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гомологичных белкам, изученным у модельных организ-
мов. В настоящей работе были использованы неанноти-
рованные транслированные транскриптомы P. minimum 
CCMP1329 и CCMP2233 из базы данных проекта 
«Marine Microbial Eukaryote Transcriptome Sequencing 
Project». В качестве последовательностей запроса ис-
пользовали аминокислотные последовательности пред-
ставителей высших растений, дрожжей и альвеолят 
из базы данных белковых последовательностей National 
Center for Biotechnology Information или геномной базы 
данных Saccharomyces Genome Database. поиск гомо-
логичных последовательностей проводили с помощью 
алгоритма BLASTP. учитывали только те результаты, 
для которых статистический параметр e-value не пре-
вышал 1e-10. Далее отобранные последовательности 
P. minimum использовали в качестве запроса для по-
иска соответствия в неизбыточной базе данных бел-
ковых последовательностей NCBI с использованием 
алгоритма BLASTP. Наличие консервативных доменов 
и мотивов в аминокислотных последовательностях про-
веряли с использованием инструмента CD-Search. В ре-
зультате были отобраны только те последовательности 
P. minimum, которые прошли все этапы проверки.

проведенный анализ транскриптомов P. minimum 
выявил аминокислотные последовательности, пред-
ставляющие собой гомологи белка HAP2, который экс-
прессируется в гаметах и участвует в слиянии клеточных 
мембран. также были обнаружены гомологи ряда белков, 
обеспечивающих различные этапы мейоза. Согласно 
полученным данным этот вид динофлагеллят обладает 
структурными белками-элементами когезинового ком-
плекса, компонентами аппарата процессинга двухцепо-
чечных разрывов, белком-переносчиком однонитевых 
концов ДНК между рекомбинирующими молекулами 
и участниками событий, приводящих к кроссинговеру, 
ферментами репарации ошибочно спаренных нуклеоти-
дов, некоторыми регуляторными белками.
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белки-аргонавты эукариот играют ключевую роль 
в процессе РНК-интерференции. В комплексе с неко-
дирующими РНК они регулируют экспрессию генов, 
а также способны подавлять активность мобильных ге-
нетических элементов. В отличие от белков-аргонавтов 

эукариот, о прокариотических белках-аргонавтах извест-
но очень мало.

белки-аргонавты прокариот значительно более раз-
нообразны, чем белки-аргонавты эукариот по строению 
и функциям. так называемые короткие белки-аргонавты 
не содержат N- и PAZ- доменов. PAZ–домен ответстве-
нен за взаимодействие с 3’ концом направляющей ну-
клеиновой кислоты, а N-домен облегчает расплетание 
РНК-дуплекса во время загрузки гида в эукариотические 
аргонавты. также короткие аргонавты каталитически не-
активны, так как не содержат ключевых каталитических 
остатков в PIWI-домене. Исследования геномов прока-
риот показали, что такие белки-аргонавты могут быть 
ассоциированы с белками с предсказанной нуклеазной 
активностью, которая может компенсировать отсутствие 
нуклеазной активности самого аргонавта.

