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Аннотация

С использованием базы данных ГенБанка и пакета программ BLAST проведен
анализ промоторной области гена aprBi, кодирующего внеклеточную субтилизинопо-
добную протеиназу Bacillus intermedius. Регуляторная область гена имеет 91-ную стру-
ктурную гомологию с соответствующей последовательностью гена субтилизиноподоб-
ной протеиназы Bacillis pumilus. Проведен сравнительный анализ области регуляции
гена aprBi с генами сериновых протеиназ других представителей рода Bacillus. Иденти-
фицированы потенциальные сайты для взаимодействия с регуляторными белками
DegU и Spo0A и изучена закономерность их расположения. Показано, что системы сиг-
нальной трансдукции Spo0A фосфопередачи и DegS-DegU участвуют в позитивной ре-
гуляции активности гена aprBi.

Введение

Изменчивость и адаптация – это важнейшие характеристики бактерий рода
Bacillus, обладающих способностью выживать и пролифирировать в разнооб-
разных условиях окружающей среды. В природе бактерии постоянно подвер-
гаются воздействию негативных факторов, таких, как тепловой, холодовой или
осмотический шок, недостаток питательных веществ и микроэлементов. У мик-
роорганизмов выработались определенные механизмы адаптации к подобным
воздействиям. В основе формирования бактериями специфических адаптивных
ответов лежит механизм сигнальной трансдукции [1, 2]. Так, при истощении
питательных веществ в среде активируется ряд двухкомпонентных систем
трансдукции сигнала: регуляторная пара DegS-DegU регулирует синтез фер-
ментов деградации и, вместе с системой ComP-ComA, достижение состояния
компетентности [3–5]. PhoP-PhoR пара отвечает на недостаток неорганического
фосфата образованием и секрецией ферментов фосфорного обмена [6]. Пере-
ход в покоящееся состояние – споры – находится под контролем Spo0-системы
фосфопередачи с киназы на Spo0A белок [7]. Результатом активации этих адап-
тивных механизмов являются синтез в среду пула внеклеточных гидролаз, ан-
тибиотиков и, наконец, споруляция.

Бактерии Bacillus intermedius секретируют в среду несколько протеиназ,
среди которых доминирует сериновая субтилизиноподобная протеиназа, коди-
руемая геном aprBi [8]. Продукция фермента происходит в стационарной фазе
роста бацилл и достигает максимального уровня на 48 ч роста. Белок выделен и
очищен из культуральной жидкости на 24 и 48 ч культивирования, изучены
основные свойства обеих белковых фракций, N-концевые последовательности
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которых идентичны [9, 10]. Фермент появляется в среде в начале стационарной
фазы роста. Максимальный уровень продуктивности фермента обнаружен в
поздней стационарной фазе и соответствует стадии созревания эндоспор и их
освобождения в среду [11]. Однако до сих пор механизмы регуляции экспрес-
сии гена субтилизиноподобной протеиназы B. intermedius остаются неизвест-
ными.

Целью работы являлся анализ регуляторной области гена aprBi с иденти-
фикацией в ней сайтов регуляции и установлением механизмов контроля био-
синтеза белка на уровне транскрипции.

1. Материалы и методы исследования

Анализ последовательности гена субтилизиноподобной протеиназы B. in-
termedius проводили с использованием алгоритма BLAST и пакета программ,
представленных на сервере NCBI [http://www.ncbi.nlm.nih.gov] [12]. Поиск от-
крытой рамки считывания и инициирующих кодонов проводили с помощью
программы ORF Finder [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf]. Потенциальный
старт-кодон трансляции определяли с использованием алгоритма SignalP
[http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP], который дает возможность определить
вероятность функционирования олигопептида в качестве сигнальной последо-
вательности белка [13].

Бактериальные штаммы и плазмиды. Ген субтилизиноподобной про-
теиназы из B. intermedius клонирован на плазмиде pCS9, сконструированной на
основе шатл-вектора pCB22, несущей 6,0-kb фрагмент хромосомы B. interme-
dius, содержащий ген aprBi и ген устойчивости к эритромицину [14]. В качест-
ве реципиента плазмидной ДНК был использован штамм Bacillus subtilis AJ73,
из хромосомы которого делетированы гены внеклеточных протеиназ, любезно
предоставленный для работы проф. Ю. Йомантасом, ГНИИ Генетика. Штамм
Bacillus subtilis 8G5 DegS-DegU (like 8G5; ΔdegSΔdegU; Kmr), дефектный по
генам degS и degU двухкомпонентной регуляторной системы трансдукции сиг-
нала DegS-DegU, штамм B. subtilis 8G5 degU32(Hy) (like 8G5; degU32(Hy); Kmr)
с мутацией по гену degU, ведущей к Hy-фенотипу и штамм B. subtilis 8G5
(trpC2; tyr; his; nic; ura; rib; met; ade; lacks the sipP genes) с полноценными регу-
ляторными белками предоставлены доктором Jan Maarten van Dijl, University of
Groningen, Holland. Бактериальные штаммы, дефектные по spo-генам, получе-
ны из коллекции Basillus Genetic Stock Center (BGSC): B. subtilis 168 (trpC2),
B. subtilis 9V(spo0A9 trpC2), B. subtilis JH651 (pheA1 spo0H81 trpC2).

