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РЕФЕРАТ NAD+-зависимая формиатдегидрогеназа [КФ 1.2.1.2] (FDH), состоящая из двух идентичных субъе-
диниц и не содержащая простетических групп и ионов металлов, широко распространена в природе. FDH 
этого типа найдены в различных микроорганизмах (включая патогенные) – в бактериях, дрожжах, микро-
скопических грибах, а также в растениях. В отличие от FDH микробного происхождения, находящихся 
в цитоплазме, растительные FDH локализованы в митохондриях. Впервые формиатдегидрогеназную ак-
тивность описали еще в 1921 г. именно в растениях, однако до последнего времени растительные FDH были 
изучены существенно хуже, чем ферменты микроорганизмов. В представленном обзоре рассмотрены по-
следние достижения в области изучения физиологической роли, свойств, структуры и белковой инженерии 
формиатдегидрогеназ растений.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА растительная формиатдегидрогеназа, физиологическая роль, свойства, структура, экс-
прессия, Escherichia coli, белковая инженерия.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ FDH – формиатдегидрогеназа; PseFDH, CboFDH – формиатдегидрогеназы бактерий 
Pseudomonas sp. 101 и дрожжей Candida boidinii; SoyFDH, AthFDH – растительные формиатдегидрогеназы 
из сои и Arabidopsis thaliana.

ВВЕДЕНИЕ
NAD+-зависимые формиатдегидрогеназы (FDH) [КФ 
1.2.1.2] относятся к группе ферментов, катализирую-
щих окисление формиат-иона до углекислого газа 
при сопряженном восстановлении NAD+ до NADH:

HCOO- + NAD+  →  CO
2
↑ + NADH.

На основании различий в структуре можно вы-
делить две большие группы FDH. В первую группу 
входят формиатдегидрогеназы анаэробных микро-
организмов и архебактерий. FDH этой группы пред-
ставляют собой гетероолигомеры со сложной четвер-
тичной структурой и высокой молекулярной массой. 
Для них характерны наличие в активном центре раз-
личных простетических групп (железосерные кла-
стеры, ионы молибдена, вольфрама) и высокая чув-
ствительность к кислороду [1, 2].

Вторую группу образуют NAD+-зависимые фор-
миатдегидрогеназы, которые состоят из двух иден-
тичных субъединиц, имеют по два активных центра 
и не содержат в белковой глобуле ни ионов металлов, 
ни простетических групп. FDH этой группы принад-

лежат к суперсемейству D-специфичных дегидроге-
наз 2-оксикислот [3]. Реакция окисления формиата, 
катализируемая FDH этой группы, является про-
стейшим примером дегидрирования карбонильных 
соединений, так как в каталитическом механизме 
отсутствует стадия переноса протона(ов), а также 
какие-либо другие стадии кислотно-основного ката-
лиза. Скорость реакции в целом ограничивается ско-
ростью переноса гидрид-иона от субстрата на атом 
С-4 никотинамидного кольца [4]. Таким образом, FDH 
служит модельным ферментом для изучения меха-
низма переноса гидрид-иона в активном центре деги-
дрогеназ, входящих в данное суперсемейство.

Активное и систематическое изучение FDH на-
чалось в  начале 70-х  гг. прошлого века и  было 
в основном посвящено ферментам микроорганизмов. 
Физиологическая роль микробных FDH различна. 
Например, в  метанолутилизирующих бактериях 
и дрожжах фермент участвует в снабжении клетки 
энергией, а в патогенных бактериях и микроскопиче-
ских грибах FDH является белком стресса. Подробно 
свойства и белковая инженерия FDH рассмотрены 
в работах [5, 6].
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NAD+-зависимые формиатдегидрогеназы расте-
ний также относятся ко второй группе FDH. Иссле-
дования последних лет показали, что в растениях, 
как и в патогенных микроорганизмах, FDH также 
входит в число белков стресса, и ее синтез сильно 
возрастает в условиях засухи, при резком изменении 
температуры, облучении жестким ультрафиолетом, 
воздействии химических реагентов [7–9], гипоксии 
[10], а также патогенных микроорганизмов [11]. Важ-
ность физиологической роли этого фермента обу-
славливает необходимость изучения растительных 
FDH. В настоящее время нет ни одной публикации, 
в которой систематизированы данные о раститель-
ных FDH. В  представленном обзоре рассмотрены 
основные особенности растительных формиатдеги-
дрогеназ, их кинетические свойства и стабильность, 
а также подробно описана физиологическая роль.

История открытия, локализация 
и физиологическая роль растительных FDH
Впервые растительную FDH обнаружили в бобах фа-
соли (Phaseolus vulgaris) в 1921 г. [12].

Первая попытка детально описать FDH и оценить 
роль этого фермента в метаболизме растений была 
предпринята Дэвисоном в 1951 г. [13] на примере фор-
миатдегидрогеназ из семян гороха и фасоли. Счита-
лось, что роль FDH заключается в восстановлении 
NADH, который впоследствии расходуется на об-
разование этанола, сукцината и глутамата в сопря-
женных реакциях. Таким образом, впервые была обо-
значена роль FDH как «поставщика» молекул NADH 
для удовлетворения различных потребностей клет-
ки. В этой же работе было высказано предположение 
о механизмах появления формиата в растительной 
клетке. Согласно первой гипотезе формиат мог об-
разоваться вместе с этанолом и уксусной кислотой 
в результате анаэробного дыхания. Согласно другой 
гипотезе формиат мог образоваться в процессе окис-
ления гликолевой кислоты, однако однозначные дан-
ные, подтверждающие метаболический путь, в ходе 
которого образуется формиат, отсутствуют.

Первые опыты по определению локализации FDH 
в клетках растений были проведены в 1956 г. Оказа-
лось, что формиатдегидрогеназная активность при-
сутствует прежде всего в митохондриях [14]. Однако 
в силу того, что исследуемые образцы были загряз-
нены другими органеллами, нельзя было однознач-
но утверждать, что FDH локализована именно в ми-
тохондриях. В 1960 г. показали, что FDH находится 
не только в семенах, но и в других частях растений. 
Формиатдегидрогеназная активность выявлена в ли-
стьях капусты и шпината, корнях редиса и репы, поч-
ках цветной капусты, а также в плодах тыквы [15]. 
На листьях шпината показано, что в растительной 

клетке существуют как минимум два пути окисления 
формиата – с помощью FDH в митохондриях и пе-
роксидазы в пероксисомах [16]. Отдельно установили, 
что при pH > 6 формиат окисляется с помощью FDH 
в митохондриях, при более кислых значениях pH 
основную роль в окислении формиата играет перок-
сидаза в пероксисомах. Позже установили, что в ми-
тохондриях FDH представлена не индивидуальной 
молекулой, а входит в белковый комплекс массой 
около 200 кДа [17]. В качестве возможных кандидатов 
на образование таких комплексов рассматриваются 
глициндекарбоксилаза и фумараза, концентрация 
которых возрастает синхронно с ростом активности 
FDH [9].

В  ходе систематических исследований показа-
но, что величина формиатдегидрогеназной актив-
ности очень сильно зависит как от вида растения, 
так и от органа, в котором содержится фермент [18]. 
Также выявлена зависимость активности фермен-
та от скорости потребления кислорода растением. 
Так, в растениях с высоким потреблением кислоро-
да (шпинат, табак и др.) формиатдегидрогеназная 
активность была выше, чем в растениях с низким 
потреблением (бобовые, зеленый салат и др.) [18]. 
В этой же работе впервые было высказано предполо-
жение, что в результате окисления NADH, получен-
ного с помощью формиатдегидрогеназной реакции, 
запасенная энергия по электрон-транспортной цепи 
расходуется на образование АТР, удовлетворяя та-
ким образом энергетическую потребность клетки [18]. 
К сожалению, большой разброс в активности FDH 
у растений разного вида не позволяет однозначно 
ответить на вопрос о роли этого фермента в метабо-
лизме. Взаимосвязь метаболизма формиата и ответа 
растений на стрессовые воздействия впервые отме-
тили в 1978 г. [19], когда при выращивании ячменя 
в условиях избыточного увлажнения наблюдали по-
вышенное образование меченого углекислого газа 
из формиата.

На качественно новый уровень изучение физио-
логической роли формиатдегидрогеназы растений 
перешло в 1992 г. [20], когда обнаружили, что мито-
хондрии нефотосинтезирующих тканей картофеля 
содержат неизвестный полипептид с молекулярной 
массой около 40 кДа, составляющий до 9% всех бел-
ков митохондрий. кДНК этого полипептида клониро-
вали в 1993 г., а анализ кодируемой этой кДНК ами-
нокислотной последовательности показал, что она 
имеет более чем 55% гомологии с FDH из бактерий 
Pseudomonas sp. 101 [21]. Сравнение N-концевых по-
следовательностей природной FDH картофеля и кло-
нированного полипептида выявило в последнем при-
сутствие сигнального пептида из 23 аминокислотных 
остатков, который обеспечивает транспорт профер-
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мента из цитоплазмы в митохондрии. Полипептиды 
с такой же молекулярной массой найдены в расте-
ниях гороха, томата, лука и др., причем содержание 
FDH в митохондриях нефотосинтезирующих тканей 
(клубни, корни) было примерно в 8 раз выше, чем 
в листьях [20]. Кроме того, в растениях, выращенных 
без доступа света (стебли гороха, листья цикория, 
корни моркови, клубни батата и др.), количество FDH 
резко возрастало [20].

В настоящее время опубликованы многочислен-
ные данные в пользу того, что FDH синтезируется 
в большом количестве в условиях, неблагоприятных 
для роста растений – при засухе, пониженной тем-
пературе, воздействии жесткого ультрафиолетового 
излучения, химических соединений, при недостатке 
света, железа, а также при пониженном содержании 
кислорода, однако скорость ответа сильно зависит 
от типа воздействия. Например, самый быстрый ответ 
растений картофеля, выраженный синтезом мРНК, 
наблюдали при непосредственном повреждении рас-
тительной ткани (около 20 мин), в то время как время 
ответа на другие воздействия составило в среднем 8 ч 
[7]. В условиях нехватки железа количество мРНК 
формиатдегидрогеназы в корнях ячменя начинало 
увеличиваться через 1 день и достигало максимума 
через 14 дней [8, 22], тогда как в листьях синтез фор-
миатдегидрогеназы не увеличился. При анаэробном 
стрессе концентрация мРНК FDH в корнях ячменя 
повышалась уже через 12 ч и к 48 ч достигала мак-
симального значения. У приморской сосны биосинтез 
FDH усиливается в условиях засухи [23]. Повыше-
ние уровня мРНК FDH отмечено и в растениях Lotus 
japonicиs, росших в условии гипоксии [10].

Экспрессия генов мха Physcomitrella patens в от-
вет на стрессовые воздействия изучена в работе [24]. 
Растения мха обрабатывали абсцизовой кислотой 
(гормон, индуцирующий переход растений к перио-
ду покоя и способный тормозить рост стеблей; на-
капливается осенью в семенах и почках), а также 
охлаждали до +4оС. Обнаружено, что под действи-
ем абсцизовой кислоты увеличивается устойчивость 
мха к воздействию низких температур, а также из-
меняется набор экспрессируемых генов. FDH – один 
из ферментов, ген которых экспрессируется в ответ 
на абсцизовую кислоту. Оказалось, что уровень экс-
прессии гена FDH возрастает в течение нескольких 
часов после обработки абсцизовой кислотой, а так-
же при содержании растений на холоду в течение 
24 ч. В отсутствие абсцизовой кислоты ответ на воз-
действие низких температур развивается гораздо 
медленнее. Обработка хлоридом натрия в больших 
концентрациях (0.125 и 0.25 М) и маннита (0.25 и 0.5 
М) увеличивала как устойчивость мха к действию 
низких температур, так и экспрессию ряда генов, 

в  том числе гена FDH. Таким образом, показано, 
что и у высших растений, и у мхов формиатдегидро-
геназа служит белком стресса, и уровень синтеза 
этого фермента может регулироваться гормонами. 
Другие растительные гормоны, такие, как ауксин 
и  цитокинин, также влияют на  активность FDH 
у высших растений [25].

Синтез FDH изучен и у Arabidopsis thaliana, под-
вергнутых различным воздействиям. Это первое 
растение, у которого определена полная нуклеотид-
ная последовательность генома, поэтому во многих 
случаях A. thaliana используется как  модельное 
растение. Растения опрыскивали различными С1-
соединениями: метанолом, формальдегидом, форми-
атом, и проводили Нозерн-блот-анализ, используя 
кДНК FDH в качестве пробы. Наиболее интенсивная 
экспрессия гена FDH наблюдалась при обработке 
формальдегидом или метанолом. Более низкий уро-
вень экспрессии наблюдался в образцах, опрыскан-
ных формиатом и деионизованной водой. Не обнару-
жено повышения экспрессии гена FDH в растениях 
с обрезанными листьями, а также в контрольном эк-
земпляре. Эти данные позволили сделан вывод о том, 
что синтез FDH индуцируется в большей степени 
не субстратом – формиатом, а его восстановленной 
формой – формальдегидом [26]. Показано также [27], 
что одноуглеродные соединения – метанол, формаль-
дегид и формиат, индуцируют синтез FDH в листьях 
растений. Метанол влияет непосредственно на синтез 
FDH-транскриптов, в то время как его окисленные 
модификации (формальдегид, формиат) могут слу-
жить сигнальными молекулами. Анализ N-концевой 
области фермента позволил предположить, что FDH 
может транспортироваться и в хлоропласты. Двойная 
локализация FDH – и в митохондриях, и в хлоропла-
стах, показана на трансгенных растениях A. thaliana 
и табака, содержащих ген AthFDH [28].

