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дважды депротонированной формы с ионами цинка. Сравнение концен-
трационных диапазонов по ацетату цинка, которые требуются для   ком-
плексообразования свободного основания и дважды  депротонированной  
формы, показывает, что  для образования  ZnTPPBr4 по ионному меха-
низму требуется  в четыре раза  меньшая  концентрация ацетата цинка, 
чем при получении аналогичного комплекса по молекулярному меха-
низму при той же концентрации порфиринового лиганда.  
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Пластиды являются эволюционными потомками цианобактерий и 
сохранили многие цианобактериальные белки. Протеин-киназы являются 
важнейшими компонентами регуляторных систем. Цианобактерии и рас-
тения имеют две различные группы протеин-киназ: гистидин-киназы и 
серин/треониновые киназы. У цианобактерий гистидин-киназы являются 
основной группой протеин-киназ, тогда как высшие растения, напротив, 
обладают большим семейством серин/треониновых киназ и гораздо 
меньшей группой гистидин-киназ.  

Растения приобрели большое количество генов от цианобактериаль-
ного эндосимбионта [1], и, по-видимому, все гистидин-киназы растений 
были получены от цианобактерий. [2, 3]. Однако все эти хорошо извест-
ные гистидин-киназы функционируют вне современных пластид. Кроме 
того, некоторые белки растений, ведущие свое происхождение от гисти-
дин-киназ, утратили свой фосфоакцепторный мотив и функционируют 
как киназы другого типа [3-5]. Поэтому неясно сохранили ли пластиды 
растений какие-либо цианобактериальные регуляторные системы 
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His/Asp типа или все они были замещены эукариотическими Ser/Thr сиг-
нальными системами? 

Для ответа на этот вопрос были получены антитела к участку гисти-
дин-киназ, который очень консервативен у всех гистидин-киназ растений 
и у некоторых цианобактерий. Полученная антисыворотка была названа 
Н1. В хлоропластах кукурузы антисыворотка Н1 визуализирует два ма-
жорных полипептида с молекулярными массами около 26 и 28 кДа и тре-
тью минорную полосу с молекулярной массой около 27,5 кДа. Во фрак-
циях, содержащих белки стромы и энвелопа и белки, удаленные с тила-
коидных мембран раствором высокой ионной силы, не наблюдалось ви-
зуализации полипептидов. Однако все три эти полосы выявлялись во 
фракции отмытых тилакоидных мембран.  

Далее тилакоидные мембраны солюбилизировали Тритоном Х-100 и 
фракционировали посредством последовательного центрифугирования 
при 35000 g и 70000 g. Одна из полученных фракций была обогащена 
ФС1, а значит обогащена стромальными участками тилакоидных мем-
бран. Вторая фракция была обеднена ФС1 и обогащена ФС2 и, следова-
тельно была обогащена гранальными участками тилакоидов. Антисыво-
ротка H1 четко выявляла все три полосы во фракции, обогащенной ФС1, 
а во фракции, обогащенной ФС2, была едва заметная полоса, соответ-
ствующая мажорному полипептиду 28 кДа. Поэтому можно заключить, 
что белки, выявляемые данными антителами, преимущественно локали-
зованы в не стыкованных участках тилакоидных мембран и могут быть 
экспонированы в строму. 

Было проведено фосфорилирование in organello с последующим ве-
стерн-анализом всех хлоропластных белков. Известно, что фосфо-
гистидин стабилен в щелочной и лабилен как в кислой среде, так и при 
повышенной температуре; фосфо-серин и –треонин же, наоборот, ста-
бильны как в кислой среде, так и при повышенной температуре, но ла-
бильны в щелочных растворах (во всех этих условиях фосфо-аспартат 
лабилен, а фосфо-тирозин стабилен) [6]. Поэтому после фосфорилирова-
ния in organello и вестерн-анализа визуализированные полосы вырезали 
из мембраны PVDF и инкубировали 16 ч в нейтральном, щелочном или 
кислом растворе при комнатной температуре или в нейтральном раство-
ре при  45˚C. Затем полоски мембран удаляли и измеряли радиоактив-
ность каждого раствора в сцинтилляционном счетчике. Полученные дан-
ные свидетельствуют о том, что в зоне полос, выявляемых антителами, 
имеются фосфорилированные Ser/Thr, His и даже Tyr. Радиоактивность, 
удаленная кислотой и повышенной температурой, меньше чем в щелоч-
ных условиях, но больше, чем в контрольном нейтральном растворе. По-
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видимому, белки, выявляемые антисывороткой Н1, фосфорилируются по 
His и могут функционировать как гистидин-киназы. 

В дальнейшем, были проанализированы хлоропласты нескольких 
одно- и двудольных растений. В тилакоидных мембранах всех исследо-
ванных растений антисыворотка Н1 визуализировала две полосы с моле-
кулярной массой от 26 до 28 кДа. У всех изученных растений во фракци-
ях белков стромы и энвелопа, и среди белков, слабо связанных с тила-
кодными мембранами, не было выявлено ни одной явной полосы. 

Был проведен биоинформационный поиск генов, которые могли бы 
кодировать белки, детектируемые антисывороткой Н1. Такие гены долж-
ны кодировать полипептиды не более 350-400 ак. Однако у цветковых 
растений (A. thaliana, O. sativa, Z. mays) известные гены гистидин-киназ 
кодируют гораздо большие полипептиды. Поиск в базах данных показал, 
что для некоторых из этих генов характерны не только полноразмерные, 
но и сильно укороченные транскрипты, кодирующие полипептиды из 
359 или 321 ак. После удаления транзитного пептида такой белок может 
иметь молекулярную массу около 25-28 кДа. 

Таким образом, показано, что в хлоропластах цветковых растений, 
по-видимому, сохранилось небольшое количество гистидин-киназ, кото-
рые находятся в не стыкованных участках тилакоидных мембран и могут 
передавать сигнал к транскрипционному комплексу, находящемуся в 
строме. 

Исследование было поддержано грантами РФФИ (10-04-90052) и 
БРФФИ (Б10Р-171).  
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Низкоинтенсивное лазерное излучение (НИЛИ) нашло широкое 
применение в различных областях современной медицины. Однако под-
бор доз и выбор вида излучения осуществляется в основном эмпириче-
ским путём, и результаты лазерной терапии не всегда оказывают поло-
жительный эффект. Важную роль в этом процессе играют акцепторы ла-
зерного излучения в клетках и тканях. При этом фотоакцепторами могут 
являться, например, эндогенные и экзогенные порфирины и другие со-
единения [1]. Количество эндогенных порфиринов (ЭП) возрастает при 
целом ряде патологических состояний, в том числе и при эндотоксиче-
ском шоке [2]. Выявление роли ЭП может позволить добиться большего 
эффекта при профилактике и лечении многих патологических состояний. 

Одним из таких применений может быть профилактика или часть в 
терапии эндотоксического шока - сложного патологическго состояния, 
оказывающего значительное влияние на физиологические процессы в 
организме [3, 4]. 

Целью работы было исследование роли ЭП в действии лазерного 
излучения в норме и при экспериментальном эндотоксическом шоке. В 
работе использовали модель эндотоксического шока, получаемого ин-
траперитонеальным введением липополисахарида. Использовали лазер-
ное излучение длиной волны 632нм (доза облучения 1,5 Дж/см2). 