Трансформацию клеток B. subtilis плазмидной ДНК проводили по Гловеру
[15]. При использовании deg-мутантов проводили трансформацию протопла-
стов по методу Chang, Cohen [16].

Культивирование клеток B. subtilis проводили в колбах объемом 100 мл
при соотношении объема среды к объему колбы 1/7 на качалке с интенсивно-
стью качания 200 об./мин. при 30°С. Для культивирования клеток B. subtilis
использовали среду LB [15]. Посевным материалом служила 18-часовая куль-
тура (1% объем/объем). Прирост биомассы измеряли нефелометрически.
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Определение протеолитической активности проводили по методу, опи-
санному ранее [17]. В качестве субстрата использовали синтетический хромо-
генный субстрат Z-Ala-Ala-Leu-pNA. За единицу активности принимали коли-
чество фермента, которое в условиях эксперимента гидролизует 1 нМ субстрата
за 1 мин. Продуктивность культуры в отношении синтеза протеиназы (удель-
ная активность) определяли как отношение величины протеолитической актив-
ности в культуральной жидкости к величине биомассы и выражали в условных
единицах (у.е.).

Статистический анализ результатов проводили с использованием пакета
программ SPSS 12.0. Рассчитывали среднеквадратичное отклонение (σ ), ре-
зультаты считали достоверными при 10%σ ≤ . При расчете достоверности по-
лучаемых разностей использовали критерий Стьюдента, принимая 0.5P ≤  за
достоверный уровень значимости.

2. Результаты и обсуждение

2.1. Анализ нуклеотидной последовательности. Плазмида pCS9 была
сконструирована путем лигирования геномной библиотеки штамма B. inter-
medius 3-19, полученной рестрикцией по Sau I всей хромосомы бактерии, и
шатлл-вектора pCB22, рестрицированного по сайту BamH I [14]. Было прове-
дено картирование полученной вставки, рестрикционная карта участка хромо-
сомы B. intermedius 3-19 представлена на рис. 1.

Рис. 1. Рестрикционная карта участка хромосомы B. intermedius 3-19

В 6,06-kb вставке участка хромосомы B. intermedius с помощью программы
ORF Finder были идентифицированы две открытые рамки считывания, одна из
которых кодирует сериновую протеиназу. Гомологии к второй ОРС, обозна-
ченной как ORF-1, в Банке Генов найдено не было. В анализируемом участке
ДНК отсутствует четко выраженная последовательность Shine-Delgarno (сайт
связывания с рибосомой – RBS). Проведенный программный анализ последо-
вательности позволил выявить три потенциальных сайта инициации синтеза
белка (рис. 2).

Для установления сайта инициации трансляции был использован алгоритм
SignalP [13], основанный на статистическом анализе последовательности, сле-
дуемой после предполагаемого инициирующего кодона. Эта последователь-
ность должна с максимальной вероятностью функционировать как сигнальный
пептид. Результаты анализа представлены в табл. 1.
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           AAAGGAGG

TAAGAAAAAAGGGATGTGGATTGTGCGTGAAAAAGAAAAATGTGATGACAAGTT

Рис. 2. Сайт инициации трансляции. Предполагаемые старт-кодоны, идентифициро-
ванные с помощью программы ORF Finder, выделены курсивом и взяты в рамочку.
Предполагаемая последовательность Shine-Delgarno взята в рамочку. Консенсусная
последовательность сайта связывания рибосомы (RBS) указана сверху [18]; жирными
указаны совпадающие нуклеотиды

Табл. 1
Вероятности функционирования сигнальных пептидов при синтезе полипептида с раз-
личных инициирующих кодонов

Потенциальные
старт-кодоны

Предсказанная вероятность сигнального пептида,
синтезируемого с потенциального старт-кодона

TTG 0.998
GTG 0.964
ATG 0.007

Результаты анализа показали, что с максимальной вероятностью функцио-
нально активному сигнальному пептиду будут соответствовать последователь-
ности, синтез которых начинается с TTG или GTG кодонов. Однако в первом
случае не выявляется подходящая область для последовательности Shine-
Delgarno (AAAGGAGG), которая должна располагаться на расстоянии 7–9 нук-
леотидов от старт кодона [18]. На основании этих результатов было сделано
предположение, что инициирующим является кодон GTG.

gaatggaaggtccttgattacaacgtggtcagccatttactccatcctcccctttt

taaagaacctgttattgtaacaggttntttttnaatgccaaaaccaaaaaataata

tttttttatatcgaaattcgaaatagatgctagacgtttctacctattttaaggct

tttcgggtatcgaatatttgtccgaaaatggatcataagaaaaaaagcacacttcc

tttttaatagataaccgctgaaacagcagaacaaacatattttcccaacgtttcca

agtgacttaattccccaattttcgctaggactttcacaaaaattcgggtctactct

tatttgcctacttcccttaaactgaatatacagaataatcaaacgaatcattctta

tagactacgaatgattattctgaaataagaaