по отношению к спиральным участкам белка.
Вращение относительно спирали D формирует четырех)доменную структуру, в
которой атомы железа оказываются друг над другом.

Б. Схема железосвязывающего центра десатуразы. Остатки глутамата (Е*),
координирующие положение обоих атомов железа в активном центре, отмечены
звездочками.

В. Предполагаемый путь десатурации ЖК.
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ции десатурации [8, 16]. Более
того, направленное изменение
пяти аминокислотных остатков
в ∆6)десатуразе обеспечивало его
функционирование как ∆9)стеа)
роил)(18:0))АПБ)десатуразы [16,
17]. На рис. 5 представлены пос)
ледовательности аминокислот,
которые были заменены в ∆6)
десатуразе и показана функцио)
нальная активность модифици)
рованных ферментов, опреде)
ленная с помощью тонкослой)
ной хроматографии с использо)
ванием радиоактивных субст)
ратов 16:0)АПБ или 18:0)АПБ.
∆6)десатураза дикого типа ис)
пользует в качестве субстрата
только 16:0)АПБ. Мутации двух

Рис. 5. Направленный мутагенез
ацил)АПБ)десатуразы, изменяющий
ее специфичность к длине углеродной
цепи ЖК и положению образования
двойной связи.

А. Аминокислотная последова)
тельность, подвергавшаяся моди)
фикациям.

Б. Сравнение относительной
активности различных вариантов
модифицированной десатуразы по
данным ТСХ с использованием [1)
14C]16:0) или [1)14C]18:0)АПБ в ка)
честве субстратов.

a — ∆6)16:0)десатураза дикого ти)
па, b — мутант A188/Y189F, c – мутант
A181T/A177G/Y189F/S205N/L206T/
G207A, d — мутант A181T/A200F/
S205N/L206T/G207A.

Рис. 4. Кристаллическая структура
димера ацил)АПБ)десатуразы.

Положение атомов железа пока)
зано плотными сферами. Отмечено
положение субстрата внутри «карма)
нов» субъединиц. Места десатурации
отмечены стрелками.
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аминокислот (A188G/Y189F) приводили к тому, что десатураза
узнавала в равной степени 16:0) и 18:0)АПБ, образуя двойную связь
на этих субстратах в положении ∆6 (рис. 5). Мутации шести амино)
кислот (A181T/A177G//Y189F/S205N/L206T/G207A) приводили к
частичной утрате специфичности фермента к субстрату и, кроме того,
к появлению ∆9)десатуразной активности. И, наконец, мутации пяти
аминокислот (A181T/A200F/S205N/L206T/G207A), четыре из ко)
торых повторяли предыдущие мутации, приводили к полному
превращению активности фермента из ∆6)16:0)АПБ)десатуразы в
∆9)(18:0))АПБ)десатуразу (рис. 5).

Основа изменений специфичности десатуразы, видимо, обуслов)
лена геометрией субстрат)связывающего канала. Так, например,
фермент А188G/Y189F, в котором аланин и тирозин заменены на
меньшие по размеру аминокислоты глицин и фенилаланин, имеет
удлиненный канал, способный «принять» ЖК на два углеродных атома
больше, чем фермент дикого типа. В результате мутантный фермент
осуществляет десатурацию 16:0 и 18:0 с одинаковой эффективностью.

Эти данные важны для понимания как механизма биохимической
реакции, так и способа узнавания ферментом специфического
положения десатурации. Хотя кристаллизованный белок относится
к растворимым ацил)АПБ)десатуразам, полученные результаты могут
быть использованы для более точного предсказания положения
активных центров в ацил)липидных десатуразах. При этом необхо)
димо иметь в виду, что активные центры последних скорее всего рас)
положены в гидрофобных участках белков [81, 135], поскольку все
ацил)липидные десатуразы являются мембранными белками с
четырьмя выраженными гидрофобными доменами, пронизываю)
щими мембраны. По)видимому, в ацил)липидных десатуразах в
связывании атомов железа принимают участие аминокислотные
остатки гистидинов, а не глутаминовой кислоты.

Важной общей особенностью первичной структуры ацил)липид)
ных десатураз является наличие постоянного мотива в их аминокис)
лотных последовательностях — трех консервативных гистидиновых
кластеров (табл. 2), предположительно участвующих в связывании
атомов железа в активном центре десатуразы [5, 81, 135, 147]. Сайт)
направленный мутагенез стеароил)КоА)десатуразы из печени крысы
[147] и ∆12)ацил)липидной десатуразы цианобактерии Synechocystis
sp. PCC 6803 [5] показал, что замещение консервативных гистидинов
какой)либо другой аминокислотой приводит к полной потере десату)
разной активности. Вероятно, это происходит из)за неспособности
мутантного фермента сформировать активный центр для связывания
атомов железа [147] и присоединения необходимого для реакции атома
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кислорода [5]. Замещение «неконсервативных» гистидинов к потере
активности не приводило.

