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NO-СИНТАЗНАЯ АКТИВНОСТЬ В ФОТОМОРФОГЕНЕЗЕ Neurospora сrassa
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Изучение превращения 3H-L-аргинина в 3H-L-цитруллин в клетках Neurospora crassa позволило вы-
явить активность NO-синтазы. По чувствительности к ионам кальция, действию специфических
ингибиторов фермента, вестерн-блот анализу NO-синтаза сходна с индуцибельной формой фер-
мента млекопитающих. По данным Вестерн-блоттинга молекулярная масса фермента составляла
около 130 кДа. Светозависимые изменения удельной активности NO-синтазы в фотокаротиногене-
зе и фотоконидиогенезе N. сrassa не обнаружены.
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Оксид азота – короткоживущая молекула, обла-
дающая высокой реакционной способностью.
Функции NO разнообразны, от высокотоксичного
агента до сигнальной молекулы, участвующей в ре-
гуляции разнообразных метаболических путей.

Важно, что онтогенез и биосинтетическая
продуктивность мицелиальных грибов зависят
от химической природы источников азота и ме-
таболических путей их ассимиляции. В литера-
туре представлены данные об участии оксида
азота в физиологических и биохимических про-
цессах у грибов. Целый ряд работ посвящен
влиянию NO на процессы роста и дифференци-
ровки грибов, принадлежащих к различным так-
сономическим группам, – Colletotrichum coccodes [1],
Aspergillus niger, Monilinia fructicola, Penicillium itali-
cum [2], Botrytis cinerea [3], Penicillium expansum [4],
Phycomyces blakesleeanus [5], Flammulina velutipes [6],
Coniothyrium minitans [7, 8] и Aspergillus nidulans [9].

Известно, что синтез NO осуществляется NO-
синтазой (КФ 1.14.13.39), катализирующей пре-
вращение L-аргинина и кислорода в L-цитрул-
лин и NO. Процесс описан для различных предста-
вителей высших и низших организмов. Наиболее
хорошо изучен фермент млекопитающих, пред-
ставленный 3 формами: нейрональной (nNOS), ин-
дуцибельной (iNOS) и эндотелиальной (eNOS), ко-
дируемыми разными генами [10]. Он представляет

собой гомодимер, содержащий N-концевой ката-
литический или оксигеназный домен (NOSox),
С-концевой редуктазный домен (NOSred) и регу-
ляторный кальмодулинсвязывающий участок,
соединяющий NOSox и NOSred в единый ком-
плекс. У млекопитающих NO-синтаза регулирует
кровяное давление, сокращение мышц, а также
работу иммунной и нервной систем. NO-синтазы
бактерий отличаются от одноименного фермента
млекопитающих отсутствием редуктазного доме-
на [11]. Единственное исключение из этого прави-
ла – NO-синтаза миксобактерии Sorangium cellulo-
sum. Помимо отличия в структуре, NO-синтазы
бактерий различаются и функциями – участву-
ют в нитровании индольного кольца триптофана
и восстановлении повреждений, вызванных
УФ-радиацией, в адаптации бактерий к окисли-
тельному стрессу, синтезе cGMP и устойчивости
бактерий к антибиотикам. У высших растений
образование NO происходит 2 путями: нитратре-
дуктазным и L-аргинин-зависимым, причем дан-
ные о существовании второго пути являются про-
тиворечивыми [12, 13]. Вместе с тем, в 2016 г. Чанг
с соавт. [14] разработали метод с применением но-
вого флуоресцентного аналога аргинина, позволя-
ющий напрямую идентифицировать NO-синтазу у
высших растений, и успешно применили его для
листьев табака. Этот метод можно сочетать с тести-

УДК 577.21



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 56  № 4  2020

NO-СИНТАЗНАЯ АКТИВНОСТЬ В ФОТОМОРФОГЕНЕЗЕ 359

рованием ингибиторов энзима млекопитающих и
иммуноцитохимическим анализом.

