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Белковые сенсоры синего света криптохромы составляют обширный класс фоторецеп-
торов, которые регулируют процессы развития у растений и циркадные ритмы у живот-
ных и растений. Также эти фоторецепторы могут функционировать как магниторецеп-
торы. В последнее время у нескольких фотосинтезирующих водорослей открыты 
и охарактеризованы криптохромы, которые могут действовать не только как регулятор-
ные фоторецепторы, но и как фотолиазы, катализирующие репарацию повреждений 
ДНК ультрафиолетовым излучением. Все криптохромные белки связывают в качестве 
хромофора флавинадениндинуклеотид (ФАД) в гомологичном фотолиазе домене 
(photolyase homology region, PHR). Кроме того, они содержат C-концевое удлине- 
ние (cryptochrome C-terminal extension, CCE), которое присоединено к PHR вблизи  
ФАД-связывающего сайта. Хромофор ответственен за фотосенсорные свойства крип-
тохромов, а CCE-домен необходим для их сигнальной активности. Фотосенсорные про-
цессы инициируются фотохимическими превращениями ФАД, включающими перенос 
электрона/протона и формирование редокс-форм. Эти реакции приводят к изменениям 
в хромофор-белковых взаимодействиях. Возникающие конформационные переходы 
в структуре белка составляют молекулярную основу сигнальной активности криптохро-
мов в живых системах. У криптохромов растений белок с фотовосстановленным ФАД 
подвергается конформационному изменению, вызывающему разобщение PHR-домена 
и CCE, что сопровождается образованием функционально активных димеров/тетраме-
ров криптохромных молекул. Фотоолигомеризация рассматривается как ключевой про-
цесс, необходимый для сигнальной активности криптохромов, поскольку олигомеры 
обеспечивают формирование их комплексов с разнообразными белками – компонента-
ми сигнальных путей фоторецепторов. Взаимодействия «криптохром–белок» в таких 
комплексах изменяют активность сигнальных белков, что приводит к изменению экс-
прессии генов и фотоморфогенезу. В обзоре обсуждаются современные представления 
о фотосенсорных и сигнальных свойствах криптохромов.

Ключевые слова: криптохромы, фоторецепторы, ФАД-хромофор, редокс-формы, фотоак-
тивация, сигнальные механизмы

Свет ультрафиолетовой, видимой и ближней 
инфракрасной областей электромагнитного 
спектра солнца (290–800 нм) – ключевой стимул 
окружающей среды, который воспринимается 
организмами всего биологического царства. По-
мимо его роли как основного источника энергии 
в фотосинтезе, свет несет жизненно важную ин-
формацию о пространстве и времени, способ-
ствуя организмам адаптироваться в условиях сре-
ды обитания. Широко распространенными 
видами физиологической адаптации к поглоще-
нию света являются поведенческие реакции, 
процессы развития и запуск циркадных ритмов.

Живые системы детектируют световые стиму-
лы посредством сенсорных фоторецепторов, ко-
торые конвертируют физический сигнал в био-
химические сигнальные каскады и последующие 
фотобиологические ответы. Сенсорные фоторе-

цепторные белки обычно содержат молекулы  
хромофоров, чувствительных к фотонам разной 
энергии. Поглощение фотона хромофором фото-
рецептора в адаптированном к темноте состоянии 
инициирует серию фотохимических реакций 
(«фотоцикл»), которые связывают хромофор 
с окружающей белковой структурой. Возникаю-
щие изменения проявляются в переходе фоторе-
цептора из «темнового» (неактивного) состояния 
в адаптированное к свету, или «сигнальное», кон-
формационное состояние. Такой переход означает 
фотоактивацию фоторецептора. Обычно фото-
цикл полностью обратим, т.е. метастабильное сиг-
нальное состояние спонтанно распадается в тер-
мальной реакции в исходное темновое состояние. 
На основе конкретной природы и фотоцикла  
хромофора сенсорные фоторецепторы подразде-
ляются на несколько различных классов. К ним 
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относятся фитохромы – сенсоры красного/даль-
него красного света (600–750 нм), криптохромы 
и белки light-oxygen-voltage (LOV) – сенсоры  
ультрафиолетового света (УФ-света) в А-области 
(УФА)/синего света (320–400 нм/400–500 нм), 
а также белок UV resistance locus 8 (UVR8) – сен-
сор фотонов УФ-света в B-области (УФВ,  
290–320 нм) [1]. За исключением белка UVR8, ко-
торый не содержит специального хромофора, 
каждый фоторецептор может быть функциональ-
но разделен на фотосенсорный модуль, содержа-
щий хромофор и обеспечивающий поглощение 
света, и эффекторный (сигнальный) модуль, 
опосредующий трансдукцию сигнала и физиоло-
гический ответ. В настоящем обзоре рассматрива-
ются флавопротеиновые фоторецепторы крипто-
хромы с флавинадениндинуклеотидом (ФАД) 
в качестве хромофора.

Свойства фотовозбужденных состояний 
флавиновых хромофоров

Известно, что фотофизические, фотохимиче-
ские и спектроскопические свойства флавинов 
определяются системой сопряженных двойных 
связей их изоаллоксазинового кольца (рис. 1А). 
При поглощении фотона УФА/синего света проис-
ходит перераспределение заряда в изоаллоксазино-
вом кольце и изменение редокс-потенциала флави-
на, что инициирует его фотохимические превра- 
щения, вовлекающие перенос электрона/протона 

и образование радикальных форм. Результаты тео-
ретического изучения изоаллоксазинового кольца 
свидетельствуют, что как первое синглетное (S1), 
так и триплетное (T1) возбужденные состояния 
флавинов соответствуют π–π*-переходам. Однако 
свойства этих состояний ФАД и флавинмоно- 
нуклеотида (ФМН), служащего хромофором  
у LOV-фоторецепторов, различаются. У ФМН  
T1-состояние формируется с высоким квантовым 
выходом (φ = 0,5–0,7). При этом эффективное  
заселение T1-уровня ФМН, ответственное за фото-
химическую активность этого хромофора, опреде-
ляется исключительно внутренним свойством изо-
аллоксазинового кольца. Хромофор криптохромов 
ФАД отличается от ФМН тем, что на проявле- 
ние свойств фотовозбужденного изоаллоксазина  
влияет пространственная близость второго гетеро-
цикла – аденина. Создаваемое ими стэкинг-распо-
ложение (стопочная U-образная конфигурация) 
обусловливает фотоиндуцированный внутримоле-
кулярный перенос электрона, приводящий к ту-
шению S1-состояния, снижению интенсивности 
флуо-ресценции с максимумом при 520–530 нм  
и значительному ослаблению формирования  
T1-состояния ФАД [2].

