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сследовано влияние «пустых» липосом, приготовленных из кардиолипина (липида, входящего в 
состав цитоплазматической мембраны бактерий и внутренней митохондриальной мембраны 
эукариот), на топоизомеразу I и ДНК-гиразу (топоизомераза II) из Escherichia coli in vitro. 
Установлено, что экзогенный кардиолипин ингибирует реакцию релаксации суперскрученной 

ДНК, катализируемую топоизомеразой I, и две реакции, катализируемые ДНК-гиразой: 1) релаксацию 
сверхспирализованной ДНК (в отсутствие АТФ), и 2) суперспирализацию релаксированной ДНК (в 
присутствии АТФ). Полученные результаты, наряду с ранее установленным нами бактерицидным 
действием кардиолипина на Mycobacterium tuberculosis и Escherichia coli, позволяют предположить, что 
топоизомеразы могут быть мишенями кардиолипина. 

The influence of empty liposomes composed of cardiolipin (lipid which is a component of the bacterial 
cytoplasmic membrane and eukaryotic internal mitochondrial membrane) on Escherichia coli topoisomerase I and 
DNA gyrase (topoisomerase II) in vitro was investigated. Cardiolipin was found to inhibit the reaction of DNA 
relaxation catalyzed by topoisomerase I and both reactions catalyzed by DNA gyrase, namely DNA relaxation (in 
the absence of ATP) and DNA supercoiling (in the presence of ATP). On the basis of the results obtained along 
with the bactericidal action of cardiolipin on Mycobacterium tuberculosis and Escherichia coli earlier found by us 
we suppose that topoisomerases could be the targets of cardiolipin. 
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Введение 
Существует несколько механизмов действия 

известных на сегодняшний день антибиотиков: 
1) нарушение синтеза клеточной стенки (пени-
циллины, ванкомицин), 2) нарушение синтеза 
белка (аминогликозиды, макролиды), 3) пов-
реждение цитоплазматической мембраны (по-
лимиксины, грамицидин), 4) нарушение синтеза 
нуклеиновых кислот (фторхинолоны, противо-
опухолевые антибиотики). Так, мишенью ши-
роко распространенных фторхинолонов являет-
ся ДНК-гираза [1], фермент репликативного 
аппарата, относящийся к топоизомеразам II 
типа; мишенью противоопухолевых препаратов 
является топоизомераза I [2]. Однако недоста-
ток всех антибиотиков заключается в развитии 
устойчивости к ним микроорганизмов, потому 
создание новых антибактериальных препаратов 
не теряет своей актуальности до сих пор. 
Перспективными представляются менее токсич-
ные препараты на основе природных компо-
нентов, например, липида кардиолипина (КЛ), 
который обладает, как нами было показано, 
антибактериальными свойствами в отношении 
Mycobacterium tuberculosis как чувствительного 
[3], так и резистентных штаммов [4]. 

Известно, что кардиолипин – минорный 
компонент цитоплазматической мембраны (не 
более 10% мол. от общего количества липидов) 
большинства грамположительных и грамотри-
цательных бактерий, а также внутренних мемб-

ран митохондрий и хлоропластов эукариот [5], 
где его основная роль, по-видимому, заключа-
ется в поддержании функционирования ключе-
вых мембранных белков. КЛ напрямую связы-
вается с ними благодаря наличию в структуре 
белков специфичных амфипатичных мотивов, 
содержащих большое количество основных 
аминокислотных остатков, которые предпочти-
тельно взаимодействуют с анионными липида-
ми. Такое взаимодействие приводит к конфор-
мационным изменениям в структуре белков, что 
сказывается на их активности. 

Научная литература богата разнообразными 
сведениями о роли КЛ в клетке Escherichia coli 
и других бактериях [5–12]. Так, этот липид 
способствует синтезу ДНК с помощью ДНК-
полимеразы III в E. coli [6], однако роль КЛ в 
этой реакции не была установлена. Кроме того, 
КЛ взаимодействует с компонентами дыха-
тельной цепи: сукцинатдегидрогеназой, форми-
атдегидрогеназой N (FdnGHI), нитратредуктаз-
ным комплексом (NarGHI) [7], белками транс-
локационного комплекса SecYEG [8], мульти-
лекарственными белками-переносчиками [9].  