Особый интерес вызывает эволюционное родство ферментов,
отвечающих за десатурацию ЖК, гидроксилирование, ацетилениро)
вание и эпоксидацию [145]. Так, аминокислотная последовательность
олеоил)гидроксилазы Lesquerella fendlerii на 81% гомологична олеоил)
десатуразе Arabidopsis, относящемуся к тому же семейству. Все фер)
менты, отвечающие за вышеперечисленные реакции, как и ацил)
липидные десатуразы, являются интегральными белками, имеют два
атома железа в активном центре и, предположительно, могут проявлять
свою активность способом, описанным выше для десатураз ЖК.
Экспериментальные данные, подтверждающие это предположение,
получены на примере растительной олеоил) ∆12)десатуразы, актив)
ность которой была конвертирована в гидроксилазную путем точеч)
ного мутагенеза шести аминокислотных остатков или наоборот, когда
гидроксилаза была превращена в десатуразу [8]. Преполагается, что
первый этап реакций десатурации и гидроксилирования (отрыв
водородного атома в положении С

12
) является универсальным для

обоих типов ферментов. Дальнейшие расхождения биохимических
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путей, один из которых приводит к отрыву второго атома водорода, а
второй – к переносу кислорода, определяется целиком геометрией
активного сайта, так же как и узнавание специфического положения
образования двойной связи [8, 16].

IV. ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ ДЕСАТУРАЗ

Изучение условий, в которых индуцируются и экспрессируются
гены десатураз, важно для понимания механизмов адаптации биоло)
гических мембран и организмов в целом. Липидный состав мембран,
а также степень ненасыщенности ЖК варьируют в широких пределах
при изменении температуры, интенсивности освещения, диеты, кон)
центрации осмотических веществ и солей [70, 71, 81, 100, 115–117].

Включение в питательную среду для культивирования Saccharo%
myces cerevisiae насыщенных ЖК приводило к возрастанию десатураз)
ной активности [61, 95]. Напротив, при насыщении этой среды
моноеновыми ЖК, 16:1∆9 или 18:1∆9, активность стеароил)КоА)деса)
туразы снижалась, а содержание мембранных фосфолипидов увеличи)
валось. Гибридизация РНК с геном стеароил)КоА)десатуразы пока)
зала, что снижение активности этого фермента связано с репрессией
транскрипции [7]. Репрессию гена вызывало и добавление в среду
линолевой кислоты, 18:2∆9,12, которая не синтезируется Saccharomyces,
но, тем не менее, быстро замещает нативные 16:1∆9 и 18:1∆9 в мембран)
ных липидах [159, 160]. Действие этих экзогенных ненасыщенных
ЖК на ∆9)десатуразу дрожжей очень специфично, поскольку добав)
ление других ЖК, таких как 17:1∆10, 18:1∆5 или 18:1∆11, не влияло на
транскрипцию соответствующего гена и активность его промотора,
хотя эти ЖК эффективно встраивались в мембранные липиды [159,
171]. Таким образом, была установлена регуляторная связь между
экспрессией гена десатуразы и уровнем мононенасыщенных ЖК.

Изучение регуляции экспрессии генов десатураз необходимо еще
и потому, что продукты десатуразной реакции — ненасыщенные
ЖК — не только регулируют десатуразы посредством обратной связи,
но и способны контролировать экспрессию других белков, как
структурных, так и регуляторных. Это, например, относится к участ)
никам многокомпонентной системы каскадной регуляции дифферен)
цировки клеток [87]. Так, добавление олеата (18:1∆9) в культуру клеток
преадипоцитов стимулировало транскрипцию фактора Fra1, одного
из регуляторов гена P2)адипоцита, который принадлежит к семейству
генов, определяющих синтез липидных переносчиков и белков,
связывающих ЖК в клетках почек, желудка, печени и сердца [25].
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В клетках растений и цианобактерий десатуразы играют важную
роль в адаптации к изменяющимся условиям окружающей среды [81,
82, 106]. Клонирование генов десатураз из этих объектов в последние
годы сделало возможным изучение их экспрессии и роли ЖК в
процессах адаптации. Наиболее полно изучена экспрессия генов
десатураз ЖК цианобактерий.

Экспрессия генов десатураз цианобактерий. На рис. 6 приведена
схема последовательности десатурации ЖК у Synechocystis sp. PCC
6803 с указанием ЖК, и соответствующих генов десатураз. Ген desC,
кодирующий ∆9)десатуразу, превращает стеарат в олеат; ген desA,
кодирующий ∆12)десатуразу, образует из олеата линолевую кислоту
и т.д.. ∆6)десатураза (desD) преимущественно использует линолевую
кислоту в качестве субстрата, однако в случае мутации гена desA
возможно образование минорных количеств 18:2∆6,9 [40]. Образование
ПНЖК, имеющих двойную связь в положении ω3, происходит в
клетках Synechocystis только при низких температурах [82, 133].

