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ВЛИЯНИЕ НОКАУТА ОСНОВНЫХ ГЕНОВ ТРАНССУЛЬФУРАЦИИ 
НА ПАТТЕРН БЕЛКОВОГО СИНТЕЗА У D. melanogaster
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Ферменты пути транссульфурации и продукции сероводорода – цистатионин-β-синтаза (CBS), ци-
статионин-γ-лиаза (CSE) и 3-меркаптопируват-сульфотрансфераза (3-МST) – играют важную ци-
топротекторную роль в организме. Ранее с помощью технологии CRISPR/Cas9 мы получили линии
Drosophila melanogaster с делециями генов cbs, cse, mst, а также с двойной делецией генов cbs и cse. На-
ми проанализировано влияние этих делеций на паттерн белкового синтеза в слюнных железах ли-
чинок третьего возраста и в яичниках половозрелых мух. В слюнных железах линий с делециями cbs
и cse обнаружено снижение накопления белка FBP2, содержащего 20% остатков метионина. В яич-
никах выявлены изменения в уровне экспрессии и в точках изофокусирования белков, участвую-
щих в защите клеток от окислительного стресса, гипоксии и в деградации белков. Показано, что
степень окисленности белков в линиях мух с делециями ферментов транссульфурации сходна со
степенью окисленности в контрольной линии. Обнаружено снижение общего количества протеа-
сом и их каталитических субъединиц в линиях с делециями генов cbs и cse.
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ВВЕДЕНИЕ
Сероводород (H2S), считавшийся ранее отно-

сительно токсичным газом, исследуется в настоя-
щее время в качестве биологического медиатора,
участвующего во многих физиологических про-
цессах у всех высших организмов.

Сероводород имеет важное значение для
устойчивости клеток к окислительному стрессу и
влияет на продолжительность жизни [1–5]. H2S
является эндогенным модулятором окислитель-
ного стресса, удаляющим активные радикалы
кислорода (ROS) и азота [6], увеличивающим уро-
вень внутриклеточного глутатиона (GSH) [7], по-
вышающим уровень антиоксидантной защиты [6].
Ферменты цистатионин-β-синтаза (CBS), циста-
тионин-γ-лиаза (CSE) и 3-меркаптопируват-
сульфотрансфераза (3-МST) играют центральную
роль в синтезе H2S, превращая гомоцистеин в ци-
стеин после распада метионина [8, 9] в результате
реакции транссульфурации (TSP). Показано, что
подавление экспрессии гена cbs приводит к на-

коплению гомоцистеина и развитию гомоцисти-
нурии – мультисистемного расстройства, затра-
гивающего соединительную и мышечную ткань,
центральную нервную систему и сердечно-сосу-
дистую систему [10]. CBS также необходима для
женской репродуктивной функции [11]. Проти-
воречивые результаты получены при исследова-
нии мышей со сниженной экспрессией гена cse.
Одни авторы показали, что делеция гена cse или
подавление его экспрессии улучшают выживае-
мость мышей при эндотоксическом шоке, сни-
жая уровень воспалительной реакции [12–14].
Согласно другим данным, экспрессия cse играeт
важную роль в функционировании эндотелия и
состоянии сосудов, способствуя ангиогенезу в
ишемизированных участках и увеличивая прони-
цаемость эндотелия [15, 16], а также может инги-
бировать прогрессию нейродегенеративных забо-
леваний [17].

Нами получены линии Drosophila melanogaster с
делецией основных генов серного метаболизма [18].
Анализ транскриптома целых мух с делецией ге-
нов cbs и cse, а также двойных трансформантов
выявил изменения в уровне экспрессии множе-
ства генов, вовлеченных в различные биологиче-
ские процессы. Наиболее существенными были

Сокращения: CBS – цистатионин-β-синтаза, CSE – ци-
статионин-γ-лиаза, 3-МST – меркаптопируват-сульфо-
трансфераза, FBP2 – белок жирового тела 2, TSP – транс-
сульфурация.
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изменения уровня экспрессии генов, участвую-
щих в процессах окислительного восстановления
и репродукции [18].

