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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ
Актуальность темы. Современная биотехнология включает целый ряд 

разнообразных, быстро развивающихся, социально ориентированных направлений 
исследований. При этом успехи биотехнологии во многом связаны с использованием 
ферментов и ферментативных систем, позволяющих оптимизировать традиционные 
производства путем замены химических подходов энзиматическими либо за счет 
повышения эффективности уже существующих ферментативных процессов. 
Актуальной проблемой биотехнологии является поиск простых и экономически

I
выгодных подходов направленного влияния на уровень синтеза целевых белков. 
Выяснение роли адаптационных систем бактерий в регуляции синтеза ферментов 
может открыть перспективное направление в микробной биотехнологии, 
заключающееся в использовании новых аспектов теории стресса для оптимизации 
ферментативных производств. Однако в настоящее время молекулярные механизмы, 
контролирующие адаптационный потенциал микробной клетки, изучены 
недостаточно.

Бактерии обладают множеством регуляторных систем, позволяющих им быстро 
адаптироваться в неблагоприятных условиях и контролирующих широкий спектр 
процессов, протекающих в клетке, включая образование жгутиков [Аігаша еі аі., 
2000], синтез внутри- и внеклеточных ферментов [Кшш, КаророгТ, 1995; Уоікег, 
Нескет, 2005], формирование состояния компетентности [Нашоеп еі аі., 2003], 
переход к спорообразованию [БопепьЬеіп, 2000], вступление в стационарную фазу 
роста [Головлев, 1999], образование некультивируемых форм [Романова с соавт., 
2002]. В основе формирования перечисленных адаптационных реакций лежит 
регуляция экспрессии соответствующих генов на различных уровнях, в частности, на 
уровне инициации транскрипции [Ыоуб еі аі., 2001; Моопеу еі аі., 2005]. Широко 
распространена у бактерий позитивная регуляция экспрессии генов с участием 
сенсорно-регуляторных систем: фосфатный регулон или Ое§3-Ое§11 система 
представляют собой примеры глобального контроля за процессами в клетке в 
стрессовых условиях [\Уаппег, 1993; Рга^аі еі аі., 2004; Е§исЫ, ГКыіті, 2005]. У части 
клеток в условиях стресса включается механизм, генерирующий множественные 
адаптивные мутации (808-ответ) [Іапіоп, 2001; Розіег, 2005].

Секретируемые гидролизы бактерий в последние годы вызывают все больший 
интерес как модельные объекты при исследовании отдельных регуляторных 
процессов и как перспективные для промышленного использования ферменты. Так 
как усиленный синтез гидролитических ферментов является одним из способов
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адаптации бактерий к агрессивным условиям окружающей среды, установление 
молекулярных механизмов регуляции синтеза гидролаз может внести существенный 
вклад в выявление путей формирования ответа бактериальной клетки на стресс, а 
также позволит направленно влиять на уровень продукции этих ферментов.

Бактерии Зеггаі'ш тагсезсепв являются единственными представителями 
семейства ЕпіегоЬасіегіасеае, секретирующими в среду уникальные по свойствам 
гидролитические ферменты, включая хитиназы (КФ 3.2.1.14), и представляют 
собой адекватную систему для изучения механизмов регуляции синтеза 
хитинолитических ферментов. Циклизующие гуанилспецифичные рибонуклеазы 
(КФ 3.1.27) и глутамилэндопептидазы (3.4.21.19), продуцируемые различными 
видами бацилл, являются интересными моделями для исследования эволюционного 
развития ферментативной системы спорообразующих бактерий. Кроме того, 
хитиназы, РНКазы и глутамилэндопептидазы широко используются в 
биотехнологии, в молекулярной биологии, находят применение в медицине. 
Изучены физико-химические и каталитические свойства ферментов, установлены 
первичные структуры белков, клонированы и секвенированы соответствующие 
гены. Однако крайне мало работ посвящено изучению регуляции биосинтеза 
гидролаз, а накопленные данные, полученные традиционными физиолого­
биохимическими методами исследования, часто противоречивы и недостаточно 
информативны. Все это определяет актуальность данной работы, посвященной 
исследованию конкретных молекулярных механизмов регуляции биосинтеза 
секрегируемых гидролаз грамотрицательных и грамположительных бактерий в 
неблагоприятных условиях внешней среды.

Целью данной работы явилось установление механизмов регуляции 
биосинтеза ферментов гидролитического типа действия у Зеггайа тагсехсепх и 
различных видов бацилл в условиях стресса.

В соответствии ’с поставленной целью были определены следующие 
экспериментальные задачи:
1. Выяснение закономерностей биосинтеза хитиназ З.тагсехсею, РНКаз

В.іпіегтесй их, В.рйтіійх, В.ату^о^і^иеўасіеп5 и глутамилэндопептидазы
В.іпіегтесііш в процессе роста бактерий.