Пути синтеза и распада оксида азота, позволя-
ющие поддерживать определенный баланс NO в
клетках грибов, изучены мало [15]. Одним из ос-
новных препятствий является отсутствие в гено-
ме большинства грибных организмов типичных
полноценных генов, кодирующих NO-синтазы
млекопитающих. Несмотря на это, активность
фермента, определяемая изотопным методом, по
превращению 3H- или 14C-L-аргинина в 3H- или
14C-L-цитруллин, обнаружена в таких грибах как
Neurospora crassa [16], F. velutipes [6], Saccharomyces
cerevisiae [17], Blastocladiella emersonii [18] и C. mini-
tans [8]. Кроме того, у ряда грибов выявлены ста-
дии развития, чувствительные к действию соеди-
нений, влияющих на активность NO-синтазы.
Для зигомицета P. blakesleeanus это светостимули-
руемое образование макроспорангиофоров [5],
для базидиомицета F. velutipes – образование пло-
довых тел [6], для хитридиомицета B. emersonii –
образование зооспор [18], для митоспорового гри-
ба C. minitans – пикнидий [8].

При исследовании роли оксида азота в метабо-
лизме аскомицета N. crassa сложилась противоре-
чивая ситуация. Применив донор NO, нитропрус-
сид натрия, а также специфические ингибиторы
NO-синтазы, Ниннеманн и Майер [16] предполо-
жили, что NO ингибирует у N. crassa светостиму-
лируемое образование вегетативных спор, кони-
дий. Наряду с этим, в мицелии гриба изотопным
методом они обнаружили NO-синтазную актив-
ность. Вместе с тем, как и у большинства грибов, в
геноме N. crassa не удалось найти полноценный
ген NО-синтазы животного типа. Ранее был про-
анализирован выход нитрат- и нитрит-ионов и их
внутриклеточное содержание в качестве методи-
ческого подхода к исследованию метаболизма и
функций NO у N. crassa [19, 20]. Для этого гриба
детально охарактеризован ряд генов, связанных с
метаболизмом азота [21]. Структурный ген nit-6
кодирует нитритредуктазу (НиР). Глобальный ре-
гуляторный ген nit-2 кодирует ядерный белок,
влияющий на экспрессию более 100 генов азотно-
го метаболизма, при его повреждении в клетках
гриба полностью отсутствует активность НиР и
нитратредутазы (НР). Использование nit-мутан-
тов позволило измерить выход ионов нитрата и
нитрита из клетки, избежав их вторичной асси-
миляции. Изучение N. crassa вызывает также осо-
бый интерес в связи со светозависимой регуляци-
ей процессов развития и дифференцировки этого
гриба [22]. Установлено, что динамика выхода
нитрита в ходе фотоиндуцированного каротино-
генеза [19] и фотостимулируемого конидиогене-
за [20] nit-6 мутанта N. crassa свидетельствует о
возможном участии NO-генерирующего меха-
низма в трансдукции фотосигнала гриба.

Цель работы – определение NO-синтазной ак-
тивности в клетках дикого типа wt-987 и мутантов
nit-2 и nit-6 N. crassa и ее динамики при светозави-
симой стимуляции каротиногенеза и конидиоге-
неза.

МЕТОДИКА
Штаммы N. crassa, среды, культивирование.

Штамм дикого типа wt 987(74-0R23-1A) и мутанты
nit-2 (33 A) и nit-6 (3463 A) аскомицета N. crassa
были получены из Центра по хранению генетиче-
ского материала грибов (Fungal Genetic Stock
Center – FGSC, США). Оба мутанта дефектны по
НиР, а nit-2 штамм лишен также и НР.

Состав сред, получение инокулята и условия
культивирования дикого типа и nit-мутантов бы-
ли описаны ранее [20, 22]. Мицелий выращивали
на агаризованной среде Фогеля с 2%-ной сахаро-
зой в качестве источника углерода, но с другим
источником азота [22]. В опытах по конидиогене-
зу вместо 25 мM NH4NO3 использовали 50 мM
NH4Cl или 50 мМ NH4NO3, или 50 мМ NaNO3.

Регуляция светом каротиногенеза и конидиоге-
неза. Фотоиндукцию каротиногенеза и фотости-
муляцию конидиогенеза проводили согласно
предыдущим работам [19, 20].

Получение экстрактов мицелия. После 24 ч вы-
ращивания в темноте при 28°C мицелий собира-
ли с поверхности целлофана при красном свете,
промывали дистиллированной водой, фильтро-
вали через 3 слоя марли, высушивали с помощью
фильтровальной бумаги и растирали с жидким
азотом в течение 15 мин. Экстракцию осуществля-
ли при слабом перемешивании в течение 30 мин
тремя объемами 50 мM Трис-HCl буфера, pH 8.0,
содержащего 0.5 мM ЭДTA, 1 мM дитиотреито-
ла, 5 мкг/мл леупептина, 5 мкг/мл апротинина,
5 мкг/мл пепстатина и 1 мМ фенилметилсульфо-
нилфторида (PMSF). После центрифугирования
при 20000 g в течение 30 мин при 4°С полученные
супернатанты диализовали в течение ночи против
того же буфера, содержащего в качестве ингиби-
тора протеаз только 1 мМ PMSF. Аликвоты диа-
лизатов хранили при –70°C.

Определение активности NO-синтазы. Актив-
ность NO-синтазы оценивали по превращению
3H-L-аргинина в 3H-L-цитруллин. В серии пред-
варительных экспериментов были определены
оптимальные условия для ферментативной реак-
ции. Реакционная смесь общим объемом 50 мкл
содержала (мкМ): НАДФН – 1.0, ФАД – 5.0,
ФМН – 5.0, тетрагидробиоптерин − 50, валин −
50 мМ, цитруллин – 1.0 мМ, аргинин − 10 мкМ и
3H-аргинин − 0.5 мкл (“Amersham Biosciences”,
США) с активностью 1 мккюри/мл, растворенного
в 50 мМ Трис-HCl буфере, рН 8.0. Ферментатив-
ную реакцию начинали добавлением 20 мкл диа-
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лизата белков N. crassa и проводили в течение
20 мин при 37°C. Реакцию останавливали добав-
лением 300 мкл суспензии ионообменника Dowex
50 Wx8 (400 меш, Na+ форма; “Sigma-Aldrich”,
США) в 50 мМ HEPES буфере, pH 7.5. Положи-
тельно заряженный L-аргинин связывался с ко-
лонкой Dowex, а незаряженный продукт, 3H-цит-
руллин, оставался в растворе. Радиоактивность
полученных проб определяли на жидкостном
сцинтилляционном счетчике Wallac 1420 (“Per-
kin Elmer”, США). Для исключения неспецифи-
чеcкого действия на ферментативную активность
различных соединений, содержащихся в мицели-
альном диализате, добавляли ингибитор индуци-
бельной NO-синтазы животных L-N6-(1-имино-
этил)-лизин (L-NIL). Для снижения влияния фо-
новой радиоактивности данные для реакционной
смеси, содержащей воду, вычитали из данных для
той же смеси с 0.1 мМ L-NIL вместо воды. Кон-
центрацию белка измеряли по методу Бредфорд,
используя БСА в качестве стандарта.

Удельную активность NO-синтазы выражали в
пмоль цитруллина образовавшегося в мин на мг
белка.