КЛ располагается в мембране неравномер-
но, образуя домены в центральной части клетки 
и у ее полюсов в момент клеточного деления 
[10], что имеет огромное значение при выборе и 
узнавании центра деления амфифильными бел-
ками клеточного цикла, например, DnaA (ини-
циация репликации ДНК в oriC) [11], MinD (часть 
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MinCDE-системы, предотвращающей позициони-
рование дивисомы у полюсов E. coli) [13] и FtsA 
(бактериальный актин, который является бел-
ком-линкером для белка FtsZ (бактериальный 
тубулин), отвечающий за нацеливание Z-кольца 
на центральный мембранный домен).  

Таким образом, в норме КЛ присутствует во 
всех бактериальных клетках и выполняет важ-
нейшую роль в регуляции белков, прежде всего 
репликации ДНК и клеточного деления. Однако 
экзогенно добавленный КЛ, по данным публи-
кации [13], ингибирует топоизомеразу I из 
E. coli in vitro.  

Целью данной работы являлось исследо-
вание влияния экзогенного КЛ на ДНК-топо-
изомеразы I и II типа из E. coli in vitro. 

 

Результаты и их обсуждение 
ДНК-топоизомеразы – это ферменты репли-

кативного аппарата, которые принимают учас-
тие практически во всех жизненно важных про-
цессах клетки (репликация ДНК, транскрипция, 
репарация и рекомбинация) и обнаружены у 
всех про- и эукариот, а также некоторых ви-
русов [14]. Топоизомеразы катализируют реак-
цию релаксации ДНК, введение в ДНК отри-
цательных и положительных супервитков, а 
также могут осуществлять реакции сцепле-
ния/расцепления молекул ДНК и способст-
вовать ренатурации комплементарных колец 
одноцепочечных молекул ДНК. Все топоизоме-
разы относят к ферментам класса изомераз и 
подразделяют на два основных типа (I и II) в 
соответствии с механизмом их действия. Фер-
менты типа I временно расщепляют только одну 
цепь ДНК и «протягивают» одну цепь через 
разрыв во второй цепи ДНК, при этом они не 
требуют присутствия энергетических кофакто-
ров. Ферменты типа II производят временный 
двуцепочечный разрыв, «протягивают» один учас-
ток двухцепочечной ДНК через другой, гидролизуя 
АТФ, то есть являются АТФ-зависимыми [14].  

ДНК-гираза (топоизомераза II типа) – бак-
териальный фермент, способный вносить отри-
цательные супервитки в замкнутые кольцевые 
ДНК, используя энергию АТФ. В регуляции 
топологического состояния хромосомной ДНК 
у бактерий также участвуют ДНК-топоизоме-
разы I типа, которые релаксируют отрица-
тельные супервитки и тем самым оказывают на 
ДНК действие, противоположное действию 
ДНК-гиразы. Совместное действие двух данных 
типов ферментов и их клеточная регуляция 
обеспечивает поддержание нужного уровня 
топологического состояния генома, необходи-
мого для проявления активности различных 
ферментов, взаимодействующих с ДНК.  

В данной работе исследовали влияние экзо-
генного КЛ на активность топоизомеразы I 
(топо I) и ДНК-гиразы из E.coli in vitro. Ранее в 
работе [13] было исследовано влияние КЛ 

только на топоизомеразу I E.coli и обнаружено 
ингибирующее действие высоких концентраций 
КЛ. Мы решили проверить эти данные, а также 
впервые исследовали действие КЛ на ДНК-
гиразу. Реакции проводили в микропробирках 
при 37°С, реакционная смесь содержала фер-
менты в соответствующем буфере, состав кото-
рых описан в экспериментальной части, липо-
сомы, приготовленные из КЛ. Началом реакции 
служило добавление субстрата, то есть ДНК. 
Релаксацию ДНК, катализируемую топоизоме-
разой I и ДНК-гиразой в отсутствие АТФ, про-
водили в течение 1.5 ч, используя суперскру-
ченную форму ДНК; суперскручивание ДНК, 
катализируемое ДНК-гиразой в присутствии 
АТФ, проводили в течение 30 мин, используя 
релаксированную форму ДНК. О действии ли-
пида на ферментативную активность судили по 
наличию полос, соответствующих суперскру-
ченной и релаксированной формам ДНК (рис. 1, 
2), после проведения электрофореза продуктов 
реакции в 0.9% агарозном геле. О нормальном 
протекании реакции свидетельствовало наличие 
на электрофореграмме нескольких полос, рас-
положенных между двумя крайними состояни-
ями ДНК (суперскрученной и релаксированной) 
– это так называемые топоизомеры ДНК – в 
случае не полностью прошедшей реакции (рис. 
1) или же наличие одной полосы, соответ-
ствующей крайней форме ДНК, отличающейся 
от исходно взятой, в случае полностью завер-
шенной реакции (рис. 2). Вывод об инги-
бировании реакции липидом КЛ делался на 
основании наличия на электрофореграмме по-
лосы, соответствующей исходной форме ДНК.  