Адаптивное изменение жирнокислотного состава мембранных
липидов цианобактерий под действием низких температур известно
давно и интенсивно изучается. Однако, вопрос о молекулярных меха)
низмах этого процесса до последнего времени оставался открытым.
Существовало несколько гипотез, объясняющих накопление ПНЖК.
Так, считалось, что низкие температуры могут вызывать повышение
активности пресинтезированных десатураз [64, 65, 150]. Альтерна)
тивная схема предполагала, что при снижении температуры замед)
ляется синтез насыщенных ЖК de novo, в то время как активность
десатураз остается без изменения, в результате чего соотношение
насыщенных и ПНЖК изменяется в пользу последних [28]. Имелись

Рис. 6. Общая схема десатурации жирных кислот ацил)липидными десатуразами
в цианобактерии Synechocystis sp. PCC 6803.

desA, desB, desC, desD — названия генов, кодирующих указанные на рисунке
десатуразы. Названия генов основаны на сокращении des (desaturase).
Буквенные обозначения (A, B, C, D) приняты по хронологии клонирования
соответствующих генов.
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также данные о подавлении десатурации рифампицином и хлорамфе)
николом — ингибиторами транскрипции и трансляции у прокариот
[139, 184], что предполагало синтез самих десатураз de novo при низких
температурах.

Клонирование генов десатураз ЖК и изучение их температуро)
зависимой экспресии показало, что при снижении температуры с 36)
34оС до 25–22оС у Synechocystis происходит быстрое накопление мРНК
генов desA, desD и desB, кодирующих ∆12), ∆6) и ω3)десатуразы, соот)
ветственно [80, 82, 83] (рис. 7) . При повышении температуры с 22 оС
до 34 оС количество мРНК этих десатураз снижается до исходного
уровня. Количество мРНК гена ∆9)десатуразы практически не
зависит от температуры, что позволяет говорить о конститутивной
экспрессии этого гена [83]. Высокий уровень транскрипта desC в
клетках свидетельствует об избыточном количестве мРНК, которое
может быть использовано для трансляции. Последнее наблюдение
соответствует данным, согласно которым синтез ∆9)десатуразы в
других организмах происходит очень интенсивно, а образование
первой двойной связи в ЖК играет наиболее важную роль в изменении
физических свойств мембранных липидов [105, 106]. Кроме того, ∆9)
десатураза обеспечивает субстратом десатуразы, последовательно
образующие вторую (положение ∆12), третью (∆6 или ω3) и четвертую
(ω3) двойные связи (см. рис. 5).

Накопление мРНК генов тех десатураз, которые отвечают за
синтез ПНЖК, говорит о том, что активация десатурации при
снижении температуры является результатом индукции транскрипции
этих генов. Это предположение было подтверждено в экспериментах
по экспрессии репортерных конструкций: промоторы генов ∆12) и
ω3)десатураз были «слиты» с кассетой генов, кодирующих люцифе)
разу Vibrio harveyi, и введены в Synechocystis. При снижении темпе)

Рис. 7. Температурозависимые измене)
ния количества мРНК четырех генов Sy%
nechocystis, кодирующих десатуразы ЖК.

Открытые колонки представляют
мРНК из клеток, выращенных при нор)
мальной температуре (34 оС), темные
колонки показывают мРНК из клеток,
выращенных при 34 оС и затем инкуби)
рованных при 22 оС в течение 1 ч. Коли)
чество мРНК гена desC при 34о С при)
нято за 100%. Гены desC, desA, desD и
desB кодируют, соответственно, ∆9),
∆12), ∆6) и ω3)десатуразы.
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ратуры люминесценция возрастала, что свидетельствует об активации
промоторов десатуразных генов [83]. Вместе с тем, при снижении тем)
пературы наблюдали увеличение времени жизни мРНК температуро)
зависимых десатураз [83]. Таким образом, накопление транскриптов
генов ∆6), ∆12) и ω3)десатураз связано как с усилением транскрип)
ции, так и с увеличением стабильности мРНК.

Температурозависимые изменения количества десатураз в клетках
были впервые исследованы методом вестерн)блоттинга с исполь)
зованием высоко специфичных антител, полученных против синте)
тических олигопептидов, которые соответствуют карбоксильным
концам четырех индивидуальных десатураз Synechocystis [83, 109].
Блоттинг мембранных белков из клеток, выращенных при 36 оС, и из
клеток, инкубированных при 25 оС, показал, что количество ∆9)деса)
туразы при снижении температуры не изменяется. Постоянный
уровень белка соответствует ранее полученным данным о конститу)
тивной транскрипции гена desC, кодирующего ∆9)десатуразу и еще
раз подтверждает независимость экспрессии этого белка от изменения
температуры. Как и предполагалось, при снижении температуры в
мембранах цианобактерии наблюдается накопление ∆12), ∆6) и ω3)де)
сатураз. Увеличение количества этих белков заметно уже через два
часа после изменения температуры и далее наблюдается накопление
ПНЖК (рис. 8). Эти данные совпадают с результатами анализа
накопления мРНК и активности промоторов десатуразных генов.

Определение температурной зависимости активности ∆12)деса)
туразы in vitro показало, что оптимум активности фермента лежит в
области 30–35 оС (что соответствует оптимальной температуре роста
цианобактерии), и активность уменьшается при понижении темпе)

Рис. 8. Изменения количества
мРНК гена desB, продукта гена —
ω3)десатуразы, и ω3)ненасы)
щенных ЖК в клетках Synecho%
cystis во время снижения темпе)
ратуры с 35 до 25 оС.

      Ο−Ο, мРНК desB; ∆−∆, ω3)де)
сатураза и #−# , ω3)ненасы)
щенные ЖК (сумма α)18:3 и 18:4
относительно общего количества
ЖК).
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ратуры [120]. Эти данные исключают предположение о существовании
отрицательного коэффициента активности десатураз при снижении
температуры окружающей среды.