Модельная система дрозофилы делает воз-
можным изучение влияния делеций генов серно-
го метаболизма на уровне целого организма. Ин-
тересно было понять, какие физиологические па-
раметры подвергаются наибольшим изменениям
при делеции этих генов. Выявлены значимые на-
рушения в функционировании репродуктивной
системы самок. Отмечена задержка в развитии
яичников и в откладке яиц у линий мух с делеци-
ей гена cbs, задержка в развитии на стадиях от от-
кладки яиц до окукливания и сокращение дли-
тельности репродуктивного возраста у линий с
двойной делецией генов cbs и cse [19].

В представленной работе методом двумерного
электрофореза изучены паттерны белков из
слюнных желез личинок третьего возраста, а так-
же из яичников 5-дневных мух D. melanogaster с
делецией генов cbs, cse и mst. В линиях с делецией
генов серного метаболизма выявлены изменения
в уровне экспрессии ряда белков. Исследована
активность и общее количество протеасом в изу-
чаемых линиях мух.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Содержание дрозофил. В работе использовали
лабораторные линии D. melanogaster, полученные
из стокового центра Bloomington Drosophila Stock
Center (линия 58492), а также линии с делецией
генов серного метаболизма, полученные в нашей
лаборатории – линия с делецией гена cbs (CBS–/–),
линия с делецией гена cse (CSE–/–), линии с де-
лециями обоих генов (CBS–/–;CSE–/– (1) и
CBS–/–;CSE–/– (2)), линия с делецией гена mst
(MST–/–). В эксперименте использовали дев-
ственных самок, которых содержали в течение
5 дней в пробирках со стандартным кормом при
температуре +24°C, не более 20 самок в пробирке.

Двумерный электрофорез белков (2D). Для по-
лучения белковых проб для 2D-электрофореза из
личинок третьего возраста извлекали слюнные
железы (или яичники из 5-дневных самок) в фос-
фатно-солевом буфере (PBS). Слюнные железы
метили в течение 1 ч в 200 мкл PBS, добавляя
1 мкл (1.85 MBq) L-35S-метионина (“Amersham
Biosciences Corp.”, США). Одновременно готови-
ли немеченые пробы. Далее железы лизировали в
75 мкл буфера О′Фаррелла с 1% PMSF и 1% кок-
тейля ингибиторов протеаз (“Amresco”, США),
растирали и центрифугировали (10 мин, 10000 g).
Супернатант замораживали в жидком азоте и хра-
нили при –70°С. 2D-электрофорез проводили со-
гласно классическому методу О’Фаррелла [20] с
некоторыми вариациями. На первое направление
c изофокусом 3.5–9 pH наносили лизат из 10 пар

слюнных желез. После изофокусирования стол-
бики геля извлекали из трубок, промывали в тече-
ние 40 мин в буфере Лэммли для подготовки к
электрофорезу во втором направлении и замора-
живали при –80°С. Во втором направлении бел-
ки разделяли методом диск-электрофореза в
11%-ном полиакриламидном геле (ПААГ). После
окрашивания гели высушивали для последующей
радиоавтографии. Радиоавтографию проводили
на Typhoon FLA 9500 (“GE Healthcare Life Sciences”,
США). Гели окрашивали в 0.2%-ном растворе
Coomassie Brilliant Blue G-250, вырезали белко-
вые пятна, которые использовали для проведения
масс-спектрометрического анализа.

Измерение активности протеасом. Активность
протеасом измеряли в соответствии с [21] с неко-
торыми изменениями. Пятидневных самок дро-
зофилы замораживали в жидком азоте, далее го-
могенизировали в лизирующем буфере NP40
(50 мM Tрис-HCl pH 7.4, 150 мM NaCl, 1% NP40).
Концентрацию белка определяли по методу
Бредфорда. В полученные 25 мкг лизата с кон-
центрацией белка 1 мкг/мкл добавляли 50 мкМ
Me4 BodipyFL-Ahx 3 Leu 3 VS (флуоресцентно
меченный аналог субстрата, реагирующий с N-кон-
цевым треонином всех активных субъединиц
протеасом).