2. Характеристика качественного и количественного состава хитинолитического 
комплекса штамма З.тагсевсет Ви-211 АТСС 9986. Характеристика мутантного 
штамма З.тагсезсет с повышенной хитиназной активностью.
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3. Исследование влияния индуктора 808-функций клетки митомицина С (МС) и 
субстрата фермента -  хитина на биосинтез белков с хитиназной активностью у
З.тагсевсе пв.

4. Анализ нуклеотидных последовательностей промоторов генов РНКаз 
В. ітегтесіша, В.ршпііш, В.атуіоіірйе/асіепв и глутамилэндопептидазы 
ВЛмегтесііш с целью обнаружения возможных консервативных участков для 
связывания с регуляторными белками.

5. Получение рекомбинантных штаммов Е.соіі, несущих плазмиды со 
структурными генами РНКаз ВЛМегтёсНив, В.ритйив и В.атуіоііцйе/асіепа под 
собственными и гетерологичными регуляторными областями, а также 
рекомбинантных штаммов В.тЫШв, несущих полный ген 
глутамилэндопептидазы В.Шеппесйш, для изучения экспрессии генов данных 
ферментов.

6. Выяснение механизмов регуляции биосинтеза РНКаз ВЛпіегтейіж, В.рйтііт и 
В.атуіоіідйе/асіепв в условиях недостатка и избытка неорганического фосфата и 
под воздействием специфического ингибитора транскрипции актиномицина Д 
(АД).

7. Исследование механизмов регуляции биосинтеза глутамилэндопептидазы 
ВЛпіегтейіш в условиях солевого и температурного стрессов.
Научная новизна работы. К началу настоящей работы данные по биосинтезу 

хитиназ З.тагсевсепв и гуанил специфичных РНКаз бацилл были ограничены 
изучением влияния факторов внешней среды, а для глутамилэндопептидазы 
ВЛпіегтесІійв публикации по исследованию биосинтеза фермента отсутствовали. В 
данной работе впервые исследования регуляторных механизмов биосинтеза 
перечисленных ферментов проведены на качественно новом уровне и 
систематизированы, установлены конкретные молекулярные механизмы регуляции 
биосинтеза хитиназ З.тагсевсепв, а также РНКаз и глутамилэндопептидазы бацилл 
в условиях стресса.

Впервые изучен качественный и количественный состав хитинолитического 
комплекса штамма З.тагсевсепв Ви-211 АТСС 9986 и мутантного штамма 
В.тагсевсет Д5 с конститутивным синтезом хитиназ. Получены приоритетные 
данные о том, что в условиях индукции системы 808-ответа происходит 
координированная индукция белков, обладающих хитиназной активностью.

Впервые на основе анализа нуклеотидных последовательностей генов, 
физиологических экспериментов и исследования экспрессии соответствующих
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генов в рекомбинантных штаммах Е.соіі и В.$иЫШ$ показана регуляция синтеза 
РНКаз и глутамилэндопептидазы бацилл посредством сенсорно-регуляторных 
систем на уровне транскрипции. Установлено, что секретируемые РНКазы бацилл 
по типу регуляции биосинтеза можно разделить на две принципиально различные 
группы: синтез РНКаз В.іпіегтесіійа и В.ршпіійз индуцируется посредством 
активации двухкомпонентной системы РЬоР/РЬоК; синтез РНКазы 
В.атуіоіідйе/асіеп! не подвержен регуляторным воздействиям со стороны данной 
системы. Показано, что АД стимулирует синтез РНКаз, регулируемых по типу 
активации генов фосфатного регулона, и не оказывает видимого эффекта на синтез 
РНКазы В.атуіоіідйе/асіет. Биосинтез глутамилэндопептидазы В.іпіегтейійз также 
подвержен регуляции со стороны сенсорно-регуляторной системы. В данном 
случае системой, контролирующей регуляцию процесса биосинтеза, является 
система трансдукции сигнала Ое§8/Пе§11, а внешним индуктором служат условия 
солевого стресса.

Практическая значимость работы. Выявленные в работе закономерности 
важны для общего понимания механизмов формирования ответа бактериальных 
клеток на стресс. Хитиназы, секретируемые 8.тагсе$сею, РНКазы и специфические 
протеиназы, секретируемые бациллами, могут найти применение в медицине, 
ветеринарии, сельском хозяйстве, а также в аналитических технологиях и 
промышленности. В ходе исследования охарактеризован новый штамм 
Б.тагсезсепа, синтезирующий внеклеточные хитиназы в отсутствие индукторов. 
Разработана биотехнологическая схема для получения препарата хитиназы
З.тагсезсет в промышленных условиях, отраженная в акте об испытании на ГУП 
Опытный завод АН РБ. Оптимизированы и заявлены к патентованию питательные 
среды, обеспечивающие высокую продукцию всех исследованных ферментов. 
Исследована экспрессия генов РНКаз и С1и,Анр-специфической протеиназы бацилл 
в рекомбинантных штаммах Е.соіі и В.шЬііІі$, соответственно. Полученные 
рекомбинантные штаммы предложены как продуценты соответствующих 
ферментов. В каждом отдельном случае подобраны условия накопления 
гетерологичных ферментов в культуральной жидкости рекомбинантных штаммов, 
что используется при получении белков в препаративных количествах для 
структурно-функциональных исследований в соответствии с актом о внедрении в 
Институте молекулярной генетики РАН.
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Научные положения, выносимые на защиту:
1. Все исследованные гидролизы являются ферментами второй фазы роста, и 

