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СУПЕРПРОДУЦЕНТЫ ГУАНИЛСПЕЦИФИЧНЫХ
РИБОНУКЛЕАЗ1

В.В. Ульянова, Р. Шах Махмуд, В.И. Вершинина

Получены данные о регуляции экспрессии генов внеклеточных гуанилспецифичных рибонуклеаз ба-
цилл в условиях голодания. На их основе разработан подход для получения штаммов-суперпродуцентов
этих практически значимых ферментов.

SUPERPRODUCERS OF GUANYL-SPECIFIC RIBONUCLEASES

V.V. Ulyanova, R. Shah Mahmud, V.I. Vershinina

The information about regulation of Bacillus extracellular guanyl-specific ribonucleases gene expression
under stravation conditions is obtained. On this basis an approach to creation of strains overproducing these
practically important enzymes is worked out.

Гуанилспецифичные рибонуклеазы бацилл привлекают внимание исследовате-
лей благодаря наличию таких биологических эффектов, как противоопухолевое и
противовирусное действие [1–3]. Для получения препаративных количеств РНКаз,
которые также могут быть использованы в качестве реагентов для удаления РНК в
процессе очистки плазмид, необходим штамм-суперпродуцент. Бактерии, способ-
ные к повышенному синтезу РНКаз, получали путем оптимизации продукции фер-
мента микроорганизмом, обработки культур мутагеном с последующим скринин-
гом на наличие штаммов-суперпродуцентов, клонирования генов РНКаз на муль-
тикопийных плазмидах [4–6]. Эти методы позволили добиться 5–10-кратного уве-
личения активности рибонуклеазы B. intermedius по сравнению с природным про-
дуцентом. В настоящей работе предложен иной подход. Он основан на знаниях
механизмов регуляции экспрессии генов РНКаз и предусматривает устранение
белка – негативного регулятора транскрипции их генов.

Максимальное накопление гуанилспецифичных рибонуклеаз в окружающей среде
происходит в начале стационарной фазы роста бактерий. Этот период характеризуется
недостатком питательных веществ и высокой плотностью популяции. В этих неблаго-
приятных условиях переход клеток в покоящиеся формы – споры зависит от активно-
сти регуляторного белка Spo0A [7]. Мы исследовали промоторы генов гуанилспеци-
фичных рибонуклеаз бацилл на наличие потенциальных сайтов для взаимодействия со
Spo0A белком и обнаружили, что биназоподобные рибонуклеазы (РНКазы B. interme-
dius, B. pumilus, B. thuringienis), в отличие от барназоподобных (РНКазы B. amylolique-
faciens и B. circulans), таких сайтов не содержат (рис. 1).

1 Работа поддержана Молодежным грантом РТ №14-24/2010(Г) и ФЦП «Научные и на-
учно-педагогические кадры инновационной России» на 2009–2013 гг. (ГК №П1053 от 31 мая
2010 г.).
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Рис. 1. Локализация потенциальных сайтов в промоторах генов гуанилспецифичных
рибонуклеаз бацилл для взаимодействия со Spo0A-белком. Сайты на кодирующей

цепи выделены маркером, на некодирующей цепи – обведены в рамку

Однако при изучении экспрессии генов РНКаз в рекомбинантных штаммах
B. subtilis JH642 (pheA1 trpC2) и 667 (∆spo0A667)  установлено,  что делеция гена
этого регулятора по-разному сказывается на уровне активностей биназо- и барна-
зоподобных рибонуклеаз (рис. 2): рибонуклеаза B. amyloliquefaciens практически не
детектировалась, уровень активность РНКазы B. circulans соответствовал контро-
лю, в то время как активность рибонуклеаз B. intermedius, B. pumilus, B. thuringien-
sis в 5–6 раз превышала контрольные значения. Следовательно, Spo0A-белок, не-
смотря на наличие в промоторе потенциальных сайтов взаимодействия, не контро-
лирует экспрессию гена РНКазы B. circulans и вместе с тем является активатором
экспрессии гена РНКазы B. amyloliquefaciens и негативным регулятором экспрес-
сии биназоподобных рибонуклеаз. В последнем случае его эффект объясняется
репрессией регуляторных путей, ведущих к активации синтеза данных РНКаз [6, 8].
Только полное удаление Spo0A-белка оказывает значительное влияние на РНКазную
активность, так как в экспериментах с мутантными штаммами, обладающими гиперак-
тивной фосфатазой регулятора Spo0А (фосфатаза Spo0Е) и характеризующимися по-
тенциальным присутствием малых количеств Spo0A-белка, отмечено восстановление
уровня биназоподобных РНКаз до базового.

Рис. 2. Экспрессия генов рибонуклеаз бацилл в рекомбинантных штаммах
В. subtilis, несущих делецию в гене регуляторного белка Spo0A.

Уровни активностей РНКаз B. amyloliquefaciens (Ba), B. circulars (Bci),
B. intermedius (Bi), B. pumilus (Bpu), B. thuringiensis (Bth) в рекомбинантных

штаммах B. subtilis с полноценным Spo0A белком обозначены
белыми столбиками, в Spo0A мутантных штаммах – черными

Таким образом, нами были получены суперпродуценты биназоподобных рибо-
нуклеаз. На примере РНКазы B. intermedius нам удалось увеличить выход фермента
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в 30 раз по отношению к природному продуценту B. intermedius 7Р. Вместе с тем
данные результаты могут быть использованы и для эффективной экспрессии бар-
назоподобных РНКаз. В этом случае ген барназоподобной рибонуклеазы необхо-
димо поместить под контроль промотора биназоподобной РНКазы и экспрессиро-
вать полученную конструкцию в Spo0A-дефектном штамме. Следует отметить, что
применение spo0A мутантных штаммов для получения внеклеточных целевых бел-
ков имеет такие преимущества, как нарушение синтеза протеолитических фермен-
тов, что способствуют продукции полноразмерных секретируемых белков [9], и
неспособность образовывать споры, что важно в крупномасштабных ферментаци-
онных процессах [10].
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