Невыясненным остается происхождение формиата 
в клетках растений, подвергнутых стрессовым воздей-
ствиям. Были высказаны предположения, что форми-
ат может синтезироваться в процессе фотодыхания, 
метаболизма метанола, а также из глиоксилата, об-
разующегося из различных продуктов цикла Кребса 
[7]. Обсуждалось образование формиата из серина, 
как это происходит в бактериях [1], поскольку добав-
ление серина приводило к увеличению концентрации 
FDH в растениях картофеля. В ходе дальнейших экс-
периментов [29] получен трансгенный картофель, в ко-
тором подавлен синтез FDH. Оказалось, что в тканях 
трансгенных растений накапливается формиат, кото-
рый не окисляется в дальнейшем до углекислого газа. 
Показано также, что в условиях засухи в трансгенном 
картофеле образуется большое количество пролина 
и его предшественника – глутамата.
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Метаболизм формиата и  его физиологическая 
роль хорошо изучены [30]. В фотосинтезирующих 
тканях картофеля формиат служит главным пред-
шественником всех других углеродсодержащих со-
единений, и синтезируется он главным образом че-
рез ферредоксин-зависимую фиксацию углекислого 
газа. В других тканях формиат является побочным 
продуктом фотодыхания и неких ферментативных 
процессов, его образование, по-видимому, может 
быть результатом непосредственного восстановле-
ния углекислого газа в хлоропластах. В растениях 
картофеля метаболизм формиата связан с синтезом 
серина.

Тесная взаимосвязь между биосинтезом формиа-
та и серина существует и у A. thaliana [31]. Получе-
ны три линии трансгенных растений с повышенной 
экспрессией FDH. Уровень формиата в трансгенных 
растениях был практически таким же, как и в A. thal-
iana дикого типа. При добавлении меченого формиа-
та образование радиоактивно меченного углекислого 
газа в трансгенных растениях происходило гораздо 
интенсивнее, в то время как накопление серина оста-
валось на прежнем уровне. Трансгенные растения A. 
thaliana с повышенным уровнем экспрессии гена FDH 
получены и в работе [32].

Фосфорилирование – важнейший способ регуляции 
метаболизма. Известно 14 белков митохондрий карто-
феля, которые могут находиться в фосфорилирован-
ном виде [33], в том числе и FDH. Идентифицированы 
аминокислотные остатки митохондриальной FDH кар-
тофеля, которые подвергаются фосфорилированию – 
Thr76 и Thr333 [34]. Анализ структуры FDH показал, 
что эти два остатка треонина находятся на поверхно-
сти белковой глобулы и могут быть легко доступны 
для киназ, катализирующих процесс фосфорилиро-
вания. Высокий уровень фосфорилирования наблю-
дается и в субъединице Е1-α пируватдегидрогеназы 
(ПДГ). Фосфорилирование как FDH, так и пируватде-
гидрогеназы регулируется изменением концентрации 
NAD+, формиата и пирувата, что говорит о сходстве 
в  механизмах регуляции работы этих ферментов. 
При повышении концентрации NAD+, формиата и пи-
рувата уровень фосфорилирования фермента сильно 
снижается. Предполагается, что пируват может пре-
вращаться в формиат в реакции, катализируемой 
пируват-формиатлиазой (ПФЛ), а далее формиат 
окисляется при участии FDH.

Как видно из представленных данных, формиат-
ион вовлечен в большое количество сложно регули-
руемых метаболических процессов. Наиболее полную 
схему участия формиата в метаболизме растений 
можно найти в работе [11].

Исследования последних лет свидетельствуют, 
что содержание FDH в митохондриях растений воз-

растает в ответ не только на физические и хими-
ческие факторы, но и при «биологической атаке». 
Активацию биосинтеза FDH наблюдали при зара-
жении дуба черешчатого (Quercus robur) патогенным 
грибом Piloderma croceum [35], пшеницы – грибом 
Blumeria graminis f. sp. tritici [36] и фасоли (P. vul-
garis) – грибом Colletotrichum lindemuthianum [11]. 
В геноме фасоли имеются три гена FDH, и их экс-
прессия регулируется типом воздействия. Предпо-
лагают, что синтез FDH у пшеницы индуцируется 
метанолом в результате воздействия пектинметил
эстеразы на пектин. В растениях табака Nicotiana 
attenuate, поврежденных гусеницами Manduca sexta, 
происходит выделение конъюгатов жирных кислот, 
которые запускают синтез ряда белков, в том числе 
и FDH [37].

В заключение этого раздела отметим, что фор-
миатдегидрогеназа – это универсальный фермент, 
вовлеченный в ответ клеток на стресс, вызванный 
как экзогенными (негативные воздействия окружа-
ющей среды), так и эндогенными (нехватка важней-
ших микроэлементов, воздействие патогенов) про-
цессами. Это свидетельствует о ключевой роли FDH 
в процессах метаболизма высших растений. Получе-
ние мутантных форм FDH, обладающих повышенной 
каталитической активностью, и встраивание их генов 
в геном растений вместо генов ферментов дикого типа 
открывает принципиально новый подход к созданию 
растений с повышенной устойчивостью к стрессовым 
воздействиям. 

Особенности первичной структуры 
растительных FDH
Активное развитие методов мегасеквенирования 
привело к тому, что практически каждый день пу-
бликуется структура генома различных организмов, 
включая растения. Поиск в базах данных GenBank 
(GB), EMBL, а также KEGG (http://www.genome.jp/) 
позволил найти нуклеотидные последовательности 
генов (полные или в виде кДНК) растительных FDH 
более чем из 70 источников. Кроме того, ряд после-
довательностей, отсутствующих в банках данных, 
представлен в работе [11]. В табл. 1 приведены на-
звания растений, а также сокращенные обозначения 
FDH. При сравнении использовали FDH, характер-
ные для  различных микроорганизмов, например, 
ферменты метилотрофных бактерий Pseudomonas 
sp. 101 (наиболее изученная к настоящему времени 
FDH) и Moraxella sp. C2, патогенных Burkholderia 
stabilis и Bordetella bronchiseptica RB50 (Alcaligenes 
bronchisepticus), глубоководных некультивируе-
мых морских альфа-протеобактерий и азотофикси-
рующих бактерий Sinorhizobium meliloti, дрожжей 
Saccharomyces cerevisiae и Candida boidinii.
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Таблица 1. Источники и сокращенные обозначения формиатдегидрогеназ, рассмотренных в данной работе

Организм
FDH Источник данных

Латинское название Русское название

РАСТЕНИЯ

Antirrhinum majus Львиный зев AmaFDH1 KEGG: EST 2545

Aquilegia formosa x Aquilegia pubescens Лютик
ApuFDH1 KEGG: EST 273

ApuFDH2 [11]

Arabidopsis thaliana Резуховидка Таля AthFDH EMBL AF208029

Brachypodium distachyon Коротконожка BdiFDH1 [11]

Brassica napus Рапс
BnaFDH1 [11]

BnaFDH2 KEGG: EST 21261

Brassica oleracea Капуста BolFDH1 [11]

Cryptomeria japonica Японский кедр CjaFDH1 KEGG: EST 5066

Carica papaya Папайя CpaFDH1 KEGG: EST 3924

Citrus reticulata Мандарин CreFDH3 KEGG: EST 11052

Citrus sinensis Апельсин CsiFDH1 [11]

Coffea canephora Кофе CcaFDH1 KEGG: EST 1007

Festuca arundinacea Овсяница тростниковая FarFDH1 KEGG: EST 5855

Glycine max Соя

SoyFDH1 GB AK244764, [38]

SoyFDH2 GB BT094321

SoyFDH3 GB AK243932, [38]

SoyFDH4 GB BT095613

SoyFDH5 KEGG: EST 19520

Gossypium arboreum Хлопчатник GarFDH1 KEGG: EST 1085

Gossypium hirsutum Хлопчатник GhiFDH1 KEGG: EST 19680

Gossypium raimondii Хлопчатник GraFDH1 KEGG: EST 213

Helianthus annuus Подсолнечник HanFDH1 [11]

Hordeum vulgare Ячмень обыкновенный HvuFDH1 GB D88272, [8]

Ipomoea batatas Батат IbaFDH EMBL BM878811

Lactuca saligna Латук солончаковый LsaFDH1 KEGG: EST 1616

Lotus japonicus Лядвенец LjaFDH1 GB FM865900, [10]

Lycopersicon esculentum Томат LesFDH1 GB AJ849378

Malus domestica Яблоня MdoFDH EMBL CN496368

Manihot esculenta Маниок съедобный, кассава MesFDH1 KEGG: EST 2788

Medicago truncatula Люцерна трункатула MtrFDH1 KEGG: EST 1503

Mesembryanthemum crystallinum Ледяник, хрустальная трава McrFDH GB BE035085

Nicotiana tabacum Табак NtaFDH1 [11]

Oryza sativa Japonica group Рис японский OsaFDH_Ja GB AK065872, [39]

Oryza sativa_indica cultivar-group Рис индийский OsaFDH_In GB CT832868, [40]

Oryza sativa Рис OsaFDH1 AB019533, [41]

Panicum virgatum Просо PviFDH1 KEGG: EST 8602

Phaseolus vulgaris Фасоль обыкновенная PvuFDH1 GB ACZ74695, [42]

Phyllostachys edulis Бамбук PedFDH GB FP093692

Physcomitrella patens Мох Фискомитрелла раскрытая PpaFDH GB XM001768721, [43]

Picea glauca Ель сизая PglFDH1 KEGG: EST 2327

Picea sitchensis Ель ситхинская PsiFDH GB EF085163, [44]

Pinus pinaster Сосна приморская PpiFDH1 KEGG: EST 174
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Pinus taeda Сосна ладанная 

PtaFDH1 [11]

PtaFDH2 KEGG: EST 2972

PtaFDH3 KEGG: EST 15504

Populus nigra Тополь черный PniFDH2 KEGG: EST 7989

Populus tremula Осина PtmFDH1 KEGG: EST 4757

Populus trichocarpa Тополь волосистоплодный PtrFDH1 GB XM002320465, [45]

Prunus persica Персик PpeFDH1 KEGG: EST 4281

Quercus robur Дуб черешчатый QroFDH1 GB AJ577266.2, [35]

Raphanus raphanistrum subsp. 
raphanistrum Редька дикая RraFDH1 KEGG: EST 15157

Ricinus communis Клещевина RcoFDH1 GB XM_002517292

Saccharum officinarum Сахарный тростник SofFDH1 KEGG: EST 18227

Solanum tuberosum Картофель StuFDH1 GB Z21493, [21]

Sorghum bicolor Сорго
SbiFDH1 GB XM002438363, [46]
SbiFDH2 GB XM002454363, [46]

Taraxacum officinale Одуванчик обыкновенный TofFDH1 [11]

Theobroma cacao Какао TcaFDH1 KEGG: EST 10274

Triphysaria pusilla Карликовый совиный клевер TpuFDH1 KEGG: EST 5550

Triticum aestivum Мягкая пшеница TaeFDH1 GB AK332605, [47]

Vigna unguiculata Коровий горох VunFDH1 KEGG: EST 6491

Vitis vinifera Виноград VviFDH1 GB XM002278408

Yucca filamentosa Юкка YfiFDH1 [11]

Zea mays Кукуруза ZmaFDH GB EU967680, [48]

Zingiber officinale Имбирь ZofFDH1 KEGG: EST 5316

МИКРОСКОПИЧЕСКИЕ ГРИБЫ

Aspergillus oryzae Аспергилл, плесневый гриб AorFDH1 NCBI XM001827498

Mycosphaerella graminicola Плесневый гриб MgrFDH GB AW180713 180985 
180259 180189 180073

Penicillium marneffei Плесневый гриб PmaFDH1 GB XM002153251

Ajellomyces capsulatus Патогенный гриб
AjcFDH1

[49]
AjcFDH3

ДРОЖЖИ

Candida boidinii Метилотрофные CboFDH EMBL AF004096

Saccharomyces cerevisiae Пекарские SceFDH EMBL Z75296

БАКТЕРИИ

Pseudomonas sp. 101 Метилотрофные PseFDH [50]

Moraxella sp. Метилотрофные MorFDH EMBL Y13245

Burkholderia stabilis Патогенные BstFDH [51]

Bordetella bronchiseptica RB50 
(Alcaligenes bronchisepticus) Патогенные BbrFDH EMBL BX640441

Uncultured marine alpha 
proteobacterium HOT2C01 cosmid clone

Некультивируемые глубо-
ководные морские альфа-

протеобактерии
UmaFDH GB AY372455

Sinorhizobium meliloti Азотофиксирующие SmeFDH GB AE006469, [52]
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Отличительной чертой расти-
тельных FDH является наличие 
на N-конце синтезируемого профер-
мента сигнального пептида, который 
отвечает за транспорт FDH из цито-
плазмы в митохондрии [21]. У бак-
териальных и дрожжевых FDH сиг-
нальные пептиды отсутствуют. Гены 
FDH ряда патогенных микроскопиче-
ских грибов также содержат нуклео-
тидную последовательность, коди-
рующую сигнальный пептид. Однако 
в зависимости от состояния клетки-
хозяина синтезируемая с гена FDH 
РНК подвергается альтернативному 
сплайсингу, в  результате которого 
образуются разные мРНК, кодирую-
щие белок как с сигнальным пепти-
дом, так и без него [49].