Вестерн-блоттинг. Диализаты N. crassa смеши-
вали с равным объемом 125 мМ Трис-HCl буфера,
pH 6.8, содержащего 4% ДДС, 10% глицерина,
0.006% бромфенолового синего, 1.8% ß-меркапто-
этанола, прогревали при 100°C в течение 10 мин,
пробы центрифугировали при 10000 g в течение
5 мин. После измерения концентрации белка в
супернатанте его равные количества фракциони-
ровали методом электрофореза в 8%-ном ПААГ с
Na-ДДС при 100 В в течение 90 мин. Затем белки
переносили на мембрану из поливинилиденфто-
рида с размером пор 0.2 мкМ (“Bio-Rad Laborato-
ries”, США) при 150 мА в течение 180 мин. Предва-
рительно окрашенные высокомолекулярные бел-
ковые стандарты (“Bio-Rad Laboratories”, США)
использовали в качестве маркеров для контроля
переноса белков. Блокировку сайтов неспецифи-
ческого связывания 20 мМ Трис-HCl буфером,
рН 7.5, содержащим 150 мM NaCl, 0.1% Tвин-20
(TBST) и 5% сухое молоко проводили в течение но-
чи. Затем мембраны промывали в TBST и инкуби-
ровали в течение ночи при 4°C с первичными анти-
телами к мышиной нейрональной NO-синтазе
(разведение 1 : 2000, “Chemicon”, США) или мы-
шиной эндотелиальной NO-синтазе (разведение
1 : 5000, “BD Biosciences”, США) или кроличьей
индуцибельной NO-синтазе (разведение 1 : 5000,
“Chemicon”, США). После трехкратной промыв-
ки мембраны инкубировали со вторичными анти-
телами, конъюгированными с пероксидазой хре-
на, которые визуализировали используя хемилю-
минесцентный субстрат SuperSignal West Pico
(“Thermo Scientific Pierce”, США).

Статистический анализ. Число биологических
параллелей варьировало от 3 до 15, число биохи-
мических параллелей было не ниже 3. Результаты
представлены в виде средних значений ± ошибка
среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Сравнение свойств NO-синтазы N. crassa с инду-

цибельным ферментом млекопитающих. Для опре-
деления активности фермента в диализатах мице-
лиальных клеток гриба был оптимизирован метод
измерения скорости ферментативного окисления
3H-L-аргинина, использовавшийся ранее при ис-
следовании клеток млекопитающих. Оказалось,
что фермент N. crassa чувствителен к специфиче-
ским ингибиторам ферментов животного проис-
хождения. Исследование проводили на диализатах
супернатантов экстрактов мицелия и для исклю-
чения неспецифического действия различных
примесей, а также эндогенного L-аргинина ре-
зультаты измерения NO-синтазной активности
представляли в виде разности активностей в про-
бах, содержащих и не содержащих ингибитор фер-
мента. Ферментативная активность N. crassa была
на порядок более чувствительна к L-NIL, чем к
метиловому эфиру N-нитро-L-аргинина (NAME)
(рис. 1а). Кроме того, аналогично ферменту из
P. blakesleeanus [5], она не активировалась в при-
сутствии ионов кальция (рис. 1б). Известно, что
iNOS млекопитающих является Са-независимой,
так как она тесно связывается с кальмодулином
вне зависимости от концентрации внутриклеточ-
ного кальция [23]. На основании результатов по
действию специфических ингибиторов и ионов
кальция на активность фермента было сделано
предположение о сходстве NO-синтазы N. crassa с
индуцибельной формой фермента животных.

Действительно, с помощью Вестерн-блоттин-
га (рис. 2) выявлено наличие у всех изучаемых
штаммов N. crassa белка, с которым специфиче-
ски связываются поликлональные антитела про-
тив iNOS изоформы фермента млекопитающих,
но не взаимодействуют антитела против eNOS и
nNOS изоформ фермента. Для прореагировав-
ших антител иммуногеном служил С-концевой
пептид, содержащий 14 аминокислот iNOS, полу-
ченный из макрофагов мыши. При сравнении с
положением белковых метчиков было выявлено,
что молекулярная масса обнаруженной формы
фермента N. crassa близка к таковой для iNOS жи-
вотных [24] и равна 130 кДа.