максимум их активности приходится на стационарную фазу роста культуры. 
Факторы среды, регулирующие биосинтез ферментов, индивидуальны для 
каждой группы гидролаз,

2. В присутствии индукторов штамм З.тагсезсепз Ви-211 АТСС 9986 секретирует 
в среду четыре белка с хитиназной активностью с молекулярными массами 58, 
52, 38 и 21 кДа. Мутантный штамм З.тагсеасет Д5 синтезирует хитиназы 
конститутивно и не нуждается в индукторах для продукции больших количеств 
ферментов.

3. В условиях активации системы 808-ответа происходит координированная 
индукция биосинтеза всех четырех хитиназ В.тагсезсепз.

4. Близкородственные гуанилепецифичные циклизующие РНКазы бацилл имеют 
принципиальные различия в регуляции их биосинтеза: экспрессия генов РНКаз 
В.іпіегтееііш и В.ритйш контролируется двухкомпонентной системой 
трансдукции сигнала РЬоР/РЬоК., тогда как регуляция экспрессии гена РНКазы 
В. атуіоііцйе/асіет происходит по иному механизму.

5. Регуляция биосинтеза глутамилэндопептидазы ВЛпгегтейшз осуществляется 
посредством сенсорно-регуляторной системы типа Ое§5/Е)е§11 системы 
В.аиЪпШ в условиях солевого стресса Регуляция биосинтеза фермента не 
зависит от активации а в-фактора, а также от функционирования специфических 
механизмов, индуцирующихся при холодовом и тепловом шоке.
Связь работы с базовыми научными программами. Исследования по теме 

диссертационной работы проводились в соответствии с программой НИР КГУ 
(№ гос.регистрации 01.2.00 104982; «Биосинтез, биогенез, классификация, 
физиологические функции новых микробных ферментов и возможные области их 
практического применения»). Исследования автора как исполнителя данной 
тематики поддержаны грантами фонда «Университеты России -  фундаментальные 
исследования» (№ 015.07.01.32), Российского фонда фундаментальных
исследований (№№ 01-04-48037, 04-04-49385, 05-04-48182), фонда НАТО 
(НТЕСНЬО. 97337213), фонда Санкт-Петербургского университета (№ Е00-6.0-15), 
фонда Российско-Американской Программы «Фундаментальные исследования и 
высшее образование» (№ КЕС-007), фонда НИОКР и Академии Наук РТ (№№ 04- 
02/99, 04-02/2000, 03-3.10-11, 03-3.10-295), фонда Еізе-Кгопег, Ргезепшз Ме<1іса1 
Саге (2003-2004 гг.), Государственными контрактами №02.434.11.3020
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«Конструирование противоопухолевых препаратов селективного действия на 
основе микробных рибонуклеаз (2005-2006 гг.) и №02.451.11.7019 «Центр 
коллективного пользования КГУ», Государственной программой «Развитие 
научного потенциала высшей школы» РНП 2.1.1.1005.

Место выполнения работы. Экспериментальные данные получены автором за 
время работы на кафедре микробиологии Казанского государственного 
университета в период с 1991 по 2005 гг. Научные положения диссертации и 
выводы, вытекающие из анализа полученного экспериментального материала, 
базируются на результатах собственных исследований автора.

Исследования были начаты в НИЛ биосинтеза и биоинженерии ферментов 
кафедры микробиологии КГУ под руководством к.б.н. Л.В.Знаменской и д.б.н., 
проф. И.БЛещинской. Изучение экспрессии гетерологичных генов РНКаз бацилл в 
рекомбинантных штаммах Е.соН частично проводили в лаборатории проф.
A. Ди Донато (кафедра биохимии Университета г. Неаполь, Италия). Работа по 
исследованию хитинолитического комплекса З.тагсезсет выполнена в 
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стресса. Премоторная область гена глутамилэндопептидазы В.іпіегтесіійх 
содержит консервативную последовательность нуклеотидов, необходимую для 
связывания с белком-регулятором клеточного ответа Ое§11.

6. Механизмы, связанные с активацией альтернативного ов-фактора, а также 
специфические механизмы, индуцирующиеся при холодовом и тепловом 
стрессах, не вовлечены в регуляцию биосинтеза глутамилэндопептидазы
В. іпгегтейійх.

7. В условиях стресса биосинтез ферментов, использованных в качестве модельных 
объектов, индуцируется посредством активации различных адаптационных 
систем: 808-системы клетки либо двухкомпонентных систем сигнальной 
трансдукции.
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