На рис. 1 представлены сигналь-
ные последовательности формиат-
дегидрогеназ из  различных источ-
ников. Подчеркнуты потенциальные 
специфические последовательности, 
обеспечивающие транспорт фермен-
та в митохондрии. Остаток, после ко-
торого происходит отщепление сиг-
нального пептида, показан зеленым 
курсивом. У большинства формиат-
дегидрогеназ это остаток аргинина, 
в этом положении находятся также 
остаток серина (FDH сорго SbiFDH1, 
клещевины RcoFDH1), лизина (ви-
ноград VviFDH1), пролина (FDH сои 
SoyFDH1, SoyFDH2, изоформы 1, 2). 
Сигнальная последовательность FDH 
обогащена аминокислотными остат-
ками, содержащими гидроксиль-
ные или положительно заряженные 
группы, и  способна образовывать 
амфифильную α-спираль. Сигналь-
ная последовательность очень кон-
сервативна: удаление всего двух 
N-концевых аминокислот полно-
стью блокирует транспорт фермен-
та в митохондрии [53]. Установлено, 
что N-концевой мотив МАМ позволя-
ет осуществлять быстрый транспорт 
фермента в митохондрии. На рис. 1 
представлены N-концевые последо-
вательности 63 растительных FDH, 
из них мотив МАМ в положении 1–3 
имеют 35 ферментов. У ряда расти-
тельных FDH на N-конце находятся 

BdiFDH1---------------------MAMWRAAARQLVDRALVGSRAAHTSAG-SKKIVGVF
PedFDH-----------------------MAMWRAAARQLVDRALGSRAAHTSAG-SKKIVGVF
FarFDH1------------------------MWRAAARHLVDRALGSRAAHTSAG-SKKIVGVF
HvuFDH1---------------------MAAMWRAAARQLVDRAVGSRAAHTSAG-SKKIVGVF
TaeFDH1---------------------MAAMCRAAARQLVDRAVGSRAAHTSAG-SKKIVGVF
SbiFDH1----------------------MAMWRAAARQLVDRALGSSAAHTSAG-SKKIVGVF
SofFDH1----------------------MAMWRAAARKLVDRALGSRAAHTSAG-SKKIVGVF
ZmaFDH-----------------------MAMWRAAARQLVDRALGSRAAHTSTG-SKKIVGVF
PviFDH1----------------------MAMWRAAARQLVDRALGARAAHTSAG-SKKIVGVF
OsaFDH1----------------------MAMWRAAAGHLLGRALGSRAAHTSAG-SKKIVGVF
SbiFDH2--------------MAMRRAAQQAARFAMGPHVPHTAPAARSLHASAG-SKKIVGVF
LjaFDH1------------MAMKRAASSAVRSLLTAPTPNPSSSIFSRNLHASGG-KKKIVGVF
MtrFDH1------------MAMKRAASTLITASSKISSLSSPSSIITRDLHASGG-KKKIVGVF
PvuFDH1-------------------MAMKRAAASSAFRSLLSSTFSRNLH------KKIVGVF
VunFDH1-------------------MAMRRAAGSSAIRSLFSSTFSRNLHVSGE-KKKIVGVF
SoyFDH3-----------------MAMMKRAASSSVRSLLSSSSTFTRNLHASGE-KKKIVGVF
SoyFDH4-----------------MAMMKRAASSALRSLIASSSTFTRNLHASGE-KKKIVGVF
SoyFDH1--MSNFTLKMSDPTLAQQHLVKVHTTTHETVVTTHNHNQTPSINASGE-KKKIVGVF
SoyFDH2--MLNFTLKMSDPTLAQPHLVKVHTT-LETVVTTHNHNHRPSINASGE-KKKIVGVF
SoyFDH5----------------------MAMKRAVQSLLASSSTLTRNLHASGE-KKKIVGVF
TofFDH1-------------MAIAMKRAAAAAATRAISSANSGSIFTRHLHASSG-KKKIVGVF
LsaFDH1--------------------------MAIAMKSDSGSILTRHLHASSG-KKKIVGVF
HanFDH1------------MAMSMAMKRSAAAATRALSSATSSSILTRDLHSSSG-KKKIVGVF
AmaFDH1----------------MAMKRAAVTAVRALTSSAPSSVLTRGLHASPG-SKKIVGVF
TpuFDH1--------------MAMKRAVASTVGAITSSGNPASSVLARYLHASPG-SKKIVGVF
LesFDH1-----------------MAMRRVASTAARAIASPSSLVFTRELQASPG-PKKIVGVF
StuFDH1-----------------MAMSRVASTAARAITSPSSLVFTRELQASPG-PKKIVGVF
NtaFDH1-------------MAMRRVASTAARAFASSSPSPSSLVFTRELQASPG-SKKIVGVF
VviFDH1---------------MAMMKRVAESAVRAFALGSTSGALTKHLHASAG-SKKIVGVF
MesFDH1---------------MKRAATSAIRAFPSSFGISGSSALGRHLHASAG-SKKIVGVF
GraFDH1------------------MKQVANSAIKAIANSGSSSLLTRQLHASPG-SKKIVGVF
GarFDH1------------------MKQVANSAIKAIANSGSSSLLTRQLHASPG-SKKIVGVF
GhiFDH1------------------MKQVANSAIKAIANSGSSSLLTRQLHASPG-SKKIVGVF
TcaFDH1------------------MKQVASSAIKALANSGSSSVLTRQLHASPG-SKKIVGVF
CcaFDH1--------------MAMKRVAASALRAFTSSGNSTSSLLTRRLHASPG-SKKIVGVF
IbaFDH---------------MAMRRVAASGLRAFASYGNPS--LLTRQLHASPG-SKKIVGVF
ApuFDH1---------------MATRKAVVLGAQSLLRSSSTSSPSIRNLHASSE-SKKIVGVF
ApuFDH2-----------------MKKAALSTVQSVLSSSSFSTRLVRHSHTSPG-SKKIVGVF
YfiFDH1----------------MAMLRAAKQAIQTLGSRIPSSSTFSRHLHASPG-SKKIVGVF
ZofFDH1---------------MAMLRAAKHAMRALGSRAPDASPFARMLHASTG-SKKIVGVF
QroFDH1--------------------------MAGAATSAIKSVLTRHLHASPG-SKKIVGVF
RcoFDH1------------MKSYSKRIALWLQRIEDGASDVTEELGVSINSASAG-SKKIVGVF
BnaFDH2---------------MAMRRVTRAAIRASCVSSSSSGYFARKFNASSGDSKKIVGVF
BolFDH1-------------------MAMRRVIRASCVSSSSTGYLARKFHASSGDSKKIVGVF
CsiFDH1-------------MAMKRVASSAINAFASSGYLRSSSRFSRHY-ASSG-RKKIVGVF
MdoFDH--------------MASKGVIASAVRALASSGSSASSTTFTRHLHASGG-SKKIVGVF
PpeFDH1---------------MKGVIASAVRTLASSGSSASSTTFTRHLHASAG-SKKIVGVF
CpaFDH1-------------MKRAATSAIKAFASSQTSFSGLSTNFARNLHASPG-SKKIVGVF
CreFDH3---------------MKRVASSAINAFASSGYLRSSSRFSRHY-ASSG-SKKIVGVF
BnaFDH1----------------MAMRRITGAIRASCVSSSSSGYFARQFHASSGDSKKIVGVF
AthFDH----------------MAMRQAAKATIRACSSSSSSGYFARRQFNASSGDSKKIVGVF
RraFDH1--------------------MAMQAAIRACVSSNSSGFLSRHLHASSGDSKKIVGVF
PpiFDH1----------MASRRAVISAFRAASRRPICSPVSSIASSVRELHAPAG-SNKIVGVF
PtaFDH2--------------MASRRSVISAFRAASRRPICSPVSSVRELHAPAG-SNKIVGVF
PtaFDH3----------MASKRAVISAFRAASRRPICSPVSSIASSVRELHAPAG-SNKIVGVF
PtaFDH1----------MASRRSVISAFRAASRRPICSPVS----SVRELHAPAG-SNKIVGVF
PsiFDH-----------MASKRAVISTFRAASRKPIFSSVSPLASSVRELHAPAG-SNKIVGVF
PglFDH1----------MASKRAVISTFRAASRRPICSSVSPLASSVRKLHAPAG-SNKIVGVF
CjaFDH1----------MASKRAVKS---AAQ------AFSPL-SSIRALHAPAG-PNKIVGVF
PtrFDH1-----------MAMKRAATSAIRAFSSSSPASSVSSGSSTRLLHASAE-SKKIVGVF
PtmFDH1-----------MAMKRAATSAIRAFSSSSPSSSLSSGSSTRLLHASAE-SKKIVGVF
PniFDH2-----------MAMKRAATSAIRAFSSASPASSVSSGSSTRLLHASAE-SKKIVGVF
McrFDH-----------------MKRATASAIRAMVASSTNSSTILSRNLHASSD-SKKIVGVF
AorFDH1-------------------MTFARSITRAALKASPLSRASRTFSSSSSAQSKVLMVL
MgrFDH--MVFARSSLRMARPASSLLSQRATASFTQRGANLARAGGVRTLTSTSSRQGKVLLVL
PmaFDH1------MVFSRSIPRALQRPATSLLAIPARQWRAPVFSGVRTLTASAPRQGKVLMVL
AjcFDH3-------MGRGLPRSSSAPFPGYNTQSYGPLPRLPSLTRVITLTASPKLQGKVLLVL
AjcFDH1-------------------------------------------------MGKVLLVL
PseFDH--------------------------------------------------MAKVLCVL

Рис. 1. Сигнальные последовательности растительных формиатдеги-
дрогеназ. Здесь и на рис. 2 и 3 обозначения ферментов см. в табл. 1. 
Названия ферментов из растений выделены зеленым, из микроскопи-
ческих грибов – розовым, а FDH из бактерий – синим. Подчеркнуты 
потенциальные специфические последовательности, обеспечиваю-
щие транспорт фермента в митохондрии. Остаток, после которого 
происходит отщепление сигнального пептида, показан зеленым кур-
сивом. Красным выделены консервативные аминокислотные остатки 
для всех формиатдегидрогеназ.
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Рис. 2. Филогенетическое дерево N-концевых последовательностей FDH растений.
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сходные мотивы: MAAM (у двух) 
и MAS (у восьми). N-Концевые ами-
нокислотные последовательности 
изоферментов 1 и 2 FDH сои резко 
отличаются от  последовательно-
стей других растительных форми-
атдегидрогеназ как по составу (на-
чинается с MSN и MLN), так и по 
размеру, что говорит о возможной 
специфической функции этих изо-
форм FDH. На рис. 1 представлены 
также N-концевые последователь-
ности FDH грибов Aspergillus ory
zae, As. flavus, Penicillium marn-
effei, Mycosphaerella graminicola, 
Ajellomyces capsulatus (названия 
отмечены розовым). Приведены 
две изоформы фермента из Aj. cap-
sulatus (AjcFDH1 и AjcFDH3), об-
разующиеся в результате альтер-
нативного сплайсинга мРНК [49]. 
Некоторые последовательности 
содержат также остаток аргинина, 
по которому может происходить от-
щепление сигнального пептида (от-
мечен курсивом и розовым цветом). 
По-видимому, у микроскопических 
грибов существует аналогичный 
механизм транспорта FDH в раз-
личные органеллы клетки. Крас-
ным на рис. 1 выделены полностью 
консервативные во всех формиат-
дегидрогеназах остатки Lys и Val. 
Для сравнения показана N-концевая 
последовательность формиатдеги-
дрогеназы из Pseudomonas sp. 101, 
высокогомологичная N-концевой 
области AjcFDH3 без сигнального 
пептида. Из рис. 1 видно, что после-
довательности сигнальных пепти-
дов в ферментах из растений одно-
го семейства (пасленовые: томаты, 
картофель; злаки: рис, ячмень, 
рожь и др.) имеют высокую степень 
гомологии.