Данные о существовании различных форм
NO-синтазы грибов, аналогичных формам, обна-
руженным для фермента животных, немногочис-
ленны. Канадиа с соавт. [25], используя моно-
клональные антитела против nNOS, выявили
конститутивную форму NO-синтазы у дрожжей
S. cerevisiae. В более поздней работе у этого же
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микроорганизма в экспоненциальной фазе роста
выявлена экспрессия эндотелиальной, нейрональ-
ной и индуцибельной изоформ фермента [26]. По-
казано, что индукция различных изоформ NO-
синтазы у этого гриба зависит от метаболического
состояния клеток и ответа на стресс.

Таким образом, на основании комплекса полу-
ченных данных о чувствительности фермента к
специфическому ингибитору iNOS и ионам каль-
ция и его взаимодействии с поликлональными ан-
тителами против iNOS можно предположить су-
ществование в поверхностном мицелии N. crassa
формы фермента, сходной с индуцибельной изо-
формой млекопитающих.

NO-синтаза в фотоморфогенезе N. crassa. На
рис. 3 представлены результаты изменения удель-
ной активности NO-синтазы в каротиногенезе у
штамма дикого типа N. crassa в зависимости от
времени освещения. Достоверных изменений это-
го параметра не наблюдалось как в освещенных
культурах, так и в темновых контролях. Рост гриба
осуществляли на стандартной среде Фогеля, со-
держащей 4 мМ хлорид аммония в качестве источ-
ника азота. Необходимо отметить, что, в противо-
положность дикому штамму, в этих условиях куль-
тивирования N. crassa NO-синтазная активность в
диализатах nit-мутантов не обнаруживалась.

С результатами опыта, представленными на
рис. 3 согласовывались результаты на рис. 4, соглас-
но которым освещение мицелия гриба в присут-
ствии ингибитора NO-синтазной реакции L-NIL

при концентрации от 0.1 до 1.0 мМ, практически
не сказывалось на фоторегуляции каротиногене-
за в клетках трех штаммов N. crassa.

В табл. 1 приведены результаты определения
удельной активности NO-синтазы в фоторегули-
руемом конидиогенезе N. crassa, осуществляемом
в сухой поверхностной культуре на средах с разны-
ми источниками азота. Ранее было показано [22],
что в этих условиях совместное действие света и
дегидратации в большинстве вариантов азотного
статуса вызывало синергическое увеличение вы-
хода конидий, поэтому для исследования были
взяты варианты (штамм + источник азота в сре-
де), в которых наблюдался эффект фотостимуля-
ции конидиогенеза или же он отсутствовал. Было
установлено, что при культивировании на среде с
50 мМ NH4Сl активность фермента не была обна-

Рис. 1. Действие различных ингибиторов (а) и ионов кальция (б) на активность (пмоль цитруллина/мин · мг белка)
NO синтазы N. crassa). а − 1 – 0.01 мМ L-NAME; 2 – 0.1 мМ L-NAME; 3 – 1 мМ L-NAME; 4 – 0.01 мМ L-NIL; 5 –
0.1 мМ L-NIL; б − 1 – 200 мМ ЭДTA; 2 – 1 мМ ЭГТА; 3 – 0.01 мМ Са2+; 4 – 0.1 мМ Са2+. Способ подсчета удельной
активности фермента описан в тексте статьи.
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Рис. 2. Результаты Вестерн-блоттинга различных
штаммов N. crassa с использованием антител к нейро-
нальной (1), эндотелиальной (2) и индуцибельной (3)
изоформам NO-синтазы млекопитающих; 1 – nit-1
мутант; 2 – nit-6 мутант и 3 – wt-987 штамм N. crassa.
Цифры обозначают молекулярные массы белков-
метчиков (кДа).
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ружена как в вариантах, для которых отмечена
фотостимуляция конидиогенеза, так и без нее.
При выращивании дикого типа на среде с 50 мМ
NaNO3 фермент был активен, но величина удель-
ной активности NO-синтазы оказалась одинако-
вой и в темновом контроле, и в мицелии, под-
вергнутом освещению. Сравнимая удельная ак-
тивность фермента обнаружена у гриба-паразита
C. minitans [8]. Примечательно, что она достигает
максимального уровня 20 пмоль/мин · мг белка
именно при конидиогенезе.