Образцы инкубировали в течение 1 ч при
+37°C. Белки разделяли с помощью гель-электро-
фореза в денатурирующих условиях (SDS-PAGE) в
12.5%-ном ПААГ. Сканирование геля проводили
на системе ChemiDoc MP (возбуждение при
480 нм и эмиссия при 530 нм).

Измерение общего количества протеасом. Для
определения количества протеасом мух замора-
живали в жидком азоте и лизировали в буфере
Лэммли. Белки разделяли в 12.5%-ном ПААГ.
После электрофореза белки переносили на нит-
роцеллюлозную мембрану (“Amersham Protran
0.45 μm”, Великобритания) методом полусухого
блотинга. Протеасомы выявляли с помощью пер-
вичных антител к субъединицам α1, 2, 3, 5, 6 & 7
20S протеасомы (MCP231, “Enzo Life Sciences”,
Швейцария, разведение 1 : 1000) и вторичных ан-
тител козы к IgG мыши, конъюгированных с пе-
роксидазой хрена (HRP) (разведение 1 : 5000).
Иммунные комплексы выявляли с помощью хе-
милюминесцентного набора Thermo Scientific Su-
perSignal West Pico Plus (США) с последующей
визуализацией на системе ChemiDoc MP.

MALDI-TOF-масс-спектрометрия. Масс-спек-
трометрию пептидов после трипсинолиза белков
проводили, как описано ранее [22]. Белки иден-
тифицировали, используя программное обеспече-
ние Mascot (www.matrixscience.com) в базе NCBI.

Обсчет данных и статистический анализ. В каж-
дом эксперименте анализировали по три биоло-
гических повтора. При измерении активности
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протеасом интенсивность свечения обсчитыва-
ли по общему количеству белка, окрашенного
Coomassie Brilliant Blue G-250. При измерении
общего количества протеасом в качестве внутрен-
него контроля использовали актин. Результаты
обрабатывали с помощью программы Fiji. В каж-
дом эксперименте рассчитывали стандартные от-
клонения и значение t-коэффициента Стьюдента.

Детекция окисленных белков. Пятидневных
мух замораживали в жидком азоте. Гомогенизи-
ровали в буфере RIPA, содержащем 2% β-меркап-
тоэтанола. Окисление белков оценивали с помо-
щью набора OxyBlot Protein Oxidation Detection
Kit (“Millipore”, США) в соответствии с инструк-
циями производителя. В этом методе карбониль-
ные группы белков дериватизируют до 2,4-динит-
рофенилгидразона (ДНФ-гидразон) путем реакции
с 2,4-динитрофенилгидразином (ДНФГ). Далее
ДНФ-дериватизированные белки выявляют мето-
дом Вестерн-блотинга с помощью антител, специ-
фичных к ДНФ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Изменения в уровне накопления белка 
жирового тела у линий мух с делецией гена cbs

Ранее мы показали, что у линий D. melanogaster
с делецией гена cbs, особенно у линий с двойной
делецией генов cbs и cse, наблюдается задержка
развития на стадиях от откладки яиц до окуклива-
ния [19]. С целью выявления возможных причин
удлинения времени развития мы провели про-

теомный анализ белков, выделенных из слюнных
желез личинок третьей стадии развития.