У большинства растений FDH на-
ходится в митохондриях, но деталь-
ное изучение сигнального пептида 
фермента из A. thaliana показало, 
что фермент может транспортиро-
ваться и в хлоропласты. N-Концевая 
часть этого фермента сильно от-
личается от сигнальных последо-
вательностей FDH из картофеля, 



ОБЗОРЫ

ТОМ 3  № 4 (11)  2011 | Acta naturae | 49

F
a
r
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
N
L
E
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
P
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
T
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
V
R
N
F
L
P
G
Y
Q
Q
V
V
Q
G
E
W
D
V
A
G
I
A
H
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
R
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
L
Q
I
N
P
E
L
E
K
E
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
L
D
A
M
L
P
K
C
D
V
I
V

H
v
u
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
T
P
E
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
P
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
R
V
T
G
S
N
T
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
L
R
N
F
L
P
G
Y
Q
Q
V
V
K
G
E
W
N
V
A
G
I
A
H
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
Y
G
R
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
L
Q
I
N
P
E
L
E
K
E
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
L
D
A
M
L
P
K
C
D
V
V
V

T
a
e
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
N
L
E
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
P
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
T
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
L
R
N
F
L
P
G
Y
Q
Q
V
V
K
G
E
W
N
V
A
G
I
A
H
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
R
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
L
Q
I
N
P
E
L
E
K
E
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
L
D
A
M
L
P
K
C
D
V
I
V

Z
m
a
F
D
H
 
 
I
K
N
A
K
N
L
E
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
P
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
T
V
S
V
A
E
D
E
L
L
R
I
L
I
L
L
R
N
F
L
P
G
Y
Q
Q
V
V
Q
G
E
W
N
V
A
G
I
A
H
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
R
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
L
Q
I
D
P
E
L
E
K
E
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
L
D
A
M
L
P
K
C
D
V
I
V

O
s
a
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
N
L
E
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
P
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
T
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
L
R
N
F
L
P
G
Y
Q
Q
V
V
H
G
E
W
N
V
A
G
I
A
Y
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
R
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
L
K
I
D
P
E
L
E
K
E
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
Y
E
E
D
L
D
A
M
L
P
K
C
D
V
I
V

S
b
i
F
D
H
2
 
I
A
R
A
K
N
L
E
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
V
D
L
P
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
T
V
S
V
A
E
D
Q
L
M
R
V
L
V
L
M
R
N
F
L
P
G
H
H
Q
A
I
S
G
E
W
D
V
A
G
V
A
H
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
R
L
L
L
Q
R
L
R
P
F
N
C
-
K
L
L
Y
H
D
R
L
R
I
D
P
A
L
E
A
E
T
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
Q
F
E
A
D
L
D
A
M
L
P
K
C
D
V
V
V

L
j
a
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
N
L
E
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
N
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
T
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
V
R
N
F
L
P
G
Y
H
Q
A
I
T
G
E
W
N
V
A
G
I
A
H
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
I
G
T
V
G
A
G
R
I
G
K
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
L
K
M
E
P
E
L
E
K
E
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
L
D
A
M
L
P
K
C
D
V
I
V

S
o
y
F
D
H
3
 
I
K
K
A
Q
K
L
E
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
V
D
L
K
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
M
R
N
F
L
P
G
Y
H
Q
A
V
K
G
E
W
N
V
A
G
I
A
H
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
K
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
F
D
R
L
R
I
D
P
E
L
E
K
E
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
L
D
A
M
L
P
K
C
D
V
I
V

S
o
y
F
D
H
2
 
I
K
K
A
Q
K
L
E
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
V
D
L
K
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
M
R
N
F
L
P
G
Y
H
Q
A
V
K
G
E
W
N
V
A
G
I
A
H
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
K
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
F
D
R
L
R
I
D
P
E
L
E
K
E
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
L
D
A
M
L
P
K
C
D
V
I
V

A
m
a
F
D
H
1
 
I
N
K
A
K
N
L
Q
L
L
L
T
A
G
I
G
S
E
H
I
D
L
K
A
A
A
D
-
-
A
G
L
T
G
A
E
G
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
V
R
N
F
L
P
G
H
H
Q
V
I
N
G
E
W
D
V
A
A
I
A
Y
R
S
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
R
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
L
K
M
D
P
E
L
E
S
Q
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
Q
F
Q
E
D
P
D
A
M
L
P
K
C
D
I
I
V

T
p
u
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
N
L
Q
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
Q
A
A
A
D
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
V
R
N
F
L
P
G
H
H
Q
V
I
N
G
D
W
N
V
A
A
I
A
H
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
R
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
L
K
M
E
P
E
L
E
N
E
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
L
D
A
M
L
P
K
C
D
I
I
V

L
e
s
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
N
L
Q
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
V
D
L
K
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
T
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
V
R
N
F
L
P
G
H
H
Q
V
I
N
G
E
W
N
V
A
A
I
A
H
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
R
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
L
K
M
D
S
E
L
E
N
Q
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
L
D
K
M
L
S
K
C
D
I
V
V

S
t
u
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
N
L
Q
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
V
D
L
K
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
T
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
V
R
N
F
L
P
G
H
H
Q
V
I
N
G
E
W
N
V
A
A
I
A
H
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
R
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
L
K
M
D
S
E
L
E
N
Q
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
L
D
K
M
L
S
K
C
D
I
V
V

V
v
i
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
N
L
Q
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
K
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
V
R
N
F
L
P
G
H
H
Q
V
I
S
G
E
W
N
V
A
G
I
A
Y
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
R
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
I
K
M
D
P
E
L
E
N
Q
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
V
D
V
M
L
P
K
C
D
I
I
V

G
h
i
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
N
L
Q
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
V
D
L
K
A
A
A
E
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
V
R
N
F
V
P
G
Y
H
Q
V
I
T
G
D
W
N
V
A
G
I
A
Y
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
I
G
A
G
R
I
G
K
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
V
K
I
D
P
E
L
E
K
Q
T
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
L
D
A
M
L
P
K
C
D
I
I
V

T
c
a
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
N
L
Q
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
V
D
L
K
A
A
A
E
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
V
R
N
F
L
P
G
H
H
Q
V
I
T
G
D
W
N
V
A
G
I
A
Y
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
I
G
A
G
R
I
G
R
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
V
K
I
D
P
E
L
E
K
Q
T
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
L
D
A
M
L
P
K
C
D
I
I
V

C
c
a
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
N
L
Q
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
V
D
L
K
A
A
A
D
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
V
L
I
L
V
R
N
F
V
P
G
H
H
Q
V
I
S
G
D
W
N
V
A
G
I
A
Y
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
R
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
I
K
M
D
P
E
L
E
N
Q
T
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
L
D
K
M
L
P
K
C
D
I
I
V

A
p
u
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
N
L
Q
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
K
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
V
R
N
F
V
P
G
Y
K
Q
V
I
T
G
D
W
N
V
A
A
I
A
H
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
R
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
V
K
M
D
S
D
L
E
S
Q
T
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
Y
E
E
D
L
D
A
M
L
P
K
C
D
I
I
V

Z
o
f
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
N
L
Q
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
K
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
T
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
V
R
N
F
L
P
G
Y
H
Q
V
I
N
G
D
W
N
V
A
A
I
A
Y
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
K
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
L
K
M
E
P
D
L
E
K
E
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
L
D
K
M
L
P
K
C
D
V
I
V

Q
r
o
F
D
H
1
 
I
T
K
A
K
N
L
Q
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
P
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
V
R
N
F
L
P
G
Y
H
Q
A
I
S
G
E
W
N
V
A
A
I
S
H
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
K
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
L
K
M
D
P
E
L
E
N
Q
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
N
F
E
E
D
L
D
A
M
L
P
K
C
D
I
I
V

R
c
o
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
N
L
Q
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
K
A
A
A
E
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
V
R
N
F
L
P
G
Y
H
Q
V
I
S
G
D
W
N
V
A
G
I
A
Y
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
R
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
I
K
M
D
P
E
L
E
N
Q
T
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
Y
E
E
D
L
D
A
M
L
P
K
C
D
I
V
V

B
n
a
F
D
H
2
 
I
K
K
A
K
N
L
Q
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
Q
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
M
R
N
F
V
P
G
Y
N
Q
V
V
N
G
E
W
N
V
A
G
I
A
Y
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
K
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
G
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
L
Q
M
G
P
E
M
E
K
E
T
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
Y
V
E
S
L
D
E
M
L
P
K
C
D
V
V
V

B
o
l
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
N
L
Q
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
Q
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
M
R
N
F
V
P
G
Y
N
Q
V
V
N
G
E
W
N
V
A
G
I
A
Y
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
K
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
G
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
L
Q
M
G
P
E
M
E
K
E
T
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
Y
V
E
S
L
D
E
M
L
P
K
C
D
V
V
V

M
d
o
F
D
H
 
 
I
K
K
A
K
N
L
E
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
K
A
A
P
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
G
S
V
A
E
D
E
L
M
K
I
L
N
L
V
P
N
F
V
P
G
Y
Q
Q
I
V
T
G
E
W
N
V
A
G
I
A
H
R
A
Y
D
L
E
R
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
R
L
L
L
L
T
L
N
P
V
H
C
-
D
L
L
Y
H
D
R
V
K
I
D
P
E
V
E
Q
H
T
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
D
D
L
D
A
M
L
P
R
C
D
V
I
V

P
p
e
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
N
L
Q
L
L
L
T
A
G
V
G
S
D
H
I
D
L
K
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
V
R
N
F
V
P
G
Y
T
Q
I
V
N
G
E
W
K
V
A
G
I
A
H
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
K
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
H
L
L
Y
H
D
R
F
K
I
D
P
E
L
E
Q
Q
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
L
D
A
M
L
P
K
C
D
V
I
V

C
p
a
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
N
L
Q
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
K
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
V
M
R
V
L
I
L
M
R
N
F
V
P
G
Y
Q
Q
V
V
N
G
E
W
N
V
A
A
I
A
C
R
S
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
R
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
V
K
M
D
P
E
L
E
S
Q
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
L
D
K
M
L
P
K
C
D
V
I
V

A
t
h
F
D
H
 
 
I
K
K
A
K
N
L
K
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
Q
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
M
R
N
F
V
P
G
Y
N
Q
V
V
K
G
E
W
N
V
A
G
I
A
Y
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
I
G
T
V
G
A
G
R
I
G
K
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
G
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
L
Q
M
A
P
E
L
E
K
E
T
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
V
E
D
L
N
E
M
L
P
K
C
D
V
I
V

P
p
i
F
D
H
1
 
I
Q
E
G
K
E
L
K
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
N
A
A
A
A
-
-
A
G
V
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
M
R
N
F
V
P
G
Y
K
Q
I
V
E
G
D
W
K
V
A
A
I
S
Y
R
S
Y
D
L
E
G
K
T
I
G
T
I
G
A
G
R
I
G
K
E
L
L
K
R
L
K
P
F
N
C
-
K
L
L
Y
H
D
R
L
S
I
G
P
E
L
E
K
E
T
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
T
L
E
T
K
L
D
E
M
L
P
K
C
D
V
V
V

P
t
a
F
D
H
2
 
I
Q
E
G
K
E
L
K
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
N
A
A
A
A
-
-
A
G
V
T
V
A
E
V
T
A
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
M
R
N
F
V
P
G
Y
K
Q
I
V
E
G
D
W
K
V
A
A
I
S
Y
R
S
Y
D
L
E
G
K
T
I
G
T
I
G
A
G
R
I
G
K
E
L
L
K
R
L
K
P
F
N
C
-
K
L
L
Y
H
D
R
L
S
I
G
P
E
L
E
K
E
T
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
T
L
E
T
N
L
D
E
M
L
P
K
C
D
V
L
V

P
s
i
F
D
H
 
 
I
K
K
A
K
N
L
K
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
N
A
A
A
A
-
-
A
G
V
T
V
S
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
V
R
N
F
V
P
G
Y
K
Q
I
V
N
G
D
W
K
V
A
A
I
S
Y
R
S
Y
D
L
E
G
K
T
I
G
T
I
G
A
G
R
I
G
K
E
L
L
K
R
L
K
P
F
N
C
-
K
L
L
Y
H
D
R
L
S
I
G
P
E
L
E
K
E
T
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
T
L
E
T
N
L
D
D
M
L
P
K
C
D
V
V
V

P
t
m
F
D
H
1
 
I
K
R
A
K
N
L
Q
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
K
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
V
R
N
F
L
P
G
Y
H
Q
V
I
N
G
E
W
N
V
A
A
I
A
Y
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
K
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
L
K
M
D
P
E
L
E
K
Q
T
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
L
D
S
L
L
S
K
C
D
V
V
V

M
g
r
F
D
H
 
 
L
A
K
A
K
K
L
K
I
A
V
T
A
G
I
G
S
D
H
V
D
L
N
A
A
N
K
T
N
G
G
I
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
H
V
V
M
T
M
L
V
L
V
R
N
F
V
P
A
H
E
Q
I
A
A
G
D
W
N
V
A
A
V
A
K
N
E
Y
D
L
E
G
K
V
V
G
T
V
A
V
G
R
I
G
E
R
V
L
R
R
L
K
P
F
D
C
K
E
L
L
Y
F
D
Y
Q
A
L
A
P
E
V
E
K
E
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
C
R
R
V
D
T
L
E
E
M
L
A
Q
C
D
V
V
T