При увеличении концентрации хлорида ам-
мония в среде культивирования дикого штамма
N. crassa от 4 до 50 мМ активность NO-синтазы

исчезала. Вместе с тем активность фермента выяв-
лялась при выращивании гриба на среде с 50 мМ
NaNO3. Это позволило предположить наличие

ингибирующего действия ионов  и активиру-
ющего  на NO-синтазу N. crassa, подобного
обнаруженному для НР [27].

Вестерн-блоттинг диализатов различных штам-
мов N. crassa, полученных для разных вариантов
конидиогенеза аскомицета, с антителами к iNOS
представлен на рис. 5а. Использовали разные ва-
рианты (штамм + источник азота в среде), в кото-

+
4NH

−
3NO

Рис. 3. Активность NO-синтазы в каротиногенезе
wt-987 штамма N. crassa (культивирование на среде с
4 мМ NH4Cl в качестве источника азота). Темные
столбики – темновые контроли, светлые – освещен-
ные культуры. Способ подсчета удельной активно-
сти фермента описан в тексте статьи.
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Таблица 1. NO-синтазная активность в конидиогенезе N. crassa

Источник азота в среде Штамм

Эффект 
фотостимуляции 

конидиогенеза
(дегидратированная 

культура)

Вариант опыта
Активность

NO-синтазы,
пмоль/мин · мг белка

50 мМ NH4Сl wt-987 Нет Темновой контроль 0

2 ч света 0

nit-2 × 8.1 Темновой контроль 0

2 ч света 0

nit-6 ×12.3 Темновой контроль 0

2 ч света 0

50 мМ NaNO3 wt-987 ×8.1 Темновой контроль 28.5 ± 2.7

2 ч света 28.0 ± 4.3
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рых эффект фотостимуляции конидиогенеза или
был, или отсутствовал. Несмотря на отсутствие
активности фермента в ряде случаев (табл. 1) им-
мунологически NO-синтаза выявлялась во всех
вариантах. Средние показатели денситометрии
экспрессии фермента в различных вариантах ко-
нидиогенеза из 3 Вестерн-блот опытов суммиро-
ваны на диаграмме рис. 5б. Они свидетельствова-
ли скорее о зависимости экспрессии фермента от
состава среды культивирования, чем от влияния
освещения мицелия в разных вариантах кони-
диогенеза N. crassa.

Изменение удельной активности NO-синтазы
под действием света ранее было выявлено у зиго-
мицета P. blakesleeanus [5]. Предполагали, что дан-
ный фермент является частью световой сигналь-
ной цепи, так как образование цитруллина из ар-
гинина увеличивалось под действием света в
наиболее важных фазах развития зигомицета – в
логарифмической фазе роста мицелия и при созре-

вании макроспорангиофоров. Увеличение актив-
ности NO-синтазы в 72 раза перед образованием
плодовых тел происходило в освещенном мицелии
базидиомицета F. velutipes [6], однако оценить вклад
действия света в этот процесс сложно, так как тем-
новые контроли не были поставлены. Основываясь
на действии донора NO и ингибиторов NO-синтазы
на фотоконидиогенез N. сrassa, Ниннеманн и Май-
ер [16] предположили, что свет может быть отри-
цательным регулятором функционирования NO
за счет ингибирующего действия на фермент. Од-
нако, в настоящей работе выявить какие-либо
светозависимые изменения удельной активности
NO-синтазы в светорегулируемых процессах ка-
ротиногенеза и конидиогенеза N. сrassa не уда-
лось. Вместе с тем, учитывая данные о динамике
выхода нитрита из мицелия nit-6 и изменения
внутриклеточного содержания  и  у раз-
ных штаммов при фотоиндукции каротиногенеза и
фотоактивации конидиогенеза [19, 20], можно так-