Анализ меченных метионином белков из
слюнных желез изучаемых линий мух выявил
множественные незначительные различия в
уровне синтеза белков с низким уровнем экс-
прессии, детектируемые при включении метио-
нина, но не видимые при окрашивании гелей
Coomassie. Нами обнаружено значимое различие в
уровне экспрессии белка жирового тела 2 (FBP2)
(рис. 1). Ген fbp2 кодирует белок из 256 аминокис-
лотных остатков, который накапливается в жиро-
вом теле личинок третьей стадии и в куколках.
Этот белок гомологичен алкогольдегидрогеназе,
кодируемой геном Adh, но не обладает фермента-
тивной активностью. Кодируемый fbp2 полипеп-
тид содержит 20% остатков метионина, тогда как
в зрелом полипептиде, кодируемом Adh, имеется
лишь один остаток метионина [23]. Предполага-
ется, что FBP2 является белком, служащим ис-
точником метионина и серы, необходимых на
стадии метаморфоза дрозофилы.

На рис. 1 видно мощное включение метионина
в белок FBP2 (отмечен стрелкой) в контрольной
линии и снижение уровня включения метионина
в этот белок в линии с делецией гена cse. В линиях
с делецией гена cbs и с двойной делецией генов cbs
и cse наблюдали наиболее значительное сниже-
ние синтеза этого белка.

Анализ гелей, окрашенных в растворе Coomassie,
подтвердил различия в уровне накопления белка
FBP2 в анализируемых линиях (рис. 2). Мы также
проанализировали линию с делецией гена mst.

Рис. 1. Включение S35-метионина в белки слюнных желез Drosophila melanogaster. Белки разделяли методом двумерно-
го электрофореза. Слюнные железы выделяли из линий: 58492 – контроль, линии с делециями CSE–/– и CBS–/–, и
с двойной делецией CBS–/–;CSE–/–. Стрелка указывает положение белка FBP2.

58492 CSE–/–

CBS–/– CBS–/–;CSE–/–
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Делеция этого гена не влияет на путь транссуль-
фурации и, соответственно, на синтез аминокис-
лот. Уровень синтеза белка FBP2 в этой линии
остается таким же, как в контрольной линии (не
показано).

Проведенный нами ранее анализ уровня ами-
нокислот [24] выявил двух–трехкратное увеличе-
ние количества свободного метионина в линиях
мух с делецией гена cbs и с двойной делецией ге-
нов cbs и cse. Таким образом, наши результаты по-
казывают существование обратной корреляции
между уровнем свободного метионина и уровнем
экспрессии белка FBP2 и предполагают, что на-
копление этого белка зависит от уровня накопле-
ния метионина. Можно предположить, что на-
рушение пути транссульфурации (рис. 3), при-
водящее к накоплению метионина и снижению
уровня цистеина, может влиять на уровень син-
теза запасающих белков, используемых в про-
цессе метаморфоза.

Анализ протеома яичников

Ранее мы выявили изменения в развитии яични-
ков и плодовитости у самок дрозофилы с делецией
гена cbs и с двойной делецией генов cbs и cse [19].
В данной работе методом 2D-электрофореза изу-
чали синтез белков в яичниках девственных пяти-
дневных самок этих линий. Наиболее значимые
различия наблюдали при сравнении линий с
двойной делецией CBS–/–;CSE–/– с контроль-
ной линией (рис. 4).

Интересно, что среди белков с измененным
уровнем экспрессии или с измененной точкой
изофокусирования идентифицированы два бел-
ка, относящихся к семейству тиоредоксинов
(рис. 4, белки #1 (Jafrac1) и #7 (Thioredoxin- like);
табл. 1). Тиоредоксины – высококонсервативные
белки, содержащие в активном центре каталити-
чески активный цистеиновый S–S-мостик. Тио-
редоксины обладают свойствами редокс-актив-
ного дисульфида белковой природы и служат пе-
реносчиками электронов, а также играют важную
роль в защите клеток от окислительного стресса
путем детоксикации пероксидов. Экспрессия ге-
на jafrac1 в нейронах снижает уровень ROS, вос-
станавливает функцию митохондрий, ослабляет
активацию JNK, вызванную паракватом [25]. Из
рис. 4 видно, что в линии CBS–/–;CSE–/– повы-
шен уровень экспрессии белков #1 и #7, а белок
Jafrac1 сдвинут в кислую сторону, что свидетель-
ствует о модификации этого важного белка.
Транскриптомный анализ, проведенный нами ра-
нее, выявил увеличение уровня экспрессии jafrac1
у самцов с делетированными генами cbs и cse [18].
Также мы наблюдали повышение уровня экс-
прессии мРНК [18] и белка Lethal(2)-37Cc. Уро-
вень экспрессии белка Lethal(2)-37Cc увеличива-
ется при хронической гипоксии и имеет адапто-
генный эффект [26]. Наш транскриптомный
анализ выявил увеличение экспрессии всех ге-
нов, кодирующих белки хориона. Мы также об-
наружили увеличение уровня экспрессии белка
хориона Cp7Fc (Chorion protein c at 7F). Двумер-
ный электрофорез (рис. 4) выявил смещение в