A
j
c
F
D
H
1
 
L
A
K
A
K
H
L
K
L
A
V
T
A
G
V
G
S
D
H
V
D
L
D
A
A
N
K
T
N
G
G
I
T
V
A
E
V
T
G
C
N
V
V
S
V
A
E
H
V
L
M
T
I
L
V
L
V
R
N
F
V
P
A
H
E
Q
V
V
G
G
D
W
D
V
A
A
V
A
K
N
E
Y
D
I
E
H
K
V
V
G
T
V
G
V
G
R
I
G
E
R
V
L
R
R
L
K
P
F
D
C
K
E
L
L
Y
Y
D
Y
Q
P
L
P
P
A
V
E
Q
E
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
C
R
R
V
D
T
L
E
E
M
L
A
Q
C
D
V
V
T

C
b
o
F
D
H
 
 
L
D
K
A
K
N
L
K
L
V
V
V
A
G
V
G
S
D
H
I
D
L
D
Y
I
N
Q
T
G
K
K
I
S
V
L
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
H
V
V
M
T
M
L
V
L
V
R
N
F
V
P
A
H
E
Q
I
I
N
H
D
W
E
V
A
A
I
A
K
D
A
Y
D
I
E
G
K
T
I
A
T
I
G
A
G
R
I
G
Y
R
V
L
E
R
L
L
P
F
N
P
K
E
L
L
Y
Y
D
Y
Q
A
L
P
K
E
A
E
E
K
V
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
R
R
V
E
N
I
E
E
L
V
A
Q
A
D
I
V
T

S
c
e
F
D
H
 
 
I
A
E
A
P
N
L
K
L
C
V
T
A
G
V
G
S
D
H
V
D
L
E
A
A
N
E
-
-
R
K
I
T
V
T
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
H
V
M
A
T
I
L
V
L
I
R
N
Y
N
G
G
H
Q
Q
A
I
N
G
E
W
D
I
A
G
V
A
K
N
E
Y
D
L
E
D
K
I
I
S
T
V
G
A
G
R
I
G
Y
R
V
L
E
R
L
V
A
F
N
P
K
K
L
L
Y
Y
D
Y
Q
E
L
P
A
E
A
I
N
R
L
N
E
A
S
K
L
F
N
G
R
G
D
I
V
Q
R
V
E
K
L
E
D
M
V
A
Q
S
D
V
V
T

M
o
r
F
D
H
 
 
I
A
K
A
P
K
L
K
L
A
L
T
A
G
I
G
S
D
H
V
D
L
Q
A
A
I
D
-
-
N
N
I
T
V
A
E
V
T
Y
C
N
S
N
S
V
A
E
H
V
V
M
M
V
L
G
L
V
R
N
Y
I
P
S
H
D
W
A
R
N
G
G
W
N
I
A
D
C
V
A
R
S
Y
D
V
E
G
M
H
V
G
T
V
A
A
G
R
I
G
L
R
V
L
R
L
L
A
P
F
D
M
H
-
L
H
Y
T
D
R
H
R
L
P
E
A
V
E
K
E
L
N
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
L
T
W
H
A
T
R
E
D
M
Y
G
A
C
D
V
V
T

B
s
t
F
D
H
 
 
I
A
R
A
P
K
L
R
L
A
L
T
A
G
I
G
S
D
H
V
D
L
D
A
A
A
R
-
-
A
H
I
T
V
A
E
V
T
G
S
N
S
I
S
V
A
E
H
V
V
M
T
T
L
A
L
V
R
N
Y
L
P
S
H
A
I
A
Q
Q
G
G
W
N
I
A
D
C
V
S
R
S
Y
D
V
E
G
M
H
F
G
T
V
G
A
G
R
I
G
L
A
V
L
R
R
L
K
P
F
G
L
H
-
L
H
Y
T
Q
R
H
R
L
D
A
A
I
E
Q
E
L
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
L
T
Y
H
A
D
P
A
S
L
A
A
A
V
D
I
V
N

B
b
r
F
D
H
 
 
I
A
K
A
P
R
L
K
L
A
I
T
A
G
I
G
S
D
H
V
D
L
Q
A
A
A
Q
-
-
H
G
L
T
V
A
E
V
T
Y
S
N
S
I
S
V
S
E
H
V
V
M
M
V
L
A
L
V
R
N
Y
L
P
S
Y
Q
C
V
L
D
G
G
W
N
I
A
D
C
V
A
R
S
Y
D
L
E
G
M
Q
V
G
V
V
G
A
G
R
I
G
S
A
V
L
R
R
L
K
P
F
D
V
G
-
L
H
Y
T
D
Q
H
R
L
P
A
A
T
E
Q
E
L
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
R
Y
H
P
D
A
A
A
L
A
G
A
C
D
V
I
S

U
m
a
F
D
H
 
 
I
A
M
A
K
N
L
K
M
A
I
T
A
G
I
G
S
D
H
V
D
L
Q
A
A
M
D
-
-
N
K
I
D
V
M
E
V
T
F
C
N
S
R
S
V
A
E
H
I
V
M
M
I
L
S
L
V
R
D
Y
H
N
Q
Y
R
I
I
N
E
G
G
W
N
I
A
D
A
V
Q
R
S
Y
D
L
E
G
M
H
V
G
T
V
A
A
G
R
I
G
L
D
A
L
R
K
L
K
H
F
D
V
H
-
M
H
Y
F
D
R
H
R
L
P
E
S
V
E
K
E
L
N
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
L
T
F
H
D
S
V
E
S
M
V
A
V
C
D
V
V
T

S
m
e
F
D
H
 
 
I
V
K
A
A
R
L
K
L
A
I
T
A
G
I
G
S
D
H
V
D
L
Q
A
A
I
D
-
-
R
G
I
T
V
A
E
V
T
Y
C
N
S
I
S
V
S
E
H
V
V
M
M
I
L
S
L
A
R
N
Y
I
P
S
Y
Q
W
V
V
K
G
G
W
N
V
A
D
C
V
A
R
S
Y
D
I
E
G
M
D
I
G
T
V
G
A
G
R
I
G
T
A
V
L
R
R
L
K
P
F
D
V
K
-
L
H
Y
T
D
R
H
R
L
P
D
E
V
A
K
E
L
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
V
T
F
H
Q
T
A
A
E
M
V
P
V
C
D
V
V
T

P
s
e
F
D
H
 
 
I
A
K
A
K
N
L
K
L
A
L
T
A
G
I
G
S
D
H
V
D
L
Q
S
A
I
D
-
-
R
N
V
T
V
A
E
V
T
Y
C
N
S
I
S
V
A
E
H
V
V
M
M
I
L
S
L
V
R
N
Y
L
P
S
H
E
W
A
R
K
G
G
W
N
I
A
D
C
V
S
H
A
Y
D
L
E
A
M
H
V
G
T
V
A
A
G
R
I
G
L
A
V
L
R
R
L
A
P
F
D
V
H
-
L
H
Y
T
D
R
H
R
L
P
E
S
V
E
K
E
L
N
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
L
T
W
H
A
T
R
E
D
M
Y
P
V
C
D
V
V
T

 
 
 
 
 
 
1
0
8
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*
*
 
*
*
 
*
 
*
*
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*
 
 
*
 
 
*
*
 
*
 
 
 
 
 
 
*
 
*
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*
 
 
*
 
 
 
 
 
 
*
*
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*
*
*
*
 
 
 
*
 
 
*
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2
5
2

F
a
r
F
D
H
1
 
I
N
T
P
L
T
E
K
T
R
G
M
F
N
K
E
K
I
A
K
M
K
K
G
V
I
V
V
N
N
A
R
G
G
I
M
D
A
Q
A
V
A
D
A
C
S
S
G
H
-
-
I
A
G
Y
G
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
H
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
D
R
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
A
E
N
Y
I
V
-
K
E
G
E
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
K
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

H
v
u
F
D
H
1
 
I
N
T
P
L
T
E
K
T
R
G
M
F
N
K
E
K
I
A
K
M
K
K
G
V
I
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
A
D
A
C
S
S
G
H
-
-
I
A
G
Y
G
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
H
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
D
R
Y
F
K
G
E
-
E
F
P
V
E
N
Y
I
V
-
K
E
G
E
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
K
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

T
a
e
F
D
H
1
 
I
N
T
P
L
T
E
K
T
R
G
M
F
N
K
E
K
I
A
K
M
K
K
G
V
I
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
A
D
A
C
S
S
G
H
-
-
I
A
G
Y
G
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
H
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
D
R
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
A
E
N
Y
I
V
-
K
E
G
E
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
K
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

Z
m
a
F
D
H
 
 
I
N
T
P
L
T
E
K
T
R
G
M
F
N
K
E
R
I
A
K
M
K
K
G
V
I
V
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
A
Q
A
V
A
D
A
C
S
S
G
H
-
-
I
A
G
Y
G
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
H
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
D
G
V
R
D
M
L
N
R
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
V
Q
N
Y
I
V
-
K
E
G
Q
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
Q
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

O
s
a
F
D
H
1
 
I
N
T
P
L
T
E
K
T
R
G
M
F
N
K
E
R
I
A
K
M
K
K
G
V
I
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
A
D
A
C
S
S
G
Q
-
-
V
A
G
Y
G
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
K
G
P
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
H
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
D
R
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
V
Q
N
Y
I
V
-
K
E
G
Q
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
Q
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

S
b
i
F
D
H
2
 
L
N
M
P
L
T
E
K
T
R
G
M
F
D
K
E
R
I
A
R
M
K
K
G
V
I
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
A
D
A
C
A
T
G
H
-
-
I
A
G
Y
G
G
D
V
W
H
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
N
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
G
Q
L
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
E
R
Y
F
K
G
Q
-
D
F
P
V
Q
N
Y
I
V
-
K
E
G
N
L
A
G
-
-
-
-
Q
Y
Q
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

L
j
a
F
D
H
1
 
I
N
T
P
L
T
D
K
T
R
G
L
F
D
K
N
R
I
A
K
L
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
A
D
A
C
S
S
G
H
-
-
I
A
G
Y
S
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
H
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
E
R
H
F
K
G
E
-
D
F
P
E
Q
N
Y
I
V
-
K
E
G
Q
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
R
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

S
o
y
F
D
H
3
 
I
N
T
P
L
T
E
Q
T
R
G
L
F
D
K
N
R
I
A
K
C
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
A
D
T
Q
A
I
A
D
A
C
S
S
G
H
-
-
V
A
G
Y
S
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
H
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
D
R
H
F
K
G
E
-
D
F
P
E
Q
N
Y
I
V
-
K
E
G
Q
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
R
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

S
o
y
F
D
H
2
 
I
N
T
P
L
T
E
Q
T
R
G
L
F
D
K
N
R
I
A
K
C
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
A
D
T
Q
A
I
A
D
A
C
S
S
G
H
-
-
V
A
G
Y
S
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
H
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
D
R
H
F
K
G
E
-
D
F
P
E
Q
N
Y
I
V
-
K
E
G
Q
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
R
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

A
m
a
F
D
H
1
 
I
N
T
P
L
T
E
K
T
K
G
M
S
D
K
D
R
I
A
K
L
K
N
G
V
L
I
V
T
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
V
D
A
C
S
S
G
H
-
-
I
A
G
Y
S
A
D
V
W
Y
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
Q
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
P
G
V
K
D
M
L
E
N
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
P
Q
N
Y
I
V
-
K
D
G
E
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
R
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

T
p
u
F
D
H
1
 
I
N
T
P
L
T
E
K
T
K
G
M
F
D
K
D
K
I
A
K
L
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
V
D
A
C
S
S
G
H
-
-
I
A
G
Y
S
G
D
V
W
Y
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
Q
A
M
T
P
H
I
F
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
E
R
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
P
Q
H
Y
I
V
-
K
D
G
E
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
R
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

L
e
s
F
D
H
1
 
I
N
T
P
L
T
E
K
T
K
G
M
F
D
K
E
R
I
A
K
L
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
V
D
A
C
N
S
G
H
-
-
I
A
G
Y
S
G
D
V
W
Y
P
Q
P
A
P
K
D
H
L
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
Q
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
T
K
D
M
L
D
R
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
A
E
N
Y
I
V
-
K
D
G
E
L
A
P
-
-
-
-
Q
Y
R
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

S
t
u
F
D
H
1
 
I
N
T
P
L
T
E
K
T
K
G
M
F
D
K
E
R
I
A
K
L
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
V
D
A
C
N
S
G
H
-
-
I
A
G
Y
S
G
D
V
W
Y
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
Q
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
T
K
D
M
L
D
R
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
A
E
N
Y
I
V
-
K
D
G
E
L
A
P
-
-
-
-
Q
Y
R
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

V
v
i
F
D
H
1
 
I
N
M
P
L
T
E
K
T
K
G
M
F
N
K
E
R
I
A
K
L
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
A
D
A
C
S
S
G
H
-
-
I
A
G
Y
S
G
D
V
W
Y
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
Q
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
D
R
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
A
Q
H
Y
I
V
-
K
E
G
Q
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
Q
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