Таким путем установлено, что КЛ инги-
бировал релаксацию ДНК, катализируемую то-
поизомеразой I, в концентрации 200 мкМ при 
одновременном добавлении в реакционную 
смесь фермента, липида и субстрата (рис. 1).  

 

 
Рис. 1. Электрофореграмма продуктов 

реакции релаксации суперскрученной ДНК pUC19 
топоизомеразой I (топо I) E. coli: дор. 1 – ссДНК; 

дор. 2 – ссДНК + топо I;  
дор. 3–5 – ссДНК + топо I в присутствии 30, 100 и 

200 мкМ КЛ соответственно.  
РелаксДНК – релаксированная форма ДНК, 
ссДНК – суперскрученная форма ДНК. 

 

При этом на электрофореграмме была четко 
различима полоса, соответствующая суперскру-
ченной ДНК (дорожка 5). Преинкубация КЛ с 
топоизомеразой I в течение 10 мин при 37°С с 
последующим добавлением в реакционную 
смесь суперскрученной ДНК и проведением 
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реакции в течение 1 ч снижала минимальную 
ингибирующую концентрацию КЛ до 30 мкМ 
(данные не приведены). Полученные нами 
результаты не совпадают с результатами, при-
веденными ранее [13], поскольку в цитируемой 
работе в случае с преинкубацией КЛ и фер-
мента минимальная ингибирующая концентра-
ция КЛ составляла 300 мкМ, что в 10 раз выше 
установленной нами.  

В проведенных нами экспериментах с ДНК-
гиразой обнаружено, что КЛ ингибирует релак-
сацию ДНК в концентрации 335 мкМ (рис. 2А, 

дорожка 5), а суперскручивание ДНК – в кон-
центрации 500 мкМ (рис. 2Б, дорожка 7). В 
качестве положительного контроля в обеих 
реакциях использовали ципрофлоксацин – 
известный ингибитор ДНК-гиразы, действие 
которого хорошо иллюстрируются рис. 2А и 2Б 
(дорожки 8). Как отрицательный контроль в 
реакции релаксации суперскрученной ДНК в 
отсутствие АТФ использовали фосфатидил-
холин, который никак не влиял на активность 
фермента (рис. 2А, дорожка 7). 

 

А Б 

  
Рис. 2. Электрофореграммы продуктов реакций, полученных с использованием ДНК-гиразы:  

А – релаксация суперскрученной ДНК pUC19 (в отсутствие АТФ): дор. 1–8 – ссДНК + гираза;  
дор. 2–6 – в присутствии 30, 100, 200, 335, 500 мкМ КЛ соответственно; дор. 7 – в присутствии  

500 мкМ фосфатидилхолина; дор. 8 – в присутствии 4 мкМ ципрофлоксацина. 
 Б – суперскручивание релаксированной ДНК pUC19 (в присутствии АТФ): дор. 1 – релакс ДНК; 

дор. 2–8 – релаксДНК + гираза; дор. 3–7 – в присутствии 30, 100, 200, 335, 500 мкМ КЛ соответственно; 
дор. 8 – в присутствии 4 мкМ ципрофлоксацина. 

 

В реакциях, катализируемых топоизомера-
зами обоих типов, выделяют следующие четыре 
стадии: 1) связывание ДНК с ферментом; 2) 
разрезание ферментом одной или двух цепей 
ДНК (в зависимости от типа топоизомеразы); 3) 
протаскивание другой цепи ДНК через образо-
вавшийся разрыв; 4) сшивание разрезанных 
концов ДНК. Фторхинолоны узнают комплекс, 
образуемый ДНК-гиразой и расщепленной фер-
ментом ДНК, после второй стадии реакции и 
стабилизируют его. КЛ, по-видимому, действу-
ет на первом этапе реакции, поскольку есть 
сведения о том, что данный липид связывается 

именно с ферментом [13, 14], но не приводит к 
накоплению стабилизированных кардиолипи-
ном комплексов ДНК–ДНК-гираза [16], как в 
случае с фторхинолонами. В пользу этого пред-
положения свидетельствуют и наши данные, 
полученные при преинкубации КЛ с фермен-
том. Снижение ингибирующей концентрации 
говорит о том, что вероятнее всего КЛ связыва-
ется, во-первых, с ферментом и, по-видимому, 
конкурирует с ДНК за места связывания с топо-
изомеразами, так как имеет в своей структуре 
две отрицательно заряженные фосфатные груп-
пы (рис. 3). 