Рис. 2. Двумерный электрофорез белков слюнных желез. Гели окрашивали в 0.2%-ном растворе Coomassie Brilliant
Blue G-250. Стрелкой отмечен белок FBP2.

58492 CSE–/–

CBS–/– CBS–/–;CSE–/–
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кислую область точки изофокусирования одной
из основных субъединиц протеасомы (Proteasome
beta 4 subunit) и изменение уровня экспрессии ме-
таллопротеазного компонента 26S протеасомы
CSN5. Эти изменения могут влиять на актив-
ность протеасом.

Активность протеасом и уровень их экспрессии 
в изучаемых линиях дрозофилы

На основании результатов 2D-анализа пред-
ставлялось интересным проанализировать коли-
чество и активность протеасом в изучаемых ли-
ниях дрозофилы. Известно, что основной функ-
цией протеасом является деградация различных
белков, в том числе окисленных и поврежденных,
до коротких пептидов [27, 28]. Ранее была выяв-
лена активация протеасом в условиях окисли-
тельного стресса и в ходе восстановления после
теплового шока [29, 30].

Мы предположили возможность изменения
активности протеасом в линиях мух с делетиро-
ванными генами серного метаболизма. Для про-
верки этой гипотезы измерили общую активность
протеасом в белковом лизате, полученном из пя-
тидневных самок (рис. 5). Видно, что во всех ли-
ниях с делетированными генами cbs и cse, а также
у двойных трансформантов наблюдается умень-
шение количества каталитически-активных субъ-
единиц протеасом. В линии с делецией гена mst это
снижение минимально.

Для того, чтобы выяснить, не связано ли сни-
жение активности протеасом с уменьшением их
общего количества, был проведен Вестерн-блот-
анализ содержания структурных субъединиц про-
теасом в лизатах тканей (рис. 6).

Видно, что в линиях с делецией генов серного
метаболизма наблюдается снижение содержания
субъединиц α1, 2, 3, 5, 6, 7 протеасом. Таким об-
разом наблюдается корреляция между снижени-

Рис. 3. Путь транссульфурации и трансметилирования. Гомоцистеин синтезируется из метионина, получаемого с
пищей. Гомоцистеин может быть реметилирован в метионин под действием 5,10–метилентетрагидрофолатредукта-
зы (MTHFR). CBS конденсирует гомоцистеин с серином с образованием цистатионина, который служит субстра-
том для CSE при синтезе цистеина. CSE может генерировать H2S либо из цистеина, либо из гомоцистеина. CBS при
генерировании H2S использует комбинацию цистеина и гомоцистеина. Третий фермент, генерирующий H2S, 3-MST,
в сочетании с цистеинамино-трансферазой (CAT) использует цистеин для образования H2S.
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ем количества каталитически-активных и струк-
турных субъединиц протеасом. Полученные дан-
ные оказались довольно неожиданными для нас.
Ранее транскриптомный анализ библиотек РНК,
полученных из самок исследуемых нами линий,
не выявил значимых различий в уровне экспрес-
сии генов, кодирующих структурные белки про-
теасом и убиквитинлигаз [18]. При этом мы вы-
явили активацию генов, участвующих в окисли-