Таким образом, индукция синтеза ПНЖК при снижении темпера)
туры обусловлена активацией экспрессии генов десатураз ЖК,
включающей усиление транскрипции генов и, как следствие, повы)
шенный уровень синтеза соответствующих белков.

Экспрессия генов десатураз высших растений изучена менее
подробно, чем у цианобактерий. Это связано, прежде всего, с методи)
ческими трудностями анализа экспрессии генов у высших растений
и со значительно более сложными механизмами регуляции в эукарио)
тических клетках. Известно, что ген стеароил)АПБ)десатуразы
подвержен временной и тканеспецифичной регуляции: промотор этого
гена наиболее активен в быстроразвивающихся лепестках и пророст)
ках. Показано также, что активность этого промотора индуцируется
при повышении концентрации АБК [153, 154]. Уровень мРНК гена
fad2 из Arabidopsis thaliana, кодирующего ∆12)десатуразу цитоплаз)
матической мембраны, не реагирует на снижение температуры [27,
118]. Недавно были клонированы родственные гены fad2%1 и fad2%2
из соевых бобов, кодирующие две формы ∆12)десатуразы [48]. Авторы
считают, что это десатуразы ЭР, хотя возможно, что ферменты лока)
лизованы в цитоплазматической мембране, как и в случае с Fad2 из A.
thaliana. Одна из этих десатураз, Fad2)1, экспрессируется интенсивно
только в созревающих семенах, в то время как Fad2)2 экспрессируется
конститутивно как в вегетативных тканях, так и в семенах. Возможно,
что именно Fad2)1 отвечает за образование ПНЖК в запасных липи)
дах растений [48].

Промотор гена fad7 из A. thaliana, кодирующего одну из ω3)деса)
тураз хлоропластов, включает последовательности нуклеотидов, гомо)
логичные известным цис)элементам светорегулируемых генов (бокс
II и G)бокс). Этот промотор индуцируется на свету, но не при сниже)
нии температуры [43, 57, 113, 114]. Напротив, ген fad8  активируется
низкими температурами, но не является светозависимым [37].

V. РОЛЬ ДЕСАТУРАЗ В АДАПТАЦИИ

Значение ПНЖК в адаптации организмов к изменяющимся усло)
виям окружающей среды рассматривалось многократно [20, 81, 82,
85, 106, 112]. Изучение роли индивидуальных десатураз в адаптации
к низким температурам стало возможным благодаря данным о струк)
туре их генов и возможности генетического и генно)инженерного
подходов к манипуляции этими генами в клетках цианобактерий.
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Путем направленного мутагенеза была получена серия мутантов,
дефектных по одной или сразу нескольким десатуразам [169].
Введение в различные организмы генов десатураз дало возможность
получить штаммы с измененным составом ЖК [38, 39, 133, 134, 184].
Таким образом, была открыта перспектива в исследовании роли
индивидуальных десатураз и продуктов их реакции в процессах
адаптации биологических систем к стрессовым воздействиям окру)
жающей среды.

Мутанты, дефектные по десатуразам ЖК, ведут себя по)разному
при снижении температуры, в зависимости от характера мутации. Так,
нарушение генов ∆6) и ω3)десатураз не влияет на устойчивость
цианобактерий к низким температурам. Несмотря на индукцию генов
этих ферментов в диком типе и накопление α)линоленовой и γ)ли)
ноленовой кислот (18:3∆9,12,ω3 и 18:3∆6,9,12), а также 18:4∆6,9,12,ω3, актив)
ность этих десатураз не является критическим фактором для выжи)
вания организма. В то же время, нарушение гена ∆12)десатуразы
снижает холодостойкость [169, 184]. На рис. 9А показано изменение
состава ЖК Synechocystis в результате направленного мутагенеза генов
desA* и desD*, кодирующих ∆12) и ∆6)десатуразы. Клетки Synechocystis
дикого типа способны к синтезу ПНЖК, в то время как клетки
мутанта desA–/desD – синтезируют лишь мононенасыщенные ЖК.
При 30 оС рост штамма Synechocystis desA–/desD – происходит как у
клеток дикого типа. Однако при 25 оС рост мутанта сильно подавлен,
а при 20 оС его клетки погибают, в отличие от клеток дикого типа,
способных к адаптации и росту при указанных температурах (рис. 9,
Б). Кроме того, мутантные клетки теряли способность восстанавли)
вать активность фотосинтетического аппарата после низкотемпера)
турного фотоингибирования [68]. Причина потери способности
фотосистемы II адаптироваться к высоким интенсивностям света
заключается в том, что мутантные клетки с измененными свойствами
мембранных липидов не способны процессировать предшественник
основного белка (D1) реакционного центра фотосистемы [68].
Поскольку у этих мутантов нарушены гены, кодирующие строго опре)
деленные десатуразы ЖК, можно утверждать, что способность клеток
выживать при низких температурах в значительной степени опреде)
ляется наличием именно этих генов и способностью клеток синтези)
ровать диеновые (18:2) ЖК. Это утверждение подкрепляется данными
по трансформации Synechococcus sp. PCC 7942 с помощью гена desA.
Клетки Synechococcus, получившие возможность синтезировать диено)
вые ЖК, оказались способными, в отличие от дикого типа, расти при
20—22 оС [184].
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Рис. 9. Состав ЖК в глицеролипидах Synechocystis, выращенных при 25 оС (А),
кривые роста клеток дикого типа (WT) и мутанта (desA%/desD%) при разных
температурах (Б) и физические параметры  мембран клеток дикого типа и
различных мутантов, оцененные с помощью дифференциальной сканирующей
калориметрии (В). 0, 1, 2, 3, 4 — насыщенные ЖК и ЖК с 1, 2, 3 и 4 двойными
связями.
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У высших растений устойчивость к низким температурам также
коррелирует с наличием в мембранах ПНЖК [155]. Так, у A. thaliana
мутанты по генам fad5 и fad6 (дефектные по синтезу хлоропластных
sn)2)пальмитолеил) ∆12 и sn)1)олеоил) ∆12)десатуразы, соответст)
венно), характеризуются хлорозом листьев, замедлением роста и
изменением формы хлоропластов при низких температурах. У мутанта
по гену fad2 при 16 оС снижается скорость удлинения стебля, а при
6 оС он погибает [10, 90, 101]. Экспрессия Fad7 десатуразы A. thaliana
в Nicotiana tabacum приводит к повышению устойчивости семян
табака к низким температурам [42, 104]. В то же время, блокирование
экспрессии Fad7 и синтеза триеновых ЖК в хлоропластах позволяло
растениям легче адаптироваться к повышенным температурам [104].