G
h
i
F
D
H
1
 
I
N
M
P
L
T
E
K
T
R
G
M
F
D
K
D
R
I
A
K
M
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
A
D
A
C
S
S
G
H
-
-
I
A
G
Y
S
G
D
V
W
Y
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
Q
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
E
R
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
E
Q
N
Y
I
V
-
K
A
G
E
L
A
P
-
-
-
-
Q
Y
R
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

T
c
a
F
D
H
1
 
I
N
M
P
L
T
E
K
T
R
G
M
F
D
K
D
R
I
A
K
L
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
A
D
A
C
S
S
G
H
-
-
I
A
G
Y
S
G
D
V
W
Y
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
F
M
P
N
-
-
-
-
-
-
Q
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
D
R
Y
F
K
G
E
-
E
F
P
A
Q
N
Y
I
V
-
K
E
G
E
L
A
P
-
-
-
-
Q
Y
R
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

C
c
a
F
D
H
1
 
I
N
M
P
L
T
E
K
T
R
G
M
F
D
K
D
R
I
A
R
L
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
V
D
G
C
S
S
G
Q
-
-
I
G
G
Y
S
G
D
V
W
N
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
Q
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
I
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
D
R
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
P
Q
H
Y
I
V
-
K
D
G
E
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
R
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

A
p
u
F
D
H
1
 
I
N
M
P
L
T
E
K
T
A
G
M
F
N
K
E
K
I
A
K
L
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
A
D
A
C
S
S
G
H
-
-
I
A
G
Y
S
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
Q
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
D
K
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
A
Q
N
Y
I
V
-
K
E
G
E
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
R
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

Z
o
f
F
D
H
1
 
I
N
T
P
L
T
E
K
T
R
G
L
F
N
K
E
R
I
G
K
L
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
A
D
A
C
S
S
G
H
-
-
I
A
G
Y
S
G
D
V
W
N
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
H
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
G
Q
L
R
Y
A
A
G
T
K
D
M
L
D
R
Y
F
K
G
Q
-
D
F
P
A
Q
N
Y
I
V
-
K
E
G
K
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

Q
r
o
F
D
H
1
 
I
N
T
P
L
T
D
K
T
R
G
L
F
D
K
D
R
I
A
K
C
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
I
Q
A
V
A
D
A
C
S
S
G
H
-
-
V
A
G
Y
S
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
H
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
T
K
D
M
L
E
R
Y
F
K
G
E
-
E
F
P
S
Q
N
Y
I
V
-
K
G
G
K
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
Q
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

R
c
o
F
D
H
1
 
I
N
T
P
L
T
E
K
T
R
G
L
F
N
K
D
R
I
A
K
L
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
A
D
A
C
S
S
G
H
-
-
I
G
G
Y
S
G
D
V
W
Y
P
Q
P
A
S
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
Q
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
D
R
Y
F
K
G
E
-
E
F
P
L
Q
N
Y
I
V
-
K
E
G
K
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
Q
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

B
n
a
F
D
H
2
 
V
N
T
P
L
T
E
K
T
R
G
M
F
N
K
E
M
I
G
K
M
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
R
Q
A
V
V
E
A
V
E
S
G
H
-
-
I
G
G
Y
S
G
D
V
W
D
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
Q
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
T
K
D
M
L
E
K
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
A
Q
N
Y
I
V
-
K
D
G
E
L
A
P
-
-
-
-
Q
Y
R
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

B
o
l
F
D
H
1
 
V
N
T
P
L
T
E
K
T
R
G
M
F
N
K
E
M
I
G
K
M
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
R
Q
A
V
V
E
A
V
E
S
G
H
-
-
I
G
G
Y
S
G
D
V
W
D
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
Q
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
T
K
D
M
L
E
K
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
A
Q
N
Y
I
V
-
K
D
G
E
L
A
P
-
-
-
-
Q
Y
R
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

M
d
o
F
D
H
 
 
V
N
T
P
L
T
E
K
T
R
G
L
F
D
K
E
R
I
A
K
C
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
V
D
A
C
S
S
G
H
-
-
I
A
G
Y
S
G
D
V
W
N
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
H
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
T
K
D
M
L
D
R
Y
F
K
G
E
-
E
F
P
A
Q
N
Y
I
V
-
K
D
G
K
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
Q
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

P
p
e
F
D
H
1
 
I
N
T
P
L
T
E
K
T
R
G
L
F
D
K
E
R
I
A
K
C
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
V
D
A
S
S
S
G
H
-
-
I
A
G
Y
S
G
D
V
W
N
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
H
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
D
R
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
A
Q
N
Y
I
V
-
K
D
G
K
I
A
S
-
-
-
-
Q
Y
Q
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

C
p
a
F
D
H
1
 
V
N
T
P
L
T
E
K
T
R
G
M
F
N
K
E
R
I
A
K
M
K
K
G
V
R
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
V
D
A
C
N
S
G
Q
-
-
I
G
G
Y
S
G
D
V
W
N
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
Q
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
D
R
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
A
E
N
Y
I
V
-
K
D
G
Q
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
R
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

A
t
h
F
D
H
 
 
I
N
M
P
L
T
E
K
T
R
G
M
F
N
K
E
L
I
G
K
L
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
E
R
Q
A
V
V
D
A
V
E
S
G
H
-
-
I
G
G
Y
S
G
D
V
W
D
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
Q
A
M
T
P
H
T
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
T
K
D
M
L
E
R
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
T
E
N
Y
I
V
-
K
D
G
E
L
A
P
-
-
-
-
Q
Y
R
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

P
p
i
F
D
H
1
 
I
N
M
P
L
S
D
K
T
R
G
M
F
N
K
E
K
I
S
K
M
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
A
Q
A
V
A
D
A
S
A
S
G
Q
-
-
I
G
G
Y
S
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
S
M
P
N
-
-
-
-
-
-
H
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
I
R
Y
A
A
G
T
K
D
M
L
D
R
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
S
Q
N
Y
I
V
-
K
E
G
K
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
L
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

P
t
a
F
D
H
2
 
I
N
M
P
L
S
D
K
T
R
G
M
F
N
K
E
K
I
S
K
L
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
A
Q
A
V
A
D
A
S
A
S
G
H
-
-
I
G
G
Y
S
G
D
V
W
S
A
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
S
M
P
N
-
-
-
-
-
-
H
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
G
Q
I
R
Y
A
A
G
T
K
D
M
L
E
R
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
S
Q
N
Y
I
V
-
K
E
G
K
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
L
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

P
s
i
F
D
H
 
 
I
N
M
P
L
S
D
K
T
R
G
M
F
N
K
E
K
I
S
K
M
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
A
Q
A
V
A
D
A
S
A
S
G
H
-
-
I
G
G
Y
S
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
S
M
P
N
-
-
-
-
-
-
H
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
I
R
Y
A
A
G
T
K
D
M
L
D
R
Y
F
R
G
E
-
D
F
P
P
Q
H
Y
I
V
-
K
E
G
K
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
L
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

P
t
m
F
D
H
1
 
I
N
T
P
L
T
E
K
T
R
G
M
F
D
K
E
R
I
A
K
M
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
V
D
A
C
S
S
G
Q
-
-
I
G
G
Y
S
G
D
V
W
N
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
Q
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
G
Q
L
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
D
R
Y
F
K
G
E
-
E
F
P
P
Q
N
Y
I
V
-
K
E
G
K
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
L
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

M
g
r
F
D
H
 
 
I
N
C
P
L
H
E
K
T
R
G
L
F
N
K
E
L
I
S
K
M
K
K
G
S
W
L
V
N
T
A
R
G
A
I
V
V
K
E
E
V
A
A
A
L
K
F
G
Q
-
-
L
R
G
Y
G
G
D
V
W
F
P
Q
P
V
P
A
D
H
P
F
R
T
A
S
Y
S
T
W
G
G
G
N
A
M
V
P
H
M
S
G
T
S
I
D
A
Q
A
R
Y
A
A
G
T
K
A
I
L
D
S
Y
F
S
G
R
E
D
Y
R
P
E
D
L
I
V
-
H
K
G
D
Y
A
T
-
-
-
K
A
Y
G
Q
R
N
L
I
D
K
K

A
j
c
F
D
H
1
 
I
N
C
P
L
H
E
K
T
R
G
L
F
N
K
D
L
I
A
K
M
K
K
G
S
W
L
V
N
T
A
R
G
A
I
V
V
K
E
D
V
A
D
A
I
K
S
G
H
G
H
L
R
G
Y
G
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
L
R
Y
A
Q
G
P
W
-
G
G
G
N
A
M
V
P
H
M
S
G
S
S
I
D
A
Q
V
R
Y
A
A
G
T
K
A
I
L
E
S
Y
F
S
G
K
Y
D
Y
R
P
E
D
L
I
V
-
H
A
G
D
Y
A
T
-
-
-
K
S
Y
G
Q
R
K

C
b
o
F
D
H
 
 
V
N
A
P
L
H
A
G
T
K
G
L
I
N
K
E
L
L
S
K
F
K
K
G
A
W
L
V
N
T
A
R
G
A
I
C
V
A
E
D
V
A
A
A
L
E
S
G
Q
-
-
L
R
G
Y
G
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
D
M
R
N
K
-
Y
G
A
G
N
A
M
T
P
H
Y
S
G
T
T
L
D
A
Q
T
R
Y
A
E
G
T
K
N
I
L
E
S
F
F
T
G
K
F
D
Y
R
P
Q
-
D
I
I
L
L
N
G
E
Y
V
T
-
-
-
K
A
Y
G
K
H
D
K
K
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

S
c
e
F
D
H
 
 
I
N
C
P
L
H
K
D
S
R
G
L
F
N
K
K
L
I
S
H
M
K
D
G
A
Y
L
V
N
T
A
R
G
A
I
C
V
A
E
D
V
A
E
A
V
K
S
G
K
-
-
L
A
G
Y
G
G
D
V
W
D
K
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
T
M
D
N
K
-
D
H
V
G
N
A
M
T
V
H
I
S
G
T
S
L
D
A
Q
K
R
Y
A
Q
G
V
K
N
I
L
N
S
Y
F
S
K
K
F
D
Y
R
P
Q
-
D
I
I
V
Q
N
G
S
Y
A
T
-
-
-
R
A
Y
G
Q
K
K
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

M
o
r
F
D
H
 
 
L
N
C
P
L
H
P
E
T
E
H
M
I
N
D
E
T
L
K
L
F
K
R
G
A
Y
L
V
N
T
A
R
G
K
L
C
D
R
D
A
I
V
R
A
L
E
S
G
R
-
-
L
A
G
Y
A
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
N
D
H
P
W
R
T
M
P
H
-
-
-
-
-
-
N
G
M
T
P
H
I
S
G
T
S
L
S
A
Q
T
R
Y
A
A
G
T
R
E
I
L
E
C
Y
F
E
G
R
P
I
R
D
E
Y
-
L
I
V
Q
G
-
G
G
L
A
G
V
G
A
H
S
Y
S
K
G
N
A
T
G
G
S
E
E
A
A
K
Y
E
K
L
D
A

B
s
t
F
D
H
 
 
L
Q
I
P
L
Y
P
S
T
E
H
L
F
D
A
A
M
I
A
R
M
K
R
G
A
Y
L
I
N
T
A
R
A
K
L
V
D
R
D
A
V
V
R
A
V
T
S
G
H
-
-
L
A
G
Y
G
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
A
D
H
P
W
R
A
M
P
F
-
-
-
-
-
-
N
G
M
T
P
H
I
S
G
T
S
L
S
A
Q
A
R
Y
A
A
G
T
L
E
I
L
Q
C
W
F
D
G
R
P
I
R
N
E
Y
-
L
I
V
D
G
-
G
T
L
A
G
T
G
A
Q
S
Y
R
L
T
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

B
b
r
F
D
H
 
 
L
H
C
P
L
H
P
G
T
E
H
L
F
D
A
A
M
L
A
R
M
K
R
G
A
Y
L
I
N
T
A
R
G
K
I
C
D
R
D
A
V
V
Q
A
L
A
S
G
Q
-
-
L
A
G
Y
A
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
R
D
H
P
W
R
S
M
P
H
-
-
-
-
-
-
H
G
M
T
P
H
I
S
G
S
S
L
P
A
Q
A
R
Y
A
A
G
T
R
E
I
L
E
C
W
L
D
G
R
A
I
R
T
E
Y
-
L
I
V
D
Q
-
G
R
L
A
G
A
G
A
H
A
Y
T
P
G
D
T
T
A
G
S
E
D
A
A
R
F
H
P
-
-
-

U
m
a
F
D
H
 
 
I
N
C
P
L
H
P
E
T
E
N
L
F
D
D
E
M
I
G
K
M
K
K
G
A
Y
I
V
N
T
A
R
G
K
I
C
N
R
D
A
I
A
R
A
L
E
S
G
Q
-
-
L
S
G
Y
A
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
N
D
H
V
W
R
T
M
P
N
-
-
-
-
-
-
H
G
M
T
P
H
T
S
G
T
S
L
S
A
Q
A
R
Y
A
A
G
V
R
E
I
L
E
C
F
F
A
G
E
V
Q
R
T
E
Y
-
T
I
V
K
D
-
G
A
L
A
G
T
G
A
H
S
Y
S
E
G
S
A
T
S
G
S
E
E
A
A
K
Y
E
R
K
-
-