тельно-восстановительных процессах в линиях с
делециями генов cbs, cse, что свидетельствует об
окислительном стрессе. Известно, что накопление
окисленных белков приводит к активации протеа-
сом и деградации окисленных белков [29–31]. Ис-
ходя из этих соображений, мы проверили, имеют-
ся ли различия в количестве окисленных белков в
линиях с делециями генов серного метаболизма.
ОксиБлот-анализ экстрактов, полученных из пя-

Рис. 4. Двумерный электрофорез белков, выделенных из яичников 5-дневных девственных самок контрольной ли-
нии 58492 и линии с двойной делецией CBS–/–;CSE–/–. Окрашивание Coomassie Brilliant Blue G-250. Цифрами
отмечены белки, идентифицированные методом пептидного фингерпринтинга (табл. 1).

58492 CBS–/–;CSE–/–

1

2
3

4 5

6

7
8

1

2
3

4 5

6

7
8

Рис. 5. а – Выявление каталитически активных субъединиц протеасом, специфически связывающихся с флуоресцент-
ным зондом Me4BodipyFL–Ahx3Leu3VS. 1, 2 – Контрольная линия 58492; 3, 4 – CSE–/–; 5, 6 – CBS–/–; 7, 8 – CBS–/–,
CSE–/–(1); 9, 10 – CBS–/–, CSE–/–(2); 11 – MST–/–; K(–) – отрицательный контроль. б – Изменение количества ка-
талитически–активных субъединиц, нормализация по актину, окрашенному Coomassie G-250. 1 – 58492; 2 – CSE–/–;
3, 4 – CBS–/–; 5 – CBS–/–, CSE–/–(1); 6 – CBS–/–; CSE–/–(2); 7 – MST–/–. Объединены данные трех независимых
экспериментов. Статистическая значимость изменения по сравнению с контрольной линией. *p < 0.05, **p < 0.01.
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Таблица 1. Основные белки, характер экспрессии которых изменился

Белок Краткая характеристика 2D-анализ: сравнение белков линии 
CBS–/–;CSE–/– и 58492

#1. Jafrac1
(Thioredoxin peroxidase 1, 
CG1633)

Тиолспецифическая пероксидаза, катализи-
рует восстановление пероксида водорода и 
органических гидропероксидов до воды и 
спиртов соответственно

Уровень экспрессии увеличивается 
в 1.2 раза, сдвигается точка изофо-
кусирования сдвигается в кислую 
сторону

#2. Fer1HCH
(Ferritin 1 heavy chain 
homologue, CG2216)

Одна из двух субъединиц основного ком-
плекса хранения железа – молекулы ферри-
тина 1

#3. Prosβ4
(Proteasome beta4 subunit, 
GC17331)

Субъединица протеасомы-β4 Изменяется точка изофокусирова-
ния (сдвигается в кислую сторону)

#4. MFS14
(Lethal(2)-37Cc, CG15095)

Транспортер 14 надсемейства основных 
посредников (MFS14) участвует в реакции на 
гипоксию.

Уровень экспрессии увеличивается
в 1.2 раза

#5. Hsp26
(Heat shock protein 26, 
CG4183)

Белок теплового шока 26 (Hsp26), участвует в 
белковом фолдинге

Уровень экспрессии снижается 
0.74 раза

#6. Cp7Fc
(Chorion protein c at 7F 
(Cp7Fc), isoform A)

Белок хориона С в 7F (Cp7Fc), принадлежит к 
семейству из девяти белков хориона. Экспрес-
сируется в фолликулярных клетках

Уровень экспрессии увеличивается
в 1.9 раза

#7. Txl
(Thioredoxin- like,
CG5495)

Тиоредоксин-подобный белок, участвует, 
согласно предварительному анализу, в окис-
лительно-восстановительном гомеостазе 
клетки

Уровень экспрессии увеличивается 
в 1.5 раза

#8. COP9 signalosome
subunit 5, CSN5
(Metalloprotease compo-
nent of the 26S proteasome, 
CG14884)