−
3NO −

2NO

Рис. 5. Вестерн-блоттинг и денситометрический анализ диализатов различных штаммов N. crassa, полученных для
разных вариантов конидиогенеза аскомицета, с поликлональными антителами к iNOS кролика (а) и денситометрия
экспрессии NOS (б). a − 1, 2 – wt-987 + 50 мМ NH4Сl; 3, 4 – nit-2 + 50 мМ NH4Сl; 5, 6 – nit-6 +50 мМ NH4Сl; 7, 8 –
nit-6 + 50 мМ NH4NO3; 9, 10 – wt-987 + 50 мМ NaNO3. 1, 3, 5, 7 – темновые контроли, 2, 4, 6, 8 – после 2-часовой
стимуляции светом. Цифры обозначают молекулярные массы белков-метчиков(кДа).
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же предположить возможность L-аргинин-незави-
симого синтеза NO у N. сrassa. Он может осуществ-
ляться белком (или комплексом белков), обычно
выполняющим другие ферментативные функции.

У высших растений в определенных условиях
продукцию оксида азота катализируют НР [28, 29].
Недавно на примере Aspergillus установлено, что
грибы также способны синтезировать NO при по-
мощи НР [30]. Возможность участия НР и НиР в
регуляции фотоконидиогенеза N. сrassa (wt-987
штамм на среде с вторичным азотом) рассматри-
валась в предыдущей работе [22], однако наличие
данных ферментов не являлось необходимым
элементом процесса, так как и у nit-2, и nit-6 му-
тантов наблюдалась светозависимая стимуляция
образования спор. С использованием мутантов,
дефицитных по НР и НиР было показано, что
эти ферменты также не участвуют в синтезе NO
у Magnaporthe oryzae, аскомицета, вызывающего
гниль риса [31]. Другими вероятными кандида-
тами, ответственными за образование оксида
азота, могут быть ксантиноксидоредуктаза [29],
p450:НАДФН-P450 редуктаза [31] или некоторые
мембраносвязанные ферменты [29, 32]. Гипотеза,
предложенная для высших растений, по которой
NO-синтазоподобная активность, зависимая от
L-Arg, может быть результатом кооперативного
действия нескольких дискретных белков, собран-
ных в сложный комплекс, в результате чего гене-
рируется NO [12], может быть справедлива и для
грибов.

Недавно Пенгкит с соавт. [33] выявили в гено-
ме N. crassa ряд генов, имеющих высокую степень
гомологии с генами NO-синтазы других грибов и
человека. Анализируя их свойства, авторы пред-
положили возможность существования различ-
ных путей синтеза NO (зависимого и независимо-
го от NO-синтазы) у N. crassa.
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NO-Synthase Activity in Photomorphogenesis in Neurospora сrassa
S. Yu. Filippovicha, *, M. V. Onufrievb, D. I. Peregudc, G. P. Bachurinaa, and M. S. Kritskya
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cSerbsky Federal Medical Research Centre of Psychiatry and Narcology of the Ministry of Health of the Russian Federation, 
Moscow, 119034 Russia
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NO synthase activity was detected in Neurospora crassa cells by measuring the conversion of 3H-L-arginine
to 3H-L-citrulline. Some properties of this activity (sensitivity to calcium ions, the action of specific enzyme
inhibitors, Western blot analysis) were similar to those for inducible enzyme form in mammals. According to
Western blotting, the molecular weight of the enzyme was about 130 kDa. No light-dependent changes in the
specific activity of NO synthase were revealed in photocarotinogenesis and photoconidiogenesis of N. сrassa.

Keywords: NO-synthase, conidiation, carotinogenesis, Neurospora crassa



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