S
m
e
F
D
H
 
 
I
N
A
P
L
H
P
E
T
E
N
L
F
N
E
A
M
I
G
K
M
K
R
G
A
Y
L
V
N
T
A
R
G
K
I
C
N
R
D
A
V
A
R
A
L
E
S
G
Q
-
-
L
A
G
Y
A
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
S
M
P
H
-
-
-
-
-
-
H
G
M
T
P
H
I
S
G
S
S
L
S
A
Q
A
R
Y
A
A
G
T
R
E
I
L
E
C
W
F
E
G
R
P
I
R
E
E
Y
-
L
I
V
S
G
-
G
K
L
A
G
A
G
A
H
S
Y
S
A
G
D
A
T
R
G
S
E
E
A
A
K
Y
K
K
-
-
-

P
s
e
F
D
H
 
 
L
N
C
P
L
H
P
E
T
E
H
M
I
N
D
E
T
L
K
L
F
K
R
G
A
Y
I
V
N
T
A
R
G
K
L
C
D
R
D
A
V
A
R
A
L
E
S
G
R
-
-
L
A
G
Y
A
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
T
M
P
Y
-
-
-
-
-
-
N
G
M
T
P
H
I
S
G
T
T
L
T
A
Q
A
R
Y
A
A
G
T
R
E
I
L
E
C
F
F
E
G
R
P
I
R
D
E
Y
-
L
I
V
Q
G
-
G
A
L
A
G
T
G
A
H
S
Y
S
K
G
N
A
T
G
G
S
E
E
A
A
K
F
K
K
A
V
-

 
 
 
 
 
 
2
5
3
 
 
*
*
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*
 
*
 
 
 
 
 
 
*
*
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*
 
 
 
 
 
*
*
 
 
*
*
*
 
 
*
*
 
 
 
*
*
 
 
*
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*
 
 
*
 
 
 
 
 
*
 
*
*
*
 
*
 
 
 
 
*
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*
 
 
 
 
*
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4
0
0



50 | Acta naturae | ТОМ 3  № 4 (11)  2011

ОБЗОРЫ

ячменя и риса. Предполагается, что при некоторых 
условиях AthFDH, локализованная в хлоропластах, 
может катализировать обратную реакцию, т.е. пре-
вращение углекислого газа в формиат [27]. Использо-
вание другого алгоритма для сравнения сигнальных 
пептидов FDH показало, что все ферменты, кроме 
FDH из растений томата, могут транспортироваться 
как в митохондрии, так и в хлоропласты [28]. Анализ 
сигнальных последовательностей, проведенный с по-
мощью программ Predotar, TargetP и Mitoprot [11], 
подтвердил, что FDH локализуется преимуществен-
но в митохондриях.

В растениях формиатдегидрогеназа часто пред-
ставлена несколькими изоформами, или изофер-
ментами, синтез которых определяется состоянием 
растения. Различия в изоферментном составе FDH 
в здоровых и больных пальмах Pericopsis mooniana 
используют для отбора деревьев при выборочной 
вырубке [54]. Полиморфизм характерен и для FDH 
из миндаля Prunus dulcis [55] или P. amygdalus [56]. 
На основании анализа изоформ FDH и нескольких 
других дегидрогеназ предложен метод идентифика-
ции генотипа растения. Как уже отмечалось выше, 
причиной образования различных изоформ FDH 
может быть фосфорилирование [34]. В зависимо-
сти от степени модификации наблюдалось образо-
вание многочисленных форм фермента с pI от 6.75 
до 7.19. Кроме того, установлено, что дополнительные 
изоформы FDH картофеля возникают в результа-
те посттрансляционного деамидирования остатков 
Asn329 и Gln330 [34].

В отличие от самих растительных FDH, уровень 
гомологии между которыми составляет около 80%, 
различия в последовательностях сигнальных пеп-
тидов гораздо более выражены. Особенно наглядно 
это видно в случае изоферментов FDH сои. Гомология 
последовательностей самих изоферментов составля-
ет 98%, в то время как у сигнальных последователь-
ностей не достигает и 40%. На рис. 2 представлено 
филогенетическое дерево сигнальных пептидов рас-
тительных FDH. Видно, что два изофермента FDH 
сои Glycine max – SoyFDH1 и SoyFDH2, образуют 
отдельную группу. N-Концевая область этих фер-
ментов гораздо длиннее, чем у FDH из других рас-
тений (рис. 1), и сильно отличается по аминокислот-
ному составу. Далее от дерева отделилась большая 
группа семейства злаков. Это ферменты риса (Os-
aFDH), пшеницы (TaeFDH), ячменя (HvuFDH), са-
харного тростника, бамбука и других. Большая груп-
па представлена ферментами растений семейства 
капустных (крестоцветных): редьки (RraFDH), ка-
пусты (BolFDH), рапса (BnaFDH), а также A. thaliana 
(AthFDH). Другие группы образуют белки астровых, 
бобовых, пасленовых, мальвовых, сосновых и иво-

вых. Как уже отмечалось выше, пять изоферментов 
FDH сои не образуют отдельную группу. Поскольку 
сигнальный пептид отвечает прежде всего за транс-
порт фермента внутри клетки, можно предположить, 
что разные изоферменты FDH сои транспортируются 
в разные органеллы.

На рис. 3 представлено выравнивание некоторых 
известных на настоящий момент полных последова-
тельностей растительных FDH, для сравнения при-
ведены также последовательности ряда аналогичных 
ферментов микроорганизмов. Абсолютно консерва-
тивные участки выделены красным, остатки, повто-
ряющиеся только в растительных FDH, отмечены 
зеленым. Важное отличие бактериальных фермен-
тов от  растительных состоит в  наличии жесткой 
N-концевой петли. Этот участок покрывает значи-
тельную часть субъединицы фермента. Вероятно, его 
взаимодействие с другими аминокислотными остат-
ками является причиной более высокой термоста-
бильности бактериальных ферментов по сравнению 
с растительными. Кроме того, у FDH микробного про-
исхождения С-концевая область длиннее, чем у фер-
ментов растений. В то же время в остальной части 
аминокислотной последовательности отчетливо про-
слеживается разделение FDH по гомологии на две 
группы. В первую входят ферменты бактерий и рас-
тений, а во вторую – дрожжей и микроскопических 
грибов.

Ферменты растений высокогомологичны между 
собой (около 80%), гомология между бактериальными 
и растительными FDH составляет около 50%.

Получение растительных 
формиатдегидрогеназ
В растениях FDH локализованы в митохондриях, 
поэтому они составляют малую часть всех раство-
римых белков клетки, и выделение фермента непо-
средственно из растений представляет трудоемкую 
и длительную процедуру. Как правило, растительные 
FDH не отличаются высокой стабильностью, что при-
водит к достаточно существенной инактивации фер-
мента в процессе выделения. В результате удельная 
активность полученных препаратов FDH намно-
го ниже, чем можно было ожидать (табл. 2). Впер-
вые очищенная растительная FDH была получена 
в 1951 г. из гороха и фасоли [13]. В 1983 г. в достаточ-
но больших количествах FDH выделили из бобов сои 
G. max, что позволило определить аминокислотный 
состав растительной формиатдегидрогеназы [57]. 

Первую кДНК растительной FDH клонирова-
ли из картофеля в 1993 г. [21]. В 1998 г. клонирова-
ли кДНК FDH из ячменя [8], а в 2000 г. – из риса [41] 
и A. thaliana [26, 27]. Созданы трансгенные расте-
ния A. thaliana и табака, экспрессирующие AthFDH 
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[28], однако выход фермента был не очень высоким. 
Экспрессия полноразмерной кДНК FDH картофеля 
в клетках Escherichia coli приводила к образованию 
нерастворимых телец включения [21].

Впервые активную и  растворимую рекомби-
нантную растительную формиатдегидрогеназу 
получили в клетках E. coli, в которых экспресси-
ровали кДНК FDH риса [41], однако уровень белка 
был очень низким – около 0.01% от всех раствори-
мых белков клетки. В нашей лаборатории созданы 
штаммы E. coli – суперпродуценты активных FDH 
из A. thaliana (AthFDH) и сои G. max (изофермент 
SoyFDH2), в которых содержание фермента дости-
гало 40% от всех растворимых белков клетки [58] (ген 
FDH сои любезно предоставлен профессором Н. Ла-
бру (N. Labrou) из Афинского сельскохозяйственного 
университета, Греция, а ген FDH A. thaliana – про-
фессором Дж.  Марквеллом (J.  Markwell) из  Уни-
верситета штата Небраска в  Линкольне, США). 
В клетках E. coli отсутствует система транспорта 
в митохондрии, поэтому, чтобы получить «природ-
ный» фермент нам пришлось удалить из кДНК по-
следовательности, кодирующие сигнальный пептид 
[58]. После оптимизации условий культивирования 
выход рекомбинантных FDH A. thaliana и сои G. max 
достигал 500–600 мг/л среды [6]. Разработана мето-
дика, которая за одну хроматографическую стадию 
позволяла получать несколько сотен миллиграмм го-
могенного препарата FDH за одно выделение. Таким 
образом, были созданы все условия для проведения 
систематических исследований FDH из A. thaliana 
и сои G. max, включая эксперименты по генетической 
инженерии и определению структуры с помощью 
рентгеноструктурного анализа. Успешно проведены 
и эксперименты по экспрессии в клетках E. coli FDH 
из L. japonicus [10].

Кинетические свойства 
формиатдегидрогеназ растений
В  табл.  2 суммированы кинетические свойства 
природных и рекомбинантных растительных FDH. 
Для сравнения приведены характеристики наиболее 
изученных бактериальных и дрожжевых ферментов. 
Из данных, приведенных в табл. 2, можно сделать 
несколько важных выводов:

1. На примере FDH из A. thaliana хорошо видно, 
что многостадийное выделение природного фермента 
сопровождается значительной потерей активности. 
Удельная активность препаратов, даже полученных 
из трансгенных растений, в несколько раз меньше, 
чем у рекомбинантной AthFDH, экспрессируемой 
в клетках E. coli. Следует отметить, что AthFDH от-
носится к стабильным FDH. По термостабильности 
она даже превосходит FDH Moraxella sp. C2 и дрож-

жей C. boidinii (табл. 3). Очевидно, что степень инак-
тивации других менее стабильных FDH (особенно 
в случае SoyFDH), выделяемых из природных ис-
точников, будет выше. Это необходимо учитывать 
при анализе формиатдегидрогеназной активности 
в растениях.

2. Удельная активность рекомбинантных AthFDH 
и SoyFDH сравнима с активностью формиатдеги-
дрогеназ микроорганизмов, хотя она уступает FDH 
метилотрофных бактерий и  пекарских дрожжей. 
Как уже отмечалось выше, в ходе выделения может 
происходить частичная инактивация ферментов, по-
этому расчет каталитической константы на основе 
величин удельной активности и молекулярной массы 
может давать заниженные значения kcat

. Это особенно 
важно в случае SoyFDH, термостабильность которой 
намного ниже, чем у других FDH (см. ниже раздел 
по термостабильности). Поэтому нами разработана 
методика определения концентрации активных цен-
тров рекомбинантной SoyFDH, основанная на туше-
нии собственной флуоресценции фермента при его 
титровании азид-ионом в присутствии кофермента 
NAD+ [64]. Азид-ион является сильным конкурент-
ным ингибитором SoyFDH (K

I
 = 3.6 × 10-7 M), поэтому 

в условиях, обеспечивающих эквимолярное связыва-
ние фермента и ингибитора, наблюдается линейная 
зависимость тушения флуоресценции FDH от кон-
центрации азида. Определенная из этих эксперимен-
тов величина k

cat
 фактически совпала с величиной, 

рассчитанной по удельной активности и молекуляр-
ной массе. Полученные данные свидетельствуют, что, 
несмотря на низкую термостабильность, SoyFDH, вы-
деляемая по разработанной нами методике, не инак-
тивируется. В настоящее время эта методика активно 
используется для определения величин k

cat
 мутант-

ных форм SoyFDH.
3. Растительные FDH имеют гораздо более низ-

кие значения констант Михаэлиса как по формиа-
ту, так и по коферменту NAD+, чем бактериальные 
и дрожжевые ферменты. Это очень важно для прак-
тического применения FDH. В настоящее время ре-
комбинантные FDH Pseudomonas sp. 101 и C. boidinii, 
химическая и температурная стабильность которых 
улучшены методами белковой инженерии, использу-
ются для регенерации восстановленного кофермента 
(NADH или NADPH) в процессах синтеза хиральных 
соединений с помощью дегидрогеназ [6].