Физические свойства мембран. Как отмечалось выше, чувстви)
тельность организмов к холоду связывают со снижением текучести
биологических мембран. Однако зависимость между степенью
ненасыщенности ЖК, активностью генов специфических десатураз
и изменением текучести мембран до недавнего времени оставалась
экспериментально недоказанной. Чтобы продемонстрировать эту
зависимость, был использован метод дифференциальной сканирую)
щей калориметрии изолированных тилакоидных мембран (ТМ) из
штаммов Synechocystis sp. PCC 6803, дефектных по разным десатуразам
ЖК [169]. Фазовые переходы в ТМ клеток дикого типа Synechocystis и
мутантов desD– и desB –/desD – (дефектных по ∆6)десатуразе, или ∆6)
и ω3)десатуразам одновременно) происходят при 15, 13 и 12 о С, соот)
ветственно. Таким образом, отсутствие в мембранных липидах γ)лино)
леновой и α)линоленовой кислот практически не влияет на физи)
ческие свойства мембран. В то же время у мутанта desA–/desD –

фазовый переход начинается уже при 21 оС (рис. 9, В). Таким образом,
наличие в мембранных липидах Synechocystis линолевой кислоты
является критическим для формирования характерной для организма
структуры мембраны. Нарушение функции соответствующих деса)
тураз приводит к сильным изменениям физических свойств мембран,
выражающимся в смещении точки фазового перехода в область более
высоких температур. Возможно, с этим связаны все фенотипические
проявления мутантов по десатуразам ЖК, в частности, чувствитель)
ность к низким температурам мутанта desA–/desD –.
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VI. ТЕКУЧЕСТЬ МЕМБРАН И ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ
ДЕСАТУРАЗ ЖИРНЫХ КИСЛОТ: ОБРАТНАЯ СВЯЗЬ

Термин «текучесть мембран» (в противоположность «вязкости»)
широко применяется для описания степени неупорядоченности или
молекулярной подвижности внутри липидного бислоя [1, 88]. Однако,
ни один термин не охватывает всех, очень разных динамических
характеристик липидного бислоя, таких как латеральная диффузия
молекул, молекулярная подвижность, вращение цепей ЖК и т.д. Тем
не менее, текучесть мембран может быть оценена различными физи)
ческими методами – флуоресцентной поляризацией, электронным
парамагнитным резонансом и инфракрасной Фурье)спектроскопией
[69, 86, 91, 124, 157].

Модель молекулярного механизма адаптации клеток к низким
температурам. Аспекты молекулярных механизмов регуляции экс)
прессии десатуразных генов связаны с общими проблемами регуля)
ции экспрессии генов при стрессовых воздействиях: каким образом
организм чувствует изменение температуры и каким образом этот
сигнал передается на регуляторные области генов, приводя к их акти)
вации или репрессии. Данные, изложенные в предыдущих разделах,
позволяют схематично обобщить представления о молекулярном
механизме адаптации клеток к понижающимся температурам (рис.
10). При снижении температуры уменьшается текучесть мембран.
Организм чувствует это изменение. Вопрос о сенсорах остается
открытым, и мы показываем этот этап на рисунке знаком вопроса.
Далее сигнал от сенсора передается к пока неизвестным регуляторным
молекулам или непосредственно воспринимается регуляторными
последовательностями генов десатураз. Вследствие этого индуци)
руется экспрессия этих генов, что приводит к усиленному синтезу

Рис. 10. Схема адаптации клетки к понижению температуры.
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десатураз в клетке и к ускорению синтеза полиненасыщенных ЖК в
мембранных липидах. В конечном итоге восстанавливаются исходная
текучесть мембран и физиологическая активность связанных с ними
систем, в частности, фотосиcтем и АТФ)синтезирующих комплексов.