У криптохромов растений ФАД может суще-
ствовать в четырех формах: полностью окис- 
ленной (ФАД), анион-радикальной (ФАД˙–),  
нейтральной радикальной (ФАДН˙) и анион-вос-
становленной (ФАДН–). Восстановление фото-

Рис. 1. Изоаллоксазиновое кольцо флавинов (А) определяет их спектроскопические свойства; фотофизические и фотохимиче-
ские свойства у ФАД и ФМН отличаются. Абсорбционные спектры трех редокс-форм ФАД криптохрома (Б). У окисленной 
формы ФАД и анион-радикала ФАД˙– максимумы в видимой области расположены при 450 нм и при 410 и 470 нм соответствен-
но, у анион-восстановленной формы ФАДН− максимум в видимой области отсутствует. У формы ФАДН∙ максимумы поглоще-
ния расположены в области 500–650 нм.
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возбужденного флавина (ФАД*) включает следую-
щие реакции: ФАД* + е– → ФАД˙– + Н+ → ФАДН ˙ + 
е– → ФАДН– [3]. Молекулярная орбиталь, вовле-
каемая в переход ФАД → ФАДН– после последова-
тельного присоединения второго электрона,  
является антисвязывающей между N5–C4a и свя-
зывающей между C4a–C10a. Это трансформирует 
связи N5=C4a–C10a=N1 у полностью окисленной 
формы флавина в связи N5–C4a=C10a–N1 у анион-
восстановленной формы (ФАДН–) [3]. Согласно 
теоретически рассчитанным абсорбционным 
электронным спектрам с колебательно разрешен-
ной структурой, у всех редокс-форм ФАД энерге-
тически наинизший максимум представлен одним 
электронным переходом типа π–π*, сосредото-
ченным в центре изоаллоксазинового кольца. 
Анализ этих спектров показывает, что в целом 
они согласуются с экспериментальными абсорб-
ционными спектрами ФАД (рис. 1Б). Все редокс-
формы ФАД имеют в спектрах поглощения мак-
симум в области УФА при 360–370 нм. 
У анион-восстановленной формы (ФАДН–) мак-
симум в этой области единственный (видимый 
свет ФАДН– поглощает очень слабо). У полно-
стью окисленной формы ФАД максимум в види-
мой области спектра расположен при 450 нм, 
анион-радикал ФАД˙– имеет максимумы при 
410 нм и 470 нм. У ФАДН˙ максимумы сильно 
сдвинуты из синей области в зеленую и красную 
области спектра между 500 и 650 нм; это принци-
пиальное отличие нейтрального радикала от ФАД 
и ФАД˙– [4]. Приведенные данные показывают, 
что каждая редокс-форма ФАД характеризуется 
специфическими максимумами в спектрах погло-
щения. Поэтому абсорбционные спектры в обла-
сти УФА и видимой области предоставляют  
важную информацию о редокс-состояниях хро-
мофора ФАД в фоторецепторных белках.

Как отмечено выше, при поглощении фотона 
хромофор ФАД криптохромов подвергается ре-
докс-реакциям. Эти реакции инициируют фото-
сенсорный процесс, который включает изменения 
в хромофор-белковых взаимодействиях. Возника-
ющие конформационные переходы в структуре 
белка, непосредственно окружающего хромофор, 
распространяются внутри фоторецепторов, что 
составляет молекулярную основу их сигнальной 
активности в живых системах. В течение несколь-
ких последних лет опубликовано много работ 
с новой более детальной информацией о первич-
ных механизмах фотосенсорных и сигнальных 
процессов, опосредуемых криптохромами у раз-
ных организмов. На анализе данных, содержа-
щихся в этих работах, сосредоточено основное 
внимание в настоящем обзоре.

Белки семейства криптохромы/фотолиазы:  
общие сведения

Первыми были идентифицированы криптох-
ромы (cryptochromes: CRY1/CRY2) из растения 
Arabidopsis thaliana. Позднее гены родственных им 
белков были найдены в геномах многих организ-
мов из разных филогенетических групп – бакте-
рий, водорослей, грибов и животных [2, 5–7]. Все 
криптохромные белки объединяет значительное 
структурное сходство с фотолиазами. Эти свето-
чувствительные ферменты содержат кофактор 
ФАД в форме ФАДН–. В фотовозбужденном  
состоянии ФАДН– непосредственно участвует 
в репарации двух главных УФ-индуцированных 
повреждений ДНК – циклобутановых пиримиди-
новых димеров (cyclobutane pyrimidine dimers, 
CPD) или пиримидин (6-4) пиримидоновых фото-
продуктов (pyrimidine 6-4 pyrimidone photo- 
products, 6-4PP) (рис. 2). Ферменты, репарирую-
щие CPD или 6-4PP, названы соответственно 

Рис. 2. Основные типы индуцированных УФ-излучением повреждений ДНК на примере оснований тимина (T), расположенных 
в одной цепи ДНК. В CPD два соседних основания ковалентно связаны, образуя циклобутановое кольцо; у 6-4PP формируется 
сложная химическая структура, где атомы кислорода и водорода в одном основании переносятся к другому основанию, а затем 
между ними образуется одинарная ковалентная связь. Этим объяснятся значительно более низкий квантовый выход фоторепа-
рации ДНК (6-4)-фотолиазами по сравнению с квантовым выходом фоторепарации CPD-фотолиазами.
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CPD-фотолиазами или (6-4)-фотолиазами [8]. Не-
смотря на сходство структур двух типов фотолиаз 
и первичной фотохимии их кофактора ФАД, 
квантовый выход фоторепарации (6-4)-фотолиа-
зами (φ = 0,1) значительно меньше квантового 
выхода фоторепарации CPD-фотолиазами 
(φ = 0,7–0,9). Это обусловлено тем, что фоторепа-
рация 6-4PP по сравнению с фоторепарацией 
CPD более сложная реакция. Подробнее этот  
вопрос рассматривается в следующем разделе.