4. Практически все изученные FDH высокоспеци-
фичны по отношению к коферменту NAD+. Их ката-
литическая эффективность в реакции с NAD+ выше, 
чем в реакции с NADP+ от 2500 (PseFDH) до 3 мил-
лиардов (SceFDH) раз. Исключение составляет опи-
санная совсем недавно FDH из патогенных бактерий 
Burkholderia stabilis, которая в 26 раз более эффек-
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Таблица 2. Кинетические параметры формиатдегидрогеназ из различных источников

Препарат FDH
Удельная 

активность, 
ед./мг

k
cat, 

c-1 K
M

 (NAD+), 
мкМ

K
M

  
(формиат), 

мМ

K
M

 
(NADP+), 

мМ

k
K

k
K

cat
NADP

M
NADP

cat
NAD

M
NAD

+

+

+

+

Ссылка

Arabidopsis thaliana, 
нативная, после аффинной 

хроматографии
нд* нд 65 10 нд нд [27]

A. thaliana, нативная, 
из митохондрий нд нд 76 11 нд нд [59]

A. thaliana, рекомбинантная 
из трансгенного табака 1.3 0.87 78 11 нд нд [59]

A. thaliana, рекомбинантная 
из трансгенного табака 

+ термообработка 5 мин 
при 60°С

0.1 0.07 35 3.3 нд нд [59]

A. thaliana, из митохондрий 
листьев 1.9 1.27 34 1.4 нд нд [60]

A. thaliana, рекомбинантная 
из E. coli 6.5 3.8 20 2.8 10 5.0×10-5 [58]

Горох (семена)
Pisum sativum нд нд 22 2 [61]

1.67; 6.25 [62] нд нд [61, 62] 

Бобы Маш,  
Phaseolus aureus, нативная нд нд 7.2 1.6 нд нд [63]

Соя, Glycine max,
нативная нд нд 5.7 0.6 нд нд [57]

Соя, G. max, 
рекомбинантная 4.0 2.83 [64] 13.2 1.5 1 8.7×10-4 [58, 64, 

76]

Lotus japonicus нд 1.2 (NAD+)
0.005 (NADP+) 25.9 6.1 29.5 3.7×10-6 [10]

Шпинат, Spinacia oleracea l., 
из листьев нд нд нд 1.7 нд нд [16]

Картофель
Solanum tuberosum нд нд 19 0.54 нд нд [29]

C. boidinii, рекомбинантная, 
дикого типа 6.3 3.7 37 5.9 нд нд [65]

C. metillica,  
дикого типа 2.1 1.4 55 нд нд < 4×10–6 [66]

Saccharomyces cerevisiae, 
рекомбинантная 10 6.5 36 5.5 нд < 3.3×10–10 [67, 68]

Burkholderia stabilis нд 1.66 (NAD+)
4.75 (NADP+) 1430 55.5 0.16 25.9 [51]

Moraxella sp. C2, 
рекомбинантная 10.0 7.3 80 7.5 нд нд [6]

Pseudomonas sp. 101 10.0 7.3 60 7 >200 4.2×10-4 [6]

*нд – нет данных.
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Таблица 3. Параметры термоинактивации формиатдегидрогеназ из разных источников

Источник FDH

Кинетика термоинактивации* Дифференциальная сканирующая калориметрия* 
[72]

ΔH≠, 
кДж/моль

ΔS≠,  
Дж/

(моль•град)
C

p
, кДж/моль  Tm, °C  T1/2, °C 

Pseudomonas sp. 101 540 [6] 1320 [6] 2060 67.6 5.4

Moraxella sp. C2 нд** нд** 1830 63.4 4.9

Candida boidinii 480 [77] 1250 [77] 1730 64.4 5.3

Saccharomyces cerevisiae 420 [67] нд 820 46.4 3.2

Arabidopsis thaliana 490 [6] 1200 [6] 1330 64.9 5.9

Glycine max 370 [76] 860 [76] 820 57.1 7.5

*Все измерения проводили в 0.1 М фосфатном буфере, рН 7.0.
**Нет данных.

тивна в реакции с NADP+, чем с NAD+ [51]. Отметим, 
что мутантная PseFDH, коферментная специфич-
ность которой сменилась с NAD+ на NADP+, получена 
еще в 1993 г. [6, 68], и такой фермент успешно исполь-
зовали для регенерации NADPH [69, 70]. Для получе-
ния NADP+-специфичного фермента очень привле-
кательной выглядит SoyFDH, которая имеет самое 
низкое значение К

М
 по NADP+ среди всех NAD+-

специфичных FDH дикого типа [58] (табл. 2).

Температурная стабильность растительных 
формиатдегидрогеназ
До получения рекомбинантных AthFDH и SoyFDH 
в клетках E. coli систематические исследования тер-
мостабильности растительных FDH не проводили. 
Согласно [59], после инкубации трансгенной AthFDH 
в течение 5 мин при 60°С значения К

М
 по формиату 

и NAD+ снижаются, однако величина удельной ак-
тивности упала при этом в 13 раз. Нами проведе-
ны систематические исследования температурной 
стабильности рекомбинантных AthFDH и SoyFDH 
с использованием двух подходов – определения ки-
нетики термоинактивации и дифференциальной ска-
нирующей калориметрии [71, 72]. Оказалось, что тер-
моинактивация растительных FDH, как и их аналогов 
из бактерий и дрожжей, протекает по мономолеку-
лярному механизму. Зависимости падения актив-
ности AthFDH и SoyFDH от времени описываются 
кинетикой реакции первого порядка, а величина на-
блюдаемой константы скорости инактивации перво-
го порядка не зависит от концентрации фермента. 
AthFDH и SoyFDH очень сильно отличаются по тер-

мостабильности. AthFDH теряла 50% активности 
за 20 мин при 59.5°С, а SoyFDH – при 52.8°С. Разница 
почти в 7оС соответствует разнице в константах ско-
рости инактивации более чем в 1000 раз. Фактически 
AthFDH уступает по термостабильности только FDH 
Pseudomonas sp. 101 (63.0°С, самая стабильная FDH 
из известных) [6] и Staphylococcus aureus (62.0°С) 
и превосходит все остальные известные микробные 
формиатдегидрогеназы. SoyFDH, наоборот, уступает 
по стабильности всем известным FDH за исключе-
нием фермента из пекарских дрожжей, у которого 
существует другой механизм инактивации. Зави-
симости константы скорости инактивации AthFDH 
и SoyFDH от температуры описываются уравнением 
теории активированного комплекса. Рассчитанные 
значения энтальпии ΔH≠- и энтропии ΔS≠-активации 
приведены в табл. 3. Видно, что термостабильность 
формиатдегидрогеназ хорошо коррелирует со зна-
чениями ΔH≠ и ΔS≠. Наиболее высокие значения ха-
рактерны для самой стабильной PseFDH, а наиболее 
низкие – для SoyFDH. 

Результаты экспериментов по изучению термо-
стабильности растительных FDH с помощью диффе-
ренциальной сканирующей калориметрии хорошо 
согласуются с данными по кинетике инактивации. 
В табл. 3 приведены значения температуры и те-
плоты фазового перехода. Для всех изученных FDH 
характерна высокая кооперативность процесса де-
натурации. PseFDH имеет самое большое значение 
теплоты плавления, у SoyFDH это значение в 2.5 раза 
меньше. Температура плавления AthFDH выше, чем 
у CboFDH и MorFDH.
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В настоящее время нами проводятся эксперимен-
ты по повышению термостабильности рекомбинант-
ной SoyFDH методами генной инженерии.

Химическая стабильность растительных 
формиатдегидрогеназ
FDH активно используется в  процессах синтеза 
оптически активных соединений, катализируемых 
дегидрогеназами. В этих процессах очень большую 
роль играет операционная стабильность, т.е. время 
работы фермента. В условиях биокаталитического 
процесса инактивация FDH связана или с окисле-
нием кислородом, или с химической модификацией 
сульфгидрильных групп фермента. Операционная 
стабильность PseFDH и C boFDH была повышена 
с помощью направленного мутагенеза двух остатков 
Cys [6, 65]. Как уже отмечалось выше, в растениях 
синтез FDH усиливается при различных стрессо-
вых воздействиях. В этих же условиях, как правило, 
в клетке резко возрастает концентрация активных 
форм кислорода (супероксид-радикалы, пероксид 
водорода и др.). Следовало ожидать, что для обеспе-
чения высокой активности при стрессе раститель-
ные FDH должны быть гораздо более устойчивыми 
к воздействию таких агентов, чем формиатдегидро-
геназы, функционирующие в нестрессовых услови-
ях. Для проверки этой гипотезы изучили кинетику 
инактивации под действием пероксида водорода ре-
комбинантных AthFDH, SoyFDH, PseFDH, а также 
FDH из S. aureus дикого типа (SauFDH) и трех му-
тантных PseFDH, в которых заменили один или два 
остатка Cys. FDH из S. aureus также является белком 
стресса, поскольку ее биосинтез возрастает в 20 раз 

при переходе стафилококков от планктонного роста 
к образованию биопленок [73]. Оказалось, что ско-
рость инактивации AthFDH и SoyFDH под действи-
ем Н2

О
2
 примерно одинакова, и она в 18 раз ниже, 

чем у PseFDH дикого типа. В этих же условиях ста-
бильность SauFDH была в 6 раз выше, чем у рас-
тительных ферментов [74]. PseFDH с такой же ста-
бильностью, как у SoyFDH, удалось получить только 
после двойной замены Cys145Ser/Cys255/Ala. Та-
ким образом, показано, что FDH растений и бакте-
рий, синтезируемые при стрессовых воздействиях, 
действительно обладают более высокой химической 
стабильностью, чем формиатдегидрогеназы, синтез 
которых индуцируется другими факторами. Кроме 
того, изучение термоинактивации формиатдегидро-
геназ в присутствии пероксида водорода может ис-
пользоваться для сравнительной оценки химической 
стабильности FDH in vivo.

Структурные исследования 
формиатдегидрогеназ растений
FDH не относится к кристаллографически очень хо-
рошо изученным ферментам. До недавнего времени 
в банке трехмерных структур белков PDB были де-
понированы структуры FDH только из трех источ-
ников – бактерий Pseudomonas sp. 101 и Moraxella 
sp. C2 (свободные ферменты и в тройном комплексе 
с NAD+ и азидом) и дрожжей C. boidinii (структу-
ры двух мутантных форм апо-фермента). В случае 
формиатдегидрогеназ свободный фермент находит-
ся в «открытой» форме. При образовании тройного 
комплекса FDH–NAD+–азид, структура которого 
считается аналогом структуры фермента в переход-

Рис. 4. Структуры апо- (А) и холо- (Б) форм FDH из A. thaliana. Рисунки получены с использованием структур 
3JTM и 3N7U соответственно. Молекулы NAD+ и азид-иона показаны в структуре холо-формы маджентой и крас-
ным соответственно.
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ном состоянии, происходит значительная компак-
тизация белковой глобулы, и FDH переходит в «за-
крытое» состояние. Разработка высокоэффективной 
системы экспрессии AthFDH и SoyFDH в клетках 
E. coli позволила приступить к их кристаллизации 
и определению структуры. В настоящее время ре-
шены структуры AthFDH как в открытой, так и в за-
крытой конформации (3NAQ и 3N7U, разрешение 
1.7 и 2 Å соответственно). Для получения структуры 
AthFDH в открытой конформации с более высоким 
разрешением (3JTM, 1.3 Å) кристаллы фермента 
были получены в космосе [75]. На рис. 4 представлены 
структуры апо- и холо-AthFDH (открытая и закры-
тая конформации соответственно). Более подробный 
анализ этих структур будет приведен в отдельных 
статьях. Как на земле, так и в космосе получены кри-
сталлы только тройного комплекса SoyFDH–NAD+–
азид FDH сои G. max. Структуры этих комплексов 
определены с разрешением 1.9 Å, готовится их депо-
нирование в банк структур PDB.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Опубликованные и наши собственные данные сви-
детельствуют, что в растениях FDH играют очень 
важную роль, особенно при ответе на стрессовые 
воздействия. Регуляция биосинтеза и физиологи-
ческая роль FDH многообразны, сложны и до конца 
так и не выяснены. Систематическое изучение струк-
туры и функции этих ферментов находится только 

в начальной стадии. Результаты таких исследований 
представляют очень большой интерес для фундамен-
тальной науки, и имеют важное практическое зна-
чение. Получение мутантных форм FDH с высокой 
активностью открывает новый путь к созданию рас-
тений с повышенной устойчивостью к неблагоприят-
ным воздействиям, поскольку при таком же уровне 
экспрессии, как и у FDH дикого типа, более актив-
ные мутантные ферменты будут более эффективно 
снабжать клетку энергией, необходимой для преодо-
ления неблагоприятных последствий стресса. FDH 
из сои также рассматривается как исключительно 
перспективная для создания высокоэффективного 
биокатализатора регенерации NAD(P)H в процессах 
синтеза оптически активных соединений с помощью 
дегидрогеназ. Природный фермент отличается высо-
кой операционной стабильностью и среди известных 
FDH имеет одну из самых низких величин константы 
Михаэлиса как по NAD+, так и по формиату. Однако 
для практического внедрения SoyFDH необходимо 
повысить ее каталитическую активность и термоста-
бильность. В этом направлении нами сейчас ведутся 
активные исследования.  

Работа выполнена при финансовой поддержке 
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