В этой модели ведущая роль в запуске адаптационных механизмов
отводится мембранам и их физическому состоянию, выражаемому
вязкостью или текучестью, зависящих от степени ненасыщенности
ЖК в мембранных липидах. Свойства биологических мембран можно
рассматривать с двух позиций. С одной стороны, мембрану можно
представить как макросистему, реагирующую на воздействия окру)
жающей среды как единое целое. С другой стороны, мембраны можно
рассматривать как совокупность интегрированных подсистем, сос)
тоящих из индивидуальных классов липидов со специфическим набо)
ром ЖК, а также из многих белковых комплексов, по)разному взаимо)
действующих со своим микроокружением. Здесь мы рассматриваем
макропараметры мембраны, такие как состав ЖК и фазовые переходы.

Текучесть мембран и экспрессия генов температурного стресса.
Если экспрессия генов десатураз действительно индуцируется при
изменении жирнокислотного состава мембранных липидов или
текучести мембран, то индукцию этих генов можно вызвать и искусст)
венным путем, снизив концентрацию ненасыщенных ЖК и уменьшив
тем самым текучесть мембран. Для этой цели был использован метод
каталитической гидрогенизации ЖК мембранных липидов в клетках
Synechocystis, выращенных при 36 оС. Этот метод широко используется
в различных модельных клеточных системах, включая прокариоти)
ческие и эукариотические организмы [6, 66, 79, 119, 124, 174, 178,
179], поскольку техника гомогенной каталитической гидрогенизации
позволяет осуществить контролируемое насыщение двойных связей
в цепях ЖК мембранных липидов.

Каталитическая гидрогенизация практически не затронула тила)
коидные мембраны и коснулась лишь липидов цитоплазматической
мембраны. При этом уровень стеариновой кислоты увеличивался, в
то время как уровень линолевой кислоты пропорционально снижался.
Определение жирнокислотного состава в индивидуальных классах
липидов показало, что наиболее подверженным насыщению двойных
связей при гидрогенизации оказался фосфатидилглицерин, состав)
ляющий не более 10% от общего количества глицеролипидов [180].

Исходя из схемы, приведенной на рис. 10, можно предположить,
что в ответ на снижение текучести мембран произойдет индукция
генов десатураз, активность которых необходима для возвращения
физических параметров мембраны в нормальное состояние. Действи)
тельно, после гидрогенизации наблюдается индукция транскрипции
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гена desA. В течение 30 мин после
гидрогенизации мРНК desA дости)
гает того же уровня, что при низко)
температурной индукции (рис. 11)
[80, 88, 105, 180]. Таким образом,
каталитическая гидрогенизация и
снижение температуры, приводящие
к снижению текучести мембран, вы)
зывают один и тот же ответ — индук)
цию генов десатураз, участвующих
в формировании оптимальной физи)
ческой структуры мембран. Пос)
кольку и снижение температуры и
каталитическая гидрогенизация вы)
зывают активацию экспрессии гена
десатуразы, можно предположить,
что существует механизм регуляции,
основанный на обратной связи — из)
менения текучести мембран приводят
к модуляции экспрессии генов деса)
тураз ЖК, регулирующих текучесть
самих мембран.

Таким образом можно утверж)
дать, что физические параметры био)
логических мембран (текучесть/вяз)
кость) контролируют экспрессию,
по крайней мере, некоторых генов.
Еще одним подтверждением этого
предположения являются данные о
регуляции экспрессии гена тепло)
вого шока hsp90 в дрожжах. Мутант)
ные клетки S. cerevisiae, дефектные
по ∆9)десатуразе, были трансфор)
мированы геном ∆9)десатуразы под
контролем промоторов различной
силы [19]. Таким образом был полу)
чен ряд трансформантов, отличаю)
щихся по относительному соотно)
шению насыщенных и ненасыщен)
ных ЖК и, соответственно, по пара)
метрам текучести мембран. Экспрес)
сия гена hsp90 при 36 оС была тем

Рис. 11. Индукция транскрипции
гена desA Synechocystis при сни)
жении температуры и при ката)
литической гидрогенизации.

А. Клетки выращивали при
36 оС и инкубировали при 22 оС
в течение 1 ч.

Б. Клетки выращивали при
36 оС и подвергали каталити)
ческой гидрогенизации при
36 оС в течение 4 мин.

За экспрессией гена desA
наблюдали с помощью метода
РНК)ДНК гибридизации в тече)
ние 1 ч.
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сильнее, чем был выше уровень ненасыщенных кислот. Эти данные
показали, что экспрессия гена теплового шока находилась в прямой
зависимости от степени ненасыщенности ЖК в мембранных липидах
и от текучести биологических мембран.

Альтернативный подход был использован для изучения влияния
изменений текучести мембран на экспрессию генов теплового шока
в клетках Synechocystis. Исследования температурозависимой экс)
прессии гена, кодирующего шаперон Hsp17, показали, что этот ген
индуцируется как тепловым воздействием, так и бензиловым спир)
том – агентом, взаимодействующим с полярными группами липидов
цитоплазматической мембраны и повышающим их текучесть [55].

