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Окислительный метаболизм полиненасыщенных жирных кислот (ПНЖК) дает начало обширной и 

разнообразной группе биологически активных соединений – оксилипинов. Они широко представлены 
в различных таксономических группах, включая животные, грибы, растения, бактерии, водоросли 
и др. [1, 2]. Среди оксилипинов млекопитающих наиболее изученной группой являются эйкозаноиды, 
играющие роль медиаторов воспалительных и инфекционных процессов [3]. Исследования 
оксилипинов растений в значительной степени сосредоточены на жасмонатах и их роли в регуляции 
процессов роста и развития, а также защиты при биотическом и абиотическом стрессе [4, 5]. 
Оксилипины других таксонов менее изучены по сравнению с таковыми растений и млекопитающих. 
Показано, что у грибов они могут выступать сигнальными молекулами при взаимодействии патоген / 
хозяин [6], координировать процессы развития, размножения и синтеза вторичных метаболитов [7]. 
Оксилипины водорослей могут обладать схожими функциями, участвуя в защитных механизмах в 
качестве сигнальных медиаторов [8] либо воздействуют напрямую на патогенные организмы [9]. 

Структурное разнообразие оксилипинов, наряду с не ферментативными преобразованиями, 
обусловлено координированным действием различных ферментов включающих липазы, 
липоксигеназы, циклооксигеназы, α-диоксигеназы, а также цитохромы Р450, пероксигеназы, 
редуктазы и др. [10]. Наши работы в значительной степени были сосредоточены на изучении 
растительных цитохромов Р450 семейства CYP74 (алленоксидсинтазах (АОС), гидропероксидлиазах 
(ГПЛ), дивинилэфирсинтазах (ДЭС), эпоксиалкогольсинтазах (ЭАС)) и синтезируемых при их участии 
оксилипинах. Нами были описаны первые 13-специфичные ДЭС [11, 12], обнаружены первые 
растительные ЭАС [13,14] и необычные дуалистичные ферменты [15], получены мутантные формы 
ферментов CYP74 с полной или частичной конверсией катализа [15, 16]. Ферменты CYP74 
специализируются на метаболизме гидроперекисей ПНЖК и, в отличие от классических цитохромов 
P450, не требуют молекулярного кислорода или НАД(Ф)Н-зависимых редуктаз для протекания 
реакции, поскольку они используют гидроперекись в качестве субстрата и источника кислорода [17]. 
Интересно, что сходные по своей структуре оксилипины, продуцируемые при участии ферментов 
CYP74, были обнаружены у представителей беспозвоночных типа стрекающих и ряда патогенных 
грибов. Однако за их биосинтез отвечают не ферменты CYP74, а каталазы [18, 19], которые в основном 
известны своим участием в метаболизме перекиси водорода. Таким образом, объектом данного 
исследования были ферменты CYP74 растений (Asparagus officinalis, Solanum tuberosum, Physcomitrella 
patens), а также каталаза-подобные белки кораллов (Dendronephthya gigantea) и грибов (Fusarium 
proliferatum). 

Для наработки соответствующих рекомбинантных белков открытые рамки считывания целевых 
генов были клонированы в вектор рЕТ-23а (+) (Novagen, USA). Правильность сборки и отсутствие 
сдвигов рамки считывания полученных генетических конструкций проверяли с помощью ДНК-
анализатора ga3130 (Applied Biosystems, США). Для отработки процедуры получения рекомбинантных 
белков и последующей их очистки, полученные генетические конструкции трансформировали в 
экспрессирующий штамм E. coli BL21(DE3)pLysS, обеспечивающий высокий выход белка при 
контролируемом уровне экспрессии, что осуществляется за счет делеции в гене lacY1, приводящей к 
ограничению активного транспорта лактозы (и, как следствие, изо-пропил-β-
D-1-тиогалактопиранозида (ИПТГ) – аналога лактозы) в клетки с помощью lac-пермеазы. Таким 
образом, в ходе роста клеток в присутствии ИПТГ, обеспечивается его равномерное распределение и, 
следовательно, концентрационнозависимый уровень индукции экспрессии целевого гена и синтез 
целевого белка. При этом наличие дополнительной плазмиды pLysS содержащей ген, кодирующий T7 
лизоцим, позволяет подавить возможность базальной экспрессии T7 РНК-полимеразы до внесения 
ИПТГ. Гетерологическую экспрессию проводили в смешенной среде содержащей равные части среды 
LB (1 % пептона, 0.5 % дрожжевого экстракта, 1 % NaCl) и M9 (0.6 % Na2HPO4, 0.3 % KH2PO4, 0.05 % 
NaCl, 0.1 % NH4Cl). Наличие целевого белка, а также его количество оценивали по результатам 
электрофоретического разделения белков в полиакриламидном геле. Поскольку для наработки 
целевых белков использовался вектор рЕТ-23а (+), то рекомбинантные белки имели на C-концах 
His-метки, позволяющие проводить очистку методом металл-аффинной хроматографии. 
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Рекомбинантные ферменты эффективно 
утилизировали 9- и 13-гидроперекиси линолевой 
и альфа-линоленовой кислот в качестве 
субстратов. Анализ синтезированных продуктов 
реакций проводили методом газовой хромато-
масс-спектрометрии на приборе GCMS-QP2020 
(Shimadzu, Япония). В качестве основных 
продуктов реакции при участии фермента 
CYP74 A. officinalis выступали дивиниловые 
эфиры, что свидетельствует о наличии 
активности ДЭС. Тогда как среди продуктов 
реакции каталазо-подобных ферментов D. 
gigantea и F. proliferatum, были обнаружены 
альфа-кетолы и эпоксиспирты, что 
свидетельствует о наличие у этих ферментов 
активности АОС и ЭАС (Рисунок). 

Синтезированные продукты были аналогичны оксилипинам, синтезируемым при участии 
рекомбинантных ферментов АОС P. patens (PpAOS1) и ГПЛ/ЭАС S.tuberosum (StHPL/EAS). 

Работы по изучению каталазо-подобных ферментов выполнены при финансовой поддержке гранта 
РФФИ 20–04–01069-а. Работы по сравнительной биохимической характеристике ферментов P. patens и S. 

tuberosum проводились при финансовой поддержке гранта МК-903.2020.4. Биоинформационный анализ и 
моделирование праймеров для клонирования проводилось при финансовой поддержке государственного 

задания Федерального исследовательского центра "Казанский научный центр Российской академии наук". 
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Рисунок. Схематическое изображение реакций, 
катализируемых целевыми ферментами A. 
officinalis, D. gigantean, F. proliferatum, а также 
StHPL/EAS и PpAOS1. 