 

 
Рис. 3. Структурная формула КЛ из сердца быка. 

 

Именно при больших концентрациях КЛ 
достигается «насыщение» фермента, когда то-
поизомераза уже не может больше связаться с 
ДНК. Во-вторых, КЛ, обладает высоким срод-
ством преимущественно к ионам двухвалент-
ных металлов [5], поэтому может взаимо-
действовать с ионами Mg2+ – кофактором то-
поизомераз – и инактивировать ферменты.  

Таким образом, экзогенный КЛ является 
ингибитором топоизомераз из E. coli обоих 

типов. Аналогичное действие характерно и для 
некоторых фторхинолонов (пефлоксацин, цип-
рофлокацин, норфлоксацин, офлоксацин): не-
смотря на первичную мишень – ДНК-гиразу, 
они также ингибируют релаксирующую актив-
ность топоизомеразы I из E. coli [17]. 

Полученные нами результаты могут объяс-
нить в некоторой степени бактерицидные свойства 
КЛ в отношении Mycobacterium tuberculosis [3, 18], 
так как в этом патогене присутствуют только одна 
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топо I и одна ДНК-гираза [15], в то время как 
для E. сoli известны 4 топоизомеразы [14]:  топо 
I и III, относящиеся к топоизомеразам I типа, а 
также топо IV и ДНК-гираза, принадлежащие к 
классу II топоизомераз. По-видимому, именно 
ингибирование КЛ единственной топоизом-
еразы I и ДНК-гиразы в M. tuberculosis может 
приводить к гибели клеток. 

 

 
Экспериментальная часть 
Материалы и методы 

В работе использовали динатриевую соль 
кардиолипина из сердца быка, в состав которого 
входят остатки линолевой (~87%) и олеиновой 
(~8%) кислот (Avanti Polar Lipids, США); 
плазмиду pUC19 (Invitrogene, США); топоизо-
меразу I из E.coli (New England Biolabs, США); 
ДНК-гиразу, предоставленную доктором Энто-
ни Максвеллом (John Innes Centre, UK). 

Реакции с топоизомеразами проводили в 
твердотельном термостате «Гном», рассчитан-
ном на микропробирки типа «Eppendorf» (ДНК-тех-
нология, Россия) в Институте биологии гена РАН. 

Получение и определение среднего размера 
липосом из кардиолипина 

Липосомы из КЛ (большие одноламел-
лярные везикулы, БОЛВ) получали методом 
экструзии мультиламеллярных везикул (МЛВ) с 
помощью экструдера «LiposoFast Basic» 
(Avestin Inc., США) и поликарбонатных мемб-
ран с диаметром пор 100 нм (Whatman, США) 
[19]. Размер частиц определяли методом турби-
диметрии [19]. Липосомы, используемые в ра-
боте, имели размер 168÷210 нм, а их кон-
центрация составляла 2.24 мг/мл. 

Получение и выделение суперскрученной ДНК 
для реакций с топоизомеразой I и ДНК-гиразой  

Cуперскрученную плазмиду pUC19 получали и 
выделяли щелочным лизисом по протоколу с 
помощью QIAGEN Plasmid Maxi Kit [20]. 

Получение релаксированной ДНК для 
реакции с ДНК-гиразой в присутствии АТФ 
Для получения релаксированной ДНК су-

перскрученную pUC19 обрабатывали топоизо-
меразой I E.coli в течение ночи в буфере, состав 
которого описан ниже (см. Реакция релаксации 
суперскрученной ДНК, катализируемая топо-
изомеразой I). Останавливали реакцию инакти-
вированием фермента, нагревая реакционную 
смесь при 65ºС в течение 20 мин.  