Принято считать, что криптохромы эволюци-
онировали от фотолиазного предшественника, 
причем разделение генов криптохромов и фотоли-
аз произошло до дивергенции прокариот и эука-
риот. В пользу этого свидетельствуют данные 
о наличии генов как фотолиаз, так и криптохро-
мов в бактериальных геномах. Подтверждением 
общих эволюционных корней фотолиаз и крип-
тохромов может служить открытие у грибов, диа-
томей и зеленых водорослей белков с двойной 
функцией – фотолиазной и регуляторной [9–11].

Криптохромы, как и фотолиазы, содержат 
в качестве основного хромофора ФАД, но, в отли-
чие от его каталитической функции у фотолиаз, 
у криптохромов ФАД определяет главным обра-
зом их фотосенсорные и сигнальные свойства. 
Большинство криптохромов не способны катали-
зировать фоторепарацию ДНК. Однако отдель-
ные их представители, относящиеся к семейству  
криптохромов/фотолиаз (cryptochrome/photolyase 
family, CPF), сохраняют эту способность. Соглас-
но современной филогенетической и функцио-
нальной классификации [7, 9], белки CPF подраз-
деляются на четыре класса. Среди них отметим 
два основных: растительные криптохромы и по-
добные им белки (plant-like, pCRY) и крипто- 
хромы животных и схожие с ними белки (animal-
like, aCRY). Криптохромы растений и зеленых  
водорослей (например, CPH1 Chlamydomonas 
reinhardtii) действуют в основном как сенсорные 
фоторецепторы, тогда как криптохромы живот-
ных могут выполнять функции либо фоторецепто-
ров (тип I), либо не реагирующих на свет регуля-
торов циркадных ритмов (тип II). Криптохромы 
типа I найдены у насекомых (их прототипом счи-
тается криптохром Drosophila melanogaster, dCRY), 
а криптохромы типа II – у млекопитающих. Не-
давно у птиц, рыб, земноводных и пресмыкаю-
щихся выявлен еще один тип криптохромов, кото-
рые содержат ФАД и обладают фотохимической 
активностью [12].

Кроме того, открыты и охарактеризованы по-
добные животным криптохромы вне царства жи-
вотных – главным образом, у фотосинтезирую-
щих водорослей, где они могут действовать не 
только как сигнальные фоторецепторы, но и как 
(6-4)-фотолиазы [10, 11]. Зеленая водоросль 
C. reinhardtii содержит помимо белка pCRY (CPH1) 
белок aCRY (CraCRY), который на 40–50% гомо-

логичен по последовательности белкам aCRY из 
зеленой водоросли Ostreococcus tauri (OtCPF1) 
и диатомеи Phaeodactylum tricornutum (PtCPF1), 
а также (6-4)-фотолиазе из зеленой водоросли 
Dunaliella salina. Криптохромы PtCPF1, OtCPF1 
и CraCRY являются бифункциональными белка-
ми, проявляющими (6-4)-фотолиазную актив-
ность и функцию регуляторов экспрессии генов. 
Интересно, что регуляторная функция белка 
CraCRY выявлена не только при действии синего 
света, поглощаемого хромофором ФАД в окислен-
ной форме, но и при действии красного света,  
поглощаемого ФАДН∙ [11].

Почти все белки CPF подвергаются светоин-
дуцированной реакции, называемой фотоактива-
цией, в которой каталитически неактивный ФАД 
при фотовозбуждении отрывает электрон от со-
седнего триптофана. В восстановленном состоя-
нии флавиновый хромофор либо инициирует 
трансдукцию сигнала (ФАДН∙), либо после даль-
нейшего поглощения фотона катализирует репа-
рацию ДНК (ФАДН–). Быстрый перенос электро-
на с поверхности белка на ФАД обеспечивается 
триадой триптофанов. Этот внутримолекулярный 
путь переноса электрона удлиняется у CraCRY 
и криптохромов животных типа I за счет четверто-
го ароматического остатка [13, 14] – тирозина 
(CraCRY) или триптофана (dCRY). Удлиненный 
электрон-транспортный путь необходим не толь-
ко для реакций фотовосстановления ФАД у бел-
ков aCRY, но также для функционирования 
(6-4)-фотолиаз.

Все криптохромы определяются по их схожей 
двухдоменной структурной организации, включа-
ющей N-концевой α/β-домен, который содержит 
β-лист, и C-концевой α-спиральный домен, свя-
зывающий хромофор ФАД. Вместе они составля-
ют высококонсервативную гомологичную фото-
лиазе область (photolyase homology region, PHR), 
называемую также PHR-доменом. Кроме того, 
в структуру криптохромов входит различающееся 
по числу аминокислотных остатков C-концевое 
удлинение (CRY C-terminal extension, CCE), назы-
ваемое также CCE-доменом [15]. У CRY1 и CRY2 
CCE-домен состоит из 180 и 110 остатков соответ-
ственно. В темноте CCE-домен сильно связан 
PHR-доменом, но после фотоактивации высво-
бождается из ядра PHR и переходит в неупорядо-
ченное состояние. Деструктурированная часть 
CCE из 80 остатков становится затем доступной 
для взаимодействия с некоторыми белками – 
компонентами сигнальных путей криптохромов. 
У фотолиаз CCE-домен отсутствует, а у крипто-
хромов играет роль эффекторного домена. Ранее 
считалось, что PHR криптохромов растений дей-
ствует только как фотосенсорный домен. Однако 
полученные недавно данные о физическом взаи-
модействии большинства известных в настоящее 
время сигнальных белков с PHR-доменом крип-
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тохромов позволяют считать, что PHR, как 
и CCE, тоже может выполнять функцию эффек-
торного домена [16].