CSN5 – пятая субъединица сигналосомы 
COP9. Сигналосома играет центральную роль 
в регуляции E3-куллинового кольца убикви-
тинлигаз

Уровень экспрессии снижается 
0.75 раза

Рис. 6. а – Вестерн–блот–анализ белков со специфическими антителами к субъединицам α1, 2, 3, 5, 6, 7 протеасомы
20S (см. Экспериментальную часть). 1 – Контрольная линия 58492; 2 – CSE–/–; 3, 4 – СBS–/–; 5 – CBS–/–; CSE–/–(1);
6 – CBS–/–;CSE–/–(2); 7, 8 – MST–/–; K(+) – положительный контроль. б –Изменение общего количества субъединиц
протеасом, нормализация по актину. 1 – 58492; 2 – CSE–/–; 3, 4 – CBS–/–; 5 – CBS–/–, CSE–/–(1); 6 – CBS–/–,
CSE–/–(2); 7 – MST–/–. Общее количество протеасом вычисляли по данным трех независимых экспериментов. Ста-
тистическая значимость изменения по сравнению с контрольной линией. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.005.
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тидневных самок, использовали для определения
общего количества окисленных белков (рис. 7).

Из рис. 7 видно, что по количеству окислен-
ных белков линии мух с делециями генов серного
метаболизма не отличаются статистически зна-
чимо от контрольной линии, что может свиде-
тельствовать об адаптации мух к сниженной про-
дукции сероводорода и предотвращении окисле-
ния белков.

Причины и механизмы снижения количества
протеасом требуют дальнейшего изучения. Мы
полагаем, что одной из возможных причин явля-
ется дисбаланс количества свободных аминокис-
лот (избыток метионина и недостаток цистеина) у
мух с делециями генов cbs и cse. Ранее на клетках
млекопитающих показали, что аминокислотное
голодание значительно ускоряет деградацию 26S
протеасомы, что может приводить к снижению
числа таких комплексов в клетке [33, 34].

Полученные нами результаты показали, что
нарушение пути транссульфурации и трансмети-
лирования при делеции генов cbs и cse имеет значи-
мые последствия на уровне протеома. У личинок
третьего возраста выявлено снижение синтеза и на-
копления белка FBP2, запасающего метионин.
В яичниках обнаружены изменения в характере
экспрессии белков, участвующих в защите орга-
низма от окислительного стресса и гипоксии.
Особый интерес вызывает снижение количества
каталитически-активных и структурных субъеди-
ниц протеасом у мух с делециями генов cbs и cse,
что требует дальнейшего изучения.
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The Effect of the Knockout of Major Transsulfuration Genes on the Pattern 
of Protein Synthesis in D. melanogaster
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The enzymes involved in the transsulfuration pathway and hydrogen sulfide production – cystathionine-β-
synthase (CBS), cystathionine-γ-lyase (CSE) and 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase (3-MST) – play an
important cytoprotective role in the functioning of the organism. Using CRISPER/Cas9 technology, we ob-
tained Drosophila lines with deleted cbs, cse, and mst genes as well as with double deletion of cbs and cse genes.
We analyzed the effect of these mutations on the pattern of protein synthesis in the salivary glands of third
instar larvae and in the ovaries of mature f lies. In the salivary glands of lines with cbs and cse deletions, a de-
crease was found in the accumulation of the FBP2 storage protein containing 20% methionine amino acid
residues. In the ovaries, changes were detected in the level of expression and isofocusing points of proteins
involved in cell protection against oxidative stress, hypoxia, and protein degradation. It was shown that in the
lines with deletions of transsulfuration enzymes the proteins have a similar degree of oxidation to that of the
control line. A decrease in the total number of proteasomes and their activity was found in the lines with de-
letions of the cbs and cse genes.

Keywords: genes of transsulfuration pathway, CRISPER/Cas9 technology, Drosophila, proteasomes