В нашей работе впервые начаты исследования корот-
кого бактериального белка-аргонавта и ассоциирован-
ной с ним нуклеазы из мезофильной азотфиксирующей 
бактерии. Созданы плазмиды для экспрессии белка-ар-
гонавта, ассоциированной с ним нуклеазы и их совмест-
ной экспрессии в E.coli. подобраны условия экспрессии 
и очистки этих белков. В настоящее время проводится 
ряд экспериментов для установления природы ассоци-
ированных с аргонавтом нуклеиновых кислот, а также 
проверки активности комплекса белка-аргонавта и ассо-
циированной с ним нуклеазы in vitro. Эти исследования 
позволят в дальнейшем ответить на вопрос о функциях 
короткого белка-аргонавта и ассоциированной с ним ну-
клеазы в клетке хозяина.
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Neoparamoeba и Paramoeba — морские и эстуарные 
амебы, содержащие внутриклеточный кинетопластид-
ный симбионт, Perkinsela-подобный организм (PLO). 
Некоторые представители рода Neoparamoeba способ-
ны переходить к паразитированию на промысловых 
видах рыб и морских беспозвоночных, в то время как 
амебы рода Paramoeba известны как исключительно 
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свободноживущие организмы. Наличие у простейших 
такого эукариотического нефотосинтезирующего вну-
триклеточного кинетопластидного симбионта как PLO — 
явление уникальное, характерное только для амеб ро-
дов Neoparamoeba и Paramoeba. более того, долгое 
время считалось, что присутствие в клетке PLO — так-
сономический признак, позволяющий отличить не-
опарамеб и парамеб от близкого им рода Korotnevella. 
помимо Neoparamoeba и Paramoeba существует 
два других вида амеб, содержащих PLO — Janickina 
pigmentifera и Janickina chaetognathi, известные как па-
разиты морских беспозвоночных — щетинкочелюстных 
(Сhaetognatha). Из литературы известно, что морфоло-
гия Janickina крайне необычна для других Amoebozoa. 
последнее исследование Janickina было сделано 40 лет 
назад, и тогда же роду был присвоен статус incertae sedis; 
молекулярно-филогенетических данных ни о самой аме-
бе, ни об её симбионте с тех пор не появилось. Janickina 
по-прежнему не изучена на современных светооптиче-
ском и молекулярном уровнях. Наше исследование на-
правлено на изучение, в первую очередь, филогенети-
ческих взаимоотношений Neoparamoeba, Paramoeba, 
Janickina и их симбионтов PLO. Мы представляем новые 
данные к сравнению эволюционных сценариев симбион-
та и хозяина, которые противоречат полученным ранее 
представлениям о коэволюции в данной группе. Нами 
впервые отмечен факт, по-видимому, вторичной утраты 
симбионта у представителей рода Paramoeba. Мы также 
получили первые молекулярно-филогенетические дан-
ные для Janickina pigmentifera и её симбионта, позволя-
ющие сделать вывод о филогенетическом положении 
этого вида в системе Amoebozoa.
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Антибиотикорезистентность является одной из са-
мых опасных угроз для человечества в современной 
международной системе здравоохранения. по некото-
рым оценкам, к 2050 году ежегодно 10 миллионов че-
ловек будут умирать из-за отсутствия эффективного ле-
чения бактериальных инфекций [1]. поскольку бактерии 
вырабатывают устойчивость к антибиотикам быстрее, 

чем новые лекарства выходят на рынок, существует по-
требность в появлении новых подходов к решению этой 
проблемы.

Настоящая работа посвящена изучению возможно-
сти использования ДНК-наномашин на основе дезок-
сирибозимов (Дз) в качестве антимикробных агентов 
направленного действия. Дз представляет собой одно-
цепочечную молекулу ДНК, способную к специфиче-
скому узнаванию и разрезанию РНК молекул. В каче-
стве модельного организма был выбран штамм E. coli 
СС118 со встроенной кассетой устойчивости к стрепто-
мицину (SmR), находящейся на плазмиде pKNG 101. Для 
проведения in vitro экспериментов синтезирован 47–ну-
клеотидный РНК субстрат, соответствующий участку кас-
сеты антибиотикорезистентности. Дз был сконструиро-
ван для узнавания определенного G–U сайта в пределах 
этого участка. Для увеличения каталитической активно-
сти на основе Дз разработана ДНК — наномашина (НМ). 
В ее составе помимо Дз присутствуют дополнительные 
участки связывания с РНК, обуславливающие увеличе-
ние расплетающей способности вторичной структуры 
субстрата.

Дз и соответствующая ему НМ были протестирова-
ны в 15% полиакриламидном гель-электрофорезе. Для 
этого исследуемые ДНК — структуры инкубировались 
на протяжении суток с РНК субстратом с контролем 
временных точек. Максимально достигнутая каталити-
ческая активность составила 56% для НМ по истечении 
24 часов.

Для проверки эффективности ДНК — структур на бак-
териальной культуре клеток разработан дизайн моди-
фицированной НМ, в которой некоторые связи между 
нуклеотидами, за исключением участка каталитического 
ядра, были заменены с фосфодиэфирных на фосфороти-
оатные. такая модификация должна помочь противосто-
ять воздействию рестриктаз [2] внутри клетки.

Дз представляют собой перспективный инструмент 
для борьбы с устойчивостью к антибиотикам среди ре-
зистентных штаммов. На данный момент уже показана 
эффективность Дз в отношении некоторых микроорга-
низмов и вирусов [3]. поскольку Дз по своей природе 
являются нуклеиновыми кислотами, они не обладают 
выраженной токсичностью и могут стать альтернативой 
применению антибиотиков.
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