Впервые определенная кристаллическая струк-
тура PHR-домена CRY1 проявляет удивительное 
сходство со структурой CPD-фотолиазы Escherichia 
coli, несмотря на их эволюционную отдаленность. 
Однако кристаллическая структура растительного 
криптохрома полной длины из-за технической 
трудности кристаллизации белка с большим вну-
тренне неупорядоченным CCE-доменом пока не 
получена. У криптохрома дрозофилы dCRY, содер-
жащего сравнительно малый CCE-домен, удалось 
определить не только кристаллическую структуру 
полной длины, но и его комплексов с соответству-
ющими сигнальными белками. Результаты этого 
исследования демонстрируют центральную роль 
ФАД-связывающего кармана и физических  
взаимодействий между PHR- и CCE-доменами 
в функционировании криптохромов животных [17]. 
Существует общее согласие в том, что и у крипто-
хромов растений светозависимые изменения во 
взаимодействии между PHR- и CCE-доменами мо-
гут объяснить фотоиндуцированные конформаци-
онные переходы. Однако конкретные сайты взаи-
модействия между PHR и CCE еще предстоит 
идентифицировать.

По современным представлениям, фотоакти-
вация криптохромов растений начинается с по-
глощения фотона синего света хромофором ФАД 
и его фотовосстановления. Это приводит к кон-
формационным изменениям, вызывающим раз-
общение PHR- и CCE-доменов и последую- 
щий переход фоторецептора из конформации  
с закрытым CCE-доменом в конформацию с от-
крытым CCE-доменом. Такие изменения сопро-
вождаются формированием гомодимеров и гомо-
тетрамеров криптохромов, которые необходимы 
для образования их комплексов с различными 
сигнальными белками. Взаимодействия в таких 
комплексах изменяют активность сигнальных 
белков, обеспечивая тем самым регуляцию ими 
экспрессии генов и программ развития растений. 
При изучении перечисленных процессов в по-
следние годы получены новые результаты, кото-
рые рассматриваются ниже.

Фотохимические процессы в белках CPF 
и фотоактивация криптохромов

Структурное сходство между PHR-доменом 
криптохромов и фотолиазами, особенно в белко-
вом кармане, связывающем флавин, определяет 
общий принцип их реагирования на свет: у обоих 
типов белков фотоиндуцированное возбуждение 
хромофора инициирует реакции переноса элек-
трона. Однако механизмы фотохимических про-
цессов у криптохромов и фотолиаз фундаменталь-
но различаются. Это, в частности, выражается 
в редокс-формах хромофора ФАД в ходе его фото-

циклов. Активация светом фотолиаз происходит 
с участием двух хромофоров: каталитического 
ФАД, существующего в основном состоянии 
в анион-восстановленной форме (ФАДН–), а так-
же антенного хромофора. У большинства фотоли-
аз функцию антенного хромофора выполняют 
5,10-метенилтетрагидрофолат (5,10-methenyltet-
rahydrofolate, MTHF) или 8-гидроксидезазафла-
вин (8-hydroxydeazaflavin, 8-HDF). Указанные 
хромофоры имеют более высокие коэффи- 
циенты молярного поглощения в области УФА 
(ε370нм = 29000 M–1см–1 у MTHF или 
ε400нм = 25000 M–1см–1 у 8-HDF) по сравнению 
с ФАДН– (ε370нм = 8000 M–1см–1 или 
ε400нм = 2800 M–1см–1). Это увеличивает количе-
ство поглощенных фотонов, используемых для 
фотофизического резонансного переноса энергии 
возбуждения к ФАДН–, повышая его потенциал 
восстанавливать CPD или 6-4PP для последующей 
их репарации. Кроме того, может значительно 
возрастать скорость репарации ДНК, что важно 
в условиях слабой освещенности. При связывании 
фотолиазы с участком ДНК, содержащим CPD 
или 6-4PP, образуется стабильный комплекс, 
в котором эти фотопродукты оказываются в тес-
ном (в пределах действия ван-дер-ваальсовых сил) 
контакте с ФАДН–. В каталитическом акте проис-
ходит перенос электрона от ФАДН– в синглетно-
возбужденном состоянии к повреждению ДНК, 
что приводит к образованию комплекса с перено-
сом заряда между нейтральным радикалом флави-
на (ФАДН˙) и анион-радикалом CPD или 6-4PP. 
Далее в анион-радикале CPD происходят перерас-
пределение электронной плотности и расщепле-
ние циклобутанового кольца на два исходных пи-
римидина, а ФАДН˙ восстанавливается обратным 
переносом избыточного электрона в активную 
форму ФАДН–, участвующую в последующих фо-
токаталитических циклах.

В анион-радикале 6-4PP C6 5’-основания сое-
динен с C4 3’-основания; при этом OH-группа 
при C4 3’-основания перемещена к C5 5’-основа-
ния (рис. 2). В отличие от CPD, в котором разрыв 
5–6-связей восстанавливает основания в их ис-
ходные формы, в анион-радикале 6-4PP разрыв 
связей C6–C4 и C5–OH приводил бы к формиро-
ванию двух поврежденных оснований, т.е. репара-
ции ДНК не происходило бы. Поэтому для репа-
рации 6-4PP фермент должен катализировать не 
только реакции разрыва связей, но и реакцию пе-
реноса OH-группы. Однако, поскольку интерме-
диат в форме анион-радикала 6-4PP не может 
подвергаться этим двум согласованным реакциям, 
была предложена модель, согласно которой фор-
мирование неповрежденных пиримидинов (после 
разрыва связей C4–C6 и C5–OH) возможно при 
условии превращения анион-радикала в другой 
интермедиат – оксетан. Недавно этот механизм 
подтвержден данными кристаллографического 
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анализа структуры комплекса PHR CraCRY 
с фрагментом ДНК, содержащим 6-4PP [18]. Из 
анализа следует, что в формировании интермедиа-
та оксетана ключевую роль играют два остатка ги-
стидина в активном сайте, которые вовлекаются 
в перенос протонов. В соответствии с полученны-
ми результатами механизм репарации ДНК 
(6-4)-фотолиазой предполагает поглощение вто-
рого фотона для перехода от интермедиата оксета-
на к разрыву связей C4–C6 и C5–OH. Эта вторая 
стадия аналогична однофотонной репарации ди-
меров пиримидинов CPD-фотолиазами.