VII. ТЕМПЕРАТУРНЫЕ СЕНСОРЫ И
ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ ДЕСАТУРАЗ

Результаты экспериментов по гидрогенизации мембран и индук)
ции десатураз позволили предположить, что гипотетический сенсор,
воспринимающий снижение температуры окружающей среды, может
быть локализован в цитоплазматической мембране и реагировать на
изменение ее текучести [105, 180]. Однако снижение температуры на
10 оС приводит лишь к 3%)ному изменению молекулярной подвиж)
ности липидов, т.к. молекулярная подвижность пропорциональна
абсолютной температуре в случае, если не происходит фазового
перехода. В рамках же физиологических температур (35–20 оС)
фазовых переходов в липидном бислое не происходит [180]. Малове)
роятно, что гипотетический сенсор «чувствует» такие незначительные
изменения в молекулярной подвижности. Вполне возможно, что этот
сенсор реагирует на фазовые переходы в микродоменах цитоплазма)
тической мембраны, например, переходы из жидкокристаллической
в гелевую фазу. Возможно, что этот сенсор может менять свою конфор)
мацию при изменении физических свойств в мембранном окружении,
вызванном снижением температуры, и проходить через стадии
фосфорилирования – дефосфорилирования, передавая таким образом
сигнал об изменении температуры. Гипотетический сенсор вполне мог
бы удовлетворять параметрам гистидин)киназ по аналогии с сенсо)
рами изменения осмотического давления, которые были обнаружены
в клетках бактерий, дрожжей и растений [26, 122, 123, 128, 143, 168,
176]. Чтобы определить природу гипотетического температурного
сенсора, был проведен случайный картриджный мутагенез клеток
Synechocystis, несущих кассету из генов бактериальной люциферазы,
находящихся под контролем температурозависимого промотора гена
desB, кодирующего ω3)десатуразу [83]. Наблюдения за изменениями
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люминесценции люциферазы позволили, в конечном итоге, опреде)
лить и клонировать ряд генов, экспрессия которых влияет на актив)
ность промотора desB (рис. 12). Среди этих генов обнаружилось
несколько представителей семейства гистидин)киназ. Поэтому была
осуществлена систематическая инактивация 43 генов, кодирующих
гипотетические гистидин)киназы в геноме Synechocystis [166]. Случай)
ный и направленный мутагенез штамма, несущего репортерный ген
под контролем промотора десатуразы привели к идентификации двух
генов гистидин)киназ (мембраносвязанной Hik33 и растворимой
Hik19) и одного регулятора ответа (Rer1), контролирующих экспрес)
сию desB. Hik33 характеризуется наличием консервативного киназ)
ного домена на карбоксильном конце, двух трансмембранных доменов
в N)концевом участке и, так называемого, Р)линкера посередине.
Подобный линкер был обнаружен в домене восприятия сигнала и
киназном домене некоторых мембраносвязанных гистидин)киназ в
различных группах организмов [187].

Как предполагалось, уменьшение текучести мембраны может слу)
жить первичным сигналом для индукции экспрессии генов десатураз
[105, 180]. Параметры гистидин)киназы Hik33 вполне отвечают тем
характеристикам, которыми должен обладать сенсор, воспринимаю)
щий изменения текучести мембран. Повышение вязкости мембран)
ных липидов видимо оказывает влияние на конформацию белка на
уровне трансмембранных доменов Hik33, что может привести к диме)
ризации сенсорного белка и последующему каскаду фосфорилиро)
вания [166, 170, 187] (рис. 13).

Рис. 12. Температурозависимые изме)
нения активности промотора гена desB
в клетках контрольного штамма Syne%
chocystis (pdesB::lux) и мутантов по гисти)
динкиназам Hik33 (pdesB::lux/∆Hik33),
!–!; Hik19 (pdesB::lux/∆Hik19), #–# и
регулятору ответа Rer1 (pdesB::lux/∆Rer1),
•–•.

Клетки выращивали при 34 оС и
переносили на 22 оС, а затем снова на
34 оС. Дополнительным «контролем»
служил штамм pdesB::lux/∆Hik10 (Q–Q),
мутантный по гистидин)киназе Hik10,
не принимающей участия в регуляции
температурного ответа и в экспрессии
генов десатураз.
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Рис. 13. Модельная схема активации сенсорной гистидин)киназы Hik33 при
снижении температуры и уменьшении текучести мембран.

А. Домены Hik33: ТМ1 и ТМ1 — трансмембранные домены, LZ — лейци)
новый зиппер, PAS — домен включает характерные последовательности Per,
Arnt, Sim и фитохрома [170]. Цифры показывают аминокислотные остатки по
отношению к первой N)концевой аминокислоте.

Б. Гипотетическая модель, демонстрирующая возможные изменения кон)
формации Hik33 при снижении температуры и уменьшении текучести мембран
(см. текст).