Реакция релаксации суперскрученной 
ДНК, катализируемая топоизомеразой I 
Реакционная смесь общим объемом 15 мкл 

содержала 2 мкг суперскрученной ДНК pUC19, 
5 мкл липосом КЛ с концентрациями 90, 300 и 
600 мкМ и 2.5 ед. акт. топоизомеразы I E.coli в 
буфере, имеющим следующий состав: 50 мМ 
ацетат натрия, 20 мМ трис-ацетат (рН 7.9), 10 
мМ ацетат магния и 1 мМ дитиотреитол (ДТТ). 
Реакцию проводили при 37ºС в твердотельном 

термостате в течение 90 мин, после чего оста-
навливали, добавляя к реакционной смеси 15 
мкл STEB-буфера (40% сахароза, 100 мМ трис-
НСl, рН 7.5, 1 мМ ЭДТА, 2 мг/мл бромфе-
ноловый синий) и 15 мкл хлороформа. Продук-
ты реакции анализировали методом электро-
фореза в 0.9% (w/v) агарозном геле в ТАЕ-
буфере (40 мМ трис-ацетат, 1 мМ ЭДТА), не 
содержащем бромистого этидия, в течение 2 ч 
(70 В). По окончании фореза гель окрашивали в 
течение 30 мин в ванночке с водой, содержащей 
10 мкг/мл бромистого этидия, гель промывали 
проточной водой, продукты реакции анализи-
ровали с помощью трансиллюминатора и про-
граммного обеспечения гель-документации 
(Хеликон, Россия). 

Реакция релаксации суперскрученной ДНК, 
катализируемая ДНК-гиразой в отсутствие АТФ 

Реакционная смесь общим объемом 15 мкл 
состояла из 2 мкг суперскрученной ДНК 
pUC19, 5 мкл липосом КЛ с концентрациями 
90, 300, 600 мкМ, 1, 1.5 мМ и 3 ед. акт. ДНК-
гиразы E.coli в буфере следующего состава: 35 
мМ трис-НСl (рН 7.5), 24 мМ KCl, 4 мМ MgCl2, 
2 мМ ДТТ, 6.5% (w/v) глицерин и 0.1 мг/мл 
альбумин. Реакцию проводили при 37ºС в твер-
дотельном термостате в течение 90 мин, после 
чего останавливали, добавляя к реакционной 
смеси 15 мкл STEB-буфера и 15 мкл хлоро-
форма. Продукты реакции анализировали, как 
описано для топоизомеразы I. В качестве поло-
жительного контроля использовали 4 мкМ 
ципрофлоксацин, в качестве отрицательного – 
500 мкМ фосфатидилхолин. 

Реакция суперскручивания релаксированной 
ДНК, катализируемая ДНК-гиразой в 

присутствии АТФ 
Реакционная смесь объемом 15 мкл состо-

яла из 2 мкг релаксированной ДНК pUC19 (см. 
Получение релаксированной ДНК для реакции с 
ДНК-гиразой в присутствии АТФ), 5 мкл 
липосом КЛ с концентрациями 90, 300, 600 мкМ, 1, 
1.5 мМ и 1.5 ед. акт. ДНК-гиразы E.coli в буфере 
следующего состава: 35 мМ трис-НСl (рН 7.5), 24 
мМ KCl, 4 мМ MgCl2, 2 мМ ДТТ, 1.8 мМ 
спермидин, 1 мМ АТФ, 6.5% (w/v) глицерин и 0.1 
мг/мл альбумин. Реакцию проводили при 37ºС в 
твердотельном термостате в течение 30 мин, 
анализ продуктов реакции осуществляли по 
методике, описанной для топоизомеразы I. В 
качестве положительного контроля использо-
вали 4 мкМ ципрофлоксацин. 

 

 
Заключение 

Таким образом, в ходе данной работы было 
установлено ингибирующее действие экзоген-
ного КЛ (в виде липосом) на топоизомеразу I и 
ДНК-гиразу (топоизомеразу II) из E. coli, 
которые являются ферментами репликации, 
транскрипции, репарации и рекомбинации 
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ДНК. Эти ферменты могут быть мишенями КЛ, 
проявляющего бактерицидную активность в 
отношении различных микроорганизмов, в том 
числе E. coli и M. tuberculosis. Включение в 
липосомы из КЛ противотуберкулезных пре-
паратов может снизить концентрацию исполь-
зуемого антибиотика и повысить эффектив-
ность бактерицидного действия липосомальной 
формы препарата на патогенные штаммы, 
резистентные к антибиотикам.  
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