Помимо циклического переноса электрона от 
фотовозбужденного ФАДН–, в процессе которого 
происходит репарация повреждений ДНК, у фо-
толиаз существует второй путь переноса электро-
на. Он вовлекает три или четыре консервативных 
остатка триптофана. Этот путь, называемый фото-
химической активацией, не требуется для репара-
ции ДНК, но, как полагают, важен для поддержа-
ния заселенности возбужденного состояния 
ФАДН– [9].

Большинство данных по фотохимии криптох-
ромов получено при изучении CRY1/CRY2 A. 
thaliana, CPH1 и CraCRY C. reinhardtii и dCRY D. 
melanogaster [14, 19–22]. В отличие от фотолиаз, 
эти криптохромы в основном состоянии содержат 
ФАД в полностью окисленной форме и обычно 
(за исключением CraCRY, который дополнитель-
но встраивает хромофор 8-HDF) не связывают ан-
тенный хромофор. Как показывают структуры 
криптохромов, это обусловлено замещением клю-
чевых аминокислотных остатков в белковых кар-
манах, связывающих антенный хромофор, что 
препятствует его узнаванию и встраиванию.

При исследовании CRY1 и CPH1 с примене-
нием инфракрасной Фурье-спектроскопии в соче-
тании со спектроскопией временного разрешения 
в ультрафиолетовой и видимой области установ-
лено, что при поглощении синего света ФАД 
в синглетном возбужденном состоянии восстанав-
ливается в анион-радикал ФАД˙– посредством пе-
реноса электрона от соседнего остатка триптофа-
на (Три1Н) – компонента консервативной триады 
триптофанов. Эта сверхбыстрая реакция переноса 
электрона к ФАД происходит за 0,4 фс [23], а ре-
акции переноса электрона между концевым трип-
тофаном (Три3Н) и Три1Н происходят за 31 пс. 
Они сопровождаются формированием катион-ра-
дикала концевого триптофана (Три3Н˙+), который 
после депротонирования переходит в радикал 
Три3

˙. Последующее взаимодействие Три3
˙ с остат-

ком тирозина (ТирОН) вызывает его восстановле-
ние до Три3Н и образование радикала тирозина 
(ТирО˙) в течение нескольких мс.

Образующийся при фотовосстановлении ФАД 
анион-радикал (ФАД˙–) протонируется у CRY1 
и CPH1 в течение нескольких микросекунд и пере-
ходит в нейтральный радикал (ФАДН˙). Согласно 

полученным данным, донором протона в этой ре-
акции может служить близко расположенный 
к изоаллоксазиновому кольцу флавина остаток 
аспарагиновой кислоты. Очевидно, что исчезно-
вение радикала ФАД˙– отделено от процессов вну-
три триады триптофанов, поскольку его протони-
рование и переход в форму ФАДН˙ задержано во 
времени на 6–7 порядков по отношению к изна-
чальному переносу электрона. Такое отчетливое 
разделение двух процессов представляется удиви-
тельным, если учесть, что донор протона находит-
ся в непосредственной близости к флавину. Объ-
яснение этого противоречия может состоять 
в том, что для переноса протона аспарагиновой 
кислоте требуется предварительная структурная 
реорганизация, так как она формирует водород-
ную связь с атомом кислорода белковой структу-
ры [23]. Интересно, что остаток аспарагиновой 
кислоты сохранен только у криптохромов расте-
ний, тогда как у криптохромов животных типа 1, 
например, у dCRY, он замещен остатком цистеи-
на. Вероятно, этим объясняется отсутствие сопря-
женного с переносом электрона протонирования 
при фотовосстановлении ФАД у dCRY и образо-
вание только анион-радикала ФАД˙–. В пользу 
этого предположения свидетельствуют данные, 
согласно которым замена аспарагиновой кислоты 
на цистеин в PHR-домене CPH1 полностью бло-
кирует перенос протона. Реакция протонирования 
функционально значима для криптохромов расте-
ний, поскольку время жизни ФАДН˙ возрастает до 
нескольких миллисекунд in vitro и нескольких ми-
нут in vivo [20, 24].

Как отмечено выше, в отличие от всех других 
редокс-форм флавина, имеющих поглощение 
только в синей/УФА-области, ФАДН˙ поглощает 
в зеленой и красной области (500–650 нм). Это 
свойство ФАДН˙ способствовало подтверждению 
его роли как сигнальной формы флавинового хро-
мофора у криптохромов растений. Было показано, 
что добавление зеленого света подавляет ряд кон-
тролируемых криптохромом ответов на синий 
свет. Антагонистическое действие зеленого света 
коррелировало с уменьшением концентрации 
ФАДН˙ в результате его фотовосстановления в не-
активную форму ФАДН−. Фотохимические пре-
вращения флавинового хромофора завершаются 
реакцией ФАДН− с кислородом и регенерацией 
исходного окисленного состояния ФАД [19]. В со-
вокупности редокс фотоцикл ФАД-хромофора 
криптохромов растений можно представить в виде 
следующей упрощенной схемы:
hυ-1 → ФАД → ФАД* + e− → ФАД∙ − + H+ → ФАДН∙

 ↑− H2O2                                                  + e− ↓ hυ-2
[ФАДН∙ + HO2

∙] ↔ [ФАДН∙ + O2
∙ −] ← O2 + ФАДН−

↑
O2

∙ − + H+ ↔ HO2
∙
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При поглощении фотона синего света в обла-
сти 400–500 нм (hυ-1) ФАД переходит в фотовоз-
бужденное состояние ФАД* и на него переносится 
электрон от остатка триптофана, включенного 
в триаду триптофанов. Образующийся катион-ра-
дикал ФАД∙ − протонируется до нейтрального ра-
дикала ФАДН∙. После поглощения нейтральным 
радикалом фотона длинноволнового видимого 
света в области 500–650 нм (hυ-2) и переноса на 
него электрона формируется восстановленный 
анион ФАДН−. Цикл завершается окислением 
этой формы флавина молекулярным кислородом 
в исходную форму ФАД. На первой стадии окис-
ления интермедиатом может быть радикальная 
пара [ФАДН∙ + O2

∙−]. На второй стадии в ради-
кальной паре супероксид O2

∙ − заменен на свою 
протонированную форму HO2

∙, с которой он нахо-
дится в равновесии и которая окисляет ФАДН∙ 
в ФАД с выходом H2O2 [25].