VIII. АСПЕКТЫ ПРАКТИЧЕСКОГО ПРИМЕНЕНИЯ ЗНАНИЙ
МОЛЕКУЛЯРНОЙ БИОЛОГИИ ЛИПИДНОГО ОБМЕНА

Исследования механизмов десатурации ЖК, структуры и прин)
ципов функционирования десатураз и других ферментов липидного
обмена позволяют применить их результаты на практике. Гипотеза,
объясняющая механизмы устойчивости растений к низким темпера)
турам, предполагает, что растения, способные синтезировать повы)
шенные количества ПНЖК, оказываются более устойчивыми к
холодовому стрессу и заморозкам. Применение этой идеологии на
практике привело к созданию новых трансгенных линий, как модель)
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ных, с использованием фотосинтезирующих клеток цианобактерий
[38, 68, 149, 184], так и пригодных для сельскохозяйственного исполь)
зования [42]. Генетическая модификация растений с использованием
генов ацил)трансфераз также привела к получению линий, более
устойчивых к низким температурам [103].

Напротив, снижение доли ПНЖК, обеспечивающее уменьшение
молекулярной подвижности липидного бислоя, должно приводить к
повышенной устойчивости клеток растений к высоким температурам.
Это предположение подтвердилось получением трансгенных растений
табака, в котором снижена экспрессия хлоропластной ω3)десатуразы
и, следовательно, блокировано образование триеновых ЖК [104].
Полученные растения оказались более устойчивыми к высоким
температурам, чем представители дикого типа.

Данные о кристаллической структуре растворимой ацил)АПБ)
десатуразы позволили осуществить работу по измению как специ)
фичности этого фермента, так и по модификации его функций
(изменение десатуразной активности на гидроксилазную) [8, 13, 16,
78, 145]. Эти эксперименты, а также результаты клонирования генов
десатураз различной специфичности к длине ацильной цепи и позиции
десатурации, являются предвестниками широкого применения дан)
ного подхода в биотехнологии растений для получения и модификации
линий – продуцентов ЖК с заданными параметрами.

Еще одним направлением исследований в области липидного
обмена является изучение структуры и специфичности растительных
тиоэстераз и элонгаз жирных кислот, определяющих длину цепи ЖК
при синтезе. Так, из различных видов растений клонированы гены
тиоэстераз, отвечающие за терминацию удлинения ацильной цепи и
обеспечивающие преимущественный синтез С

8)10
 [23], С

12
 [21], С

14
 [22],

С
16)18

 [63, 177] ЖК. Кроме того, клонирование генов кето)ацилтранс)
фераз (элонгаз) ЖК позволило удлинять цепи ЖК до 20, 22 и 24
углеродных атомов [76, 97–99]. Генетическая модификация различных
видов растений с использованием этих генов позволила получить
линии, накапливающие масла, которые содержат насыщенные
триглицериды с определенной длиной ЖК [75, 108, 181, 182, 189]. Эти
исследования позволяют получать в промышленных масштабах нату)
ральные растительные липиды, содержащие каприловую (С

8:0
) кис)

лоту, используемую в добавках к спортивному питанию, лауриловую
кислоту (С

12:0
), применяемую в производстве детергентов, пальми)

тиновую (С
16:0

) и стеариновую (С
18:0

) кислоты для производства мар)
гарина, олеиновую (С

18:1
), линолевую (С

18:2
) и линоленовую (С

18:3
) кис)

лоты для производства пищевого растительного масла, эруковую
кислоту (С

22:1
) для производства полиэтилена, и ранее с трудом полу)
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чаемые миристиновую (С
14:0

) и нервоновую (С
24:1

) кислоты для нужд
фармацевтики [75, 108, 182].

IX. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

1. Десатуразы ЖК являются высокоспецифичными ферментами,
обеспечивающими формирование оптимального физического состоя)
ния биологических мембран, как в нормальных условиях, так и в усло)
виях температурного стресса.

2. Специфическое узнавание десатуразами длины углеродной
цепи ЖК и положения десатурации определяется геометрией кислоро)
досвязывающего активного центра фермента.

3. Десатуразы ЖК эволюционно близки ферментам гидрокси)
лирования, ацетиленирования и эпоксидации, имеющим аналогичные
десатуразам активные центры. Единичные аминокислотные замены
способны конвертировать десатуразную активность в гидрокси)
лазную и наоборот.

4. При низкотемпературном стрессе накопление ненасыщенных
ЖК в мембранных липидах и компенсация снижения текучести
мембран происходит за счет индукции генов десатураз ЖК и de novo
образования ненасыщенных липидов.

5. Индукция генов десатураз ЖК зависит от физического состоя)
ния мембран: чем ниже содержание ненасыщенных ЖК в мембранных
липидах и текучесть мембран, тем быстрее активируются гены деса)
тураз. Существует обратная связь между текучестью мембраны и экс)
прессией генов, отвечающих за поддержание оптимальных физи)
ческих свойств мембран.

6. Сигналом изменения температуры окружающей среды, по)ви)
димому, являются физические изменения подвижности мембранных
липидов (текучесть), которые воспринимаются мембраносвязанной
сенсорной гистидин)киназой Hik33, и сигнал передается далее к про)
моторам генов десатураз через каскад фосфорилирования)дефос)
форилирования с участием растворимой гистидин)киназы Hik19 и
регулятора ответа Rer1.

7. Наиболее интересными вопросами в изучении регуляции
экспрессии генов десатураз, восприятии сигнала об изменении
температуры и молекулярных механизмов температурной адаптации
являются следующие:

— Универсальна ли природа температурных сенсоров в различных
группах организмов?

— Каким образом меняется структура сенсорных белков при
изменении физических свойств мембран?
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