Как уже было отмечено, сигнальная актив-
ность криптохромов обеспечивается их CCE-
доменом, тогда как PHR-домен осуществляет ре-
гулируемый светом контроль над функцией CCE. 
После фотоактивации CCE-домен высвобождает-
ся и может взаимодействовать с компонентами 
сигнальных путей криптохрома. Однако до недав-
него времени вопрос о том, как высвобождение 
CCE связано с фотохимией криптохрома, оставал-
ся невыясненным.

В исследовании с применением инфракрасной 
спектроскопии временного разрешения обнаруже-
но, что после формирования сигнальной формы 
ФАДН∙ в N-концевом α/β- субдомене PHR фото-
рецептора CPH1 в течение 500 мкс происходит за-
метное изменение структуры β-листа. Этот факт 
рассматривается как свидетельство ключевой роли 
β-листа во взаимодействии PHR и CCE, а также 
роли его деструктуризации в сигнальном процессе 
[23]. Интересно, что у CRY1 переход CCE в неупо-
рядоченное состояние происходит за время 100 мс 
после формирования ФАДН∙, т.е. намного позже. 
В предложенной на основе этих данных модели 
[23] показано, как структурные изменения согла-
суются во времени с фотохимией флавинового 
хромофора у криптохромов растений.

Структурные аспекты трансдукции сигнала 
криптохромами: фотоолигомеризация 

и взаимодействие с сигнальными белками
Как следует из рассмотренных выше данных, 

криптохромы с фотовосстановленным ФАД под-
вергаются конформационным изменениям, при-
водящим к разобщению PHR- и CCE-доменов. 
В последнее время показано, что этот процесс мо-
жет вызывать изменения во взаимодействии меж-
ду молекулами криптохромов, сопровождаемые их 
гомоолигомеризацией. Фотоолигомеризация тре-
буется для физиологической активности криптох-
ромов растений, так как обеспечивает повышение 

их сродства к сигнальным белкам, таким как 
транскрипционные факторы CRY-interacting 
basing helix-loop-helix – bHLHs (CIBs), комплекс 
репрессоров фотоморфогенеза constitutive photo-
morphogenic1 (COP1)/ supressors of phytochrome A 
(SPAs) и ингибиторы криптохромов blue-light 
inhibitors of CRYs (BICs). В результате взаимодей-
ствия в комплексе гомоолигомера криптохрома 
с этими белками изменяется их сигнальная актив-
ность, что приводит к изменению экспрессии ге-
нов и регуляции программ развития растений [26]. 
Следует отметить, что ключевые детали этой мо-
дели не были точно определены. Особенно это ка-
сается структурных изменений в гомодимере 
криптохрома, на основании которых можно было 
бы его отличить от структуры мономера. 

Для решения этого вопроса проведено гене-
тическое изучение связи структуры и функции 
у криптохромов растений [27, 28]. Показано, что 
мутации остатков триптофана Три-триады (Trp 
triad) у CRY1 или CRY2 блокируют каскад пере-
носа электрона и фотовосстановление ФАД in 
vitro, но не влияют на физиологическую актив-
ность мутантов in vivo. Некоторые мутанты, 
а именно, Три374Ала у CRY2 или его эквивалент 
Три377Ала у CRY1, проявляют конститутивную, 
т.е. независимую от света, физиологическую ак-
тивность. Используя преимущество таких мутан-
тов, недавно определили структуры активных го-
моолигомеров криптохромов. В отличие от 
дикого типа CRY2, который подвергается фото-
олигомеризации, мутант Три374Ала CRY2 прояв-
ляет гомоолигомеризацию in vitro. Этот результат 
согласуется с данными о том, что фотоолигоме-
ризация требуется для функциональной активно-
сти CRY2 и что мутант Три374Ала CRY2 консти-
тутивно активен in vivo [26].

Методом низкотемпературной электронной 
микроскопии с визуализацией выявлены конфи-
гурации гомодимера и гомотетрамера мутанта 
Три374Ала CRY2, у которого эти олигомеры фор-
мируются посредством взаимодействий поверхно-
стей PHR-доменов. Мутации в интерфейсе CRY2 
приводили к уменьшению сродства гомодимера 
к сигнальному белку CIB1. На основании этого 
факта предположили, что CIB1 взаимодействует 
с CRY2 в интерфейсе гомодимера, и, вероятно, 
поэтому именно олигомеры, а не мономеры явля-
ются активными формами криптохромов [29]. 
Следует отметить, что большинство остатков,  
находящихся в одном из двух интерфейсов  
CRY-тетрамера, являются консервативными 
у криптохромов растений, но не у криптохромов 
животных. В этой связи было бы интересно опре-
делить, требуется ли гомоолигомеризация для 
функционирования данной группы криптохромов, 
которые могли развить иные структуры интерфей-
сов, или зависимый от димеризации механизм  
фотоактивации криптохромов растений уникален.



72

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2022. Т. 77. № 2

Г.Я. Фрайкин

Известно, что фотоактивированные криптох-
ромы растений могут подвергаться инактивации 
по трем механизмам, включая спонтанную темно-
вую реверсию гомоолигомеров в мономеры, взаи-
модействие с ингибиторами (BICs) и убиквитин-
зависимый протеолиз. Среди этих механизмов 
только ингибирование криптохромов, вызываемое 
BICs, является светочувствительным процессом. 
Это предполагает, что взаимодействие CRY–BIC 
может играть более динамичную роль в регуляции 
активности криптохромов у растений, растущих 
на свету. Недавно проведенный анализ кристал-
лической структуры комплекса PHR–CRY2 
с BIC2 выявил два возможных механизма, прояс-
няющих вопрос о том, как белки BIC могут  
инактивировать криптохромы растений [30].  
Во-первых, BIC может ингибировать фотовосста-
новление ФАД. Порядка десяти остатков CRY2 
находятся в непосредственной близости от ФАД. 
Связывание BIC2 с PHR–CRY2 увеличивает рас-
стояние между донором электрона (Три397) и ак-
цептором (изоаллоксазиновое кольцо ФАД), что 
может затруднить перенос электрона. Кроме того, 
такое связывание может привести к вращению 
карбоксильной боковой цепи предполагаемого 
донора протона (Асп393) на 50°, что увеличит рас-
стояние между донором протона и акцептором 
протона в хромофоре. Такое изменение делает 
протонирование практически невозможным. Со-
ответственно, BIC2 может блокировать фотовос-
становление ФАД в ФАД∙− и его протонирование 
в ФАДН∙. Во-вторых, BICs могут действовать как 
конкурентные ингибиторы гомоолигомеризации 
CRY2. В комплексе PHR–CRY2 с BIC2 структура 
фрагмента BIC2 определяет его способность опоя-
сывать паз между двумя субдоменами PHR-
домена CRY2. PHR–CRY2 и BIC2 имеют по 
16 остатков, которые вовлекаются в формирова-
ние комплекса между ними. Индивидуальные му-
тации нескольких остатков в интерфейсе ком-
плекса снижали выраженное сродство между 
PHR–CRY2 и BIC2 in vitro. Интерфейсы гетероди-
мера CRY–BIC и гомодимера CRY–CRY содержат 
два остатка CRY2 – Три349 и аргинин (Арг208). 
В гетеродимере остаток Три349 гидрофобно взаи-
модействует с изолейцином (Иле57) BIC2, тогда 
как Арг208 формирует солевой мостик и водород-
ную связь с глутамином (Глу50) BIC2. В гомоди-
мере CRY2–CRY2 Три349 и Арг208 находятся 
в интерфейсе. Эти данные убеждают, что связыва-
ние BICs с CRYs конкурентно ингибирует фотоо-
лигомеризацию CRY, блокируя тем самым его  
фотоактивацию.

В заключение можно констатировать, что по-
нимание первичных механизмов восприятия света 
криптохромами и принципов их функционирова-
ния у разных организмов значительно улучшилось 
за последние несколько лет. Особого внимания 
заслуживают результаты исследования крипто-

хромных фоторецепторов, выявленных недавно 
у зеленой водоросли C. reinhardtii (CPH1, CraCRY) 
и у позвоночных животных (CRY4). Эти фоторе-
цепторы охарактеризованы в отношении структу-
ры и разнообразных функций; у них детально изу-
чены фотоциклы флавиновых хромофоров, 
которые отличаются из-за природы и числа аро-
матических остатков и других аминокислот, уча-
ствующих в каскаде переноса электрона/протона 
при фотовосстановлении флавина [11, 31]. 
У криптохромов растений поглощение света хро-
мофором инициирует перенос электрона к флави-
ну через триаду триптофанов. У криптохромов 
животных типа I и подобных криптохромам жи-
вотных (aCRY) этот электронно-транспортный 
путь включает четвертый ароматический остаток, 
который может быть либо триптофаном (dCRY), 
либо тирозином (CraCRY). У криптохрома голубя 
Columba livia (ClCRY4) цепь из Три-триады удли-
няется за счет четвертого триптофана и остатка 
тирозина. Этим определяется наиболее высокий 
квантовый выход фотовосстановления флавино-
вого хромофора у ClCRY4 по сравнению с други-
ми криптохромами.

Несмотря на то, что механизм фотовосстанов-
ления ФАД детально изучен in vitro, вопрос о том, 
как конкретно перенос электрона к ФАД вовлека-
ется в фотоактивацию криптохромов, остается  
нерешенным. Показано, что мутации остатков  
Три-триады у CRY1/CRY2, которые блокируют 
перенос электрона и фотовосстановление ФАД 
in vitro, не влияют на их биохимическую и физио-
логическую активность in vivo [27, 28]. Иными 
словами, зависимое от Три-триады фотовос- 
становление ФАД не требуется для функциони-
рования криптохромов. Очевидно, для раскры-
тия механизма фотоактивации криптохромных 
белков необходимо дальнейшее исследование 
альтернативного пути переноса электрона с при-
менением новых и инновационных подходов. 
Другой вопрос, связанный с фотоциклом ФАД, 
относится к магниточувствительной функции 
криптохромов.

Радикальные пары в фотоцикле ФАД 
и магниточувствительность криптохромов

Принято считать, что в основе магниточув-
ствительности криптохромных белков лежит фор-
мирование радикальных пар, на которые могут 
влиять слабые магнитные поля [32]. Следствием 
этого может быть изменение химических констант 
скоростей редокс-реакций ФАД, создающее отли-
чие в концентрации активированного состояния 
фоторецептора и, соответственно, измененную 
биологическую активность. Однако природа маг-
ниточувствительных радикальных пар и стадии, 
на которых они действуют в течение редокс-цикла 
криптохромов, пока точно не определены и явля-
ются предметом дискуссий. На основании боль-
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шого числа экспериментальных и теоретических 
работ предложены две альтернативные модели 
формирования разных радикальных пар, опреде-
ляющих магниточувствительность криптохромов. 
Согласно модели 1, радикальная пара [ФАД˙– 
Три˙+] образуется путем инициирующей реакции 
переноса электрона к фотовозбужденному ФАД от 
остатка триптофана, включенного в триаду (тетра-
ду) триптофанов. Эта радикальная пара подверга-
ется магниточувствительной интерконверсии 
между синглетным и триплетным состояниями: 
1[ФАД˙– Три˙+] ↔ 3[ФАД˙– Три˙+]. При протониро-
вании ФАД˙– может переходить в форму ФАДН˙ 
и после фотовосстановления – в неактивную фор-
му ФАДН–.

Темновое реокисление ФАДН– в реакции 
с кислородом принято за основу в модели 2, 
предполагающей, что интермедиатом в этом про-
цессе может быть радикальная пара [ФАДН˙ O2

˙–]. 
Она также может подвергаться магниточувстви-
тельному взаимопревращению между синглет-
ным и триплетным состояниями; при этом син-
глетное состояние переходит в исходную форму 
ФАД после высвобождения перекиси водорода, 
как показано на приведенной выше схеме ре-
докс-фотоцикла ФАД-хромофора. В недавнем 
исследовании получено частичное подтвержде-
ние такого механизма [33]. Показано, что ответы 
CRY1 на свет in vivo усиливаются в магнитном 
поле, причем даже в случае его воздействия во 
время темновых интервалов между освещениями. 
Поэтому считается, что магниточувствительная 
реакция в фотоцикле криптохрома происходит 
на стадии реокисления ФАДН– и может вовле-
кать активные формы кислорода. Однако их кон-
кретная природа пока не определена. Кроме 
того, в соответствии с данными теоретического 
анализа, радикальная пара флавин/супероксид 
кислорода вряд ли может быть магниточувстви-
тельным интермедиатом у криптохромов из-за 
очень быстрой релаксации спина супероксида. 
Очевидно, для идентификации магниточувстви-
тельных интермедиатов требуются дальнейшие 
исследования.

Главный проблемный вопрос, касающийся 
отмеченной выше модели 1, состоит в том, что она 
включает некоторые результаты, являющиеся 
спорными из-за существования противоречий 

между фотохимическими и биологическими дан-
ными. Кроме того, в ряде работ по ориентации 
птиц в магнитном поле получены данные, кото-
рые не согласуются с обсуждаемой моделью. В од-
ной из них продемонстрировано, что птицы могут 
ориентироваться в магнитном поле при действии 
зеленого света, фотоны которого ФАД не погло-
щает, а поглощает только ФАДН˙. Вследствие это-
го он может восстанавливаться в ФАДН–, что ис-
ключает возможность формирования радикальной 
пары флавин/триптофан и ее модификации маг-
нитным полем. Для прояснения вопроса о несоот-
ветствии фотохимических и биологических дан-
ных в недавней работе проведен детальный 
фотохимический и структурный анализ криптох-
рома из C. livia (ClCRY4). В полученных кристал-
лических структурах выявлены модификации 
в эволюционно консервативной триаде триптофа-
нов: у ClCRY4 цепь триптофанов удлиняется за 
счет четвертого триптофана и остатка тирозина 
[31]. Это обеспечивает высокий квантовый выход 
реакции фотовосстановления ФАД (φ ~ 0,4), пре-
вышающий соответствующие квантовые выходы 
у других криптохромов (φ ~ 0,2). Высокий кванто-
вый выход повышает чувствительность ClCRY4 
к свету низкой интенсивности, что согласуется 
с наблюдением поведенческих реакций у птиц при 
их ориентации в магнитном поле. В целом резуль-
таты работы совместимы с ночным поведением 
мигрирующих позвоночных животных в условиях 
слабой освещенности и предсказывают фотохи-
мические пути, которые могут обеспечивать маг-
ниточувствительность живых систем. Однако не-
которые вопросы в этом направлении остаются 
нерешенными. Для их прояснения необходимы 
новые подходы к изучению поведенческих реак-
ций организмов, а также дальнейшие фотохими-
ческие исследования криптохромов у мигрирую-
щих птиц, которые помогут глубже понять 
механизмы биологической адаптации разных  
организмов.

Исследование выполнено в рамках научно- 
го проекта государственного задания МГУ 
№ 121032500058-7. Автор заявляет об отсутствии 
конфликта интересов. Работа выполнена без ис-
пользования животных и без привлечения людей 
в качестве испытуемых.
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ФОТОСЕНСОРНЫЕ И СИГНАЛЬНЫЕ СВОЙСТВА КРИПТОХРОМОВ

REVIEW 

Photosensory and signaling properties of cryptochromes
G.Ya. Fraikin 
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The blue-light protein sensors cryptochromes compose the widespread class of photoreceptors 
that regulate processes of development in plants and circadian rhythms in animals and plants. 
These photoreceptors can also function as magnetoreceptors. During the last decade 
cryptochromes have been discovered and characterized in several photosynthetic algae, where 
they may act not only as regulatory photoreceptors, but also as photolyases catalyzing the repair 
of ultraviolet-induced DNA lesions. Cryptochrome proteins bind flavin adenine dinucleotide 
(FAD) as a chromophore in the photolyase homology region (PHR) domain and contain the 
cryptochrome C-terminal extension (CCE) which is joined to PHR near the FAD-binding site. 
The chromophore is responsible for photosensory properties of cryptochromes and CCE is 
essential for their signaling activities. Photosensory processes are initiated by photochemical 
FAD conversions involving electron/proton transfer and the formation of redox forms. These 
reactions lead to changes in chromophore–protein interactions. The resulting conformational 
transitions in protein structure provide the molecular foundation of cryptochrome signaling 
activity in living systems. In plants, cryptochrome protein with photoreduced FAD undergoes 
conformational changes causing disengagement of the PHR domain and CCE that is 
accompanied by the formation of functionally active dimers/tetramers of cryptochrome 
molecules. Photooligomerization is considered as a key process necessary for cryptochrome 
signaling activity, since oligomers provide the formation their complexes with variety proteins, 
the components of photoreceptor signaling pathways. Interactions cryptochrome–protein in 
such complexes changes the protein signaling activities leading to gene expression alteration and 
photomorphogenesis. In this review, current knowledge on photosensory and signaling 
properties of cryptochromes are discussed.

Keywords: cryptochromes, photoreceptors, FAD-chromophore, redox forms, photoactivation, 
signaling mechanisms

Funding: This study was performed under the state assignment of Moscow State University, 
project number 121032500058-7.

Сведения об авторе
Фрайкин Григорий Яковлевич – докт. биол. наук, проф. кафедры биофизики биологи-
ческого факультета МГУ. Тел.: 8-495-939-39-68; e-mail: gfraikin@yandex.ru, ORCID:  
https://orcid.org/0000-0002-7267-2338

http://orcid.org/0000-0002-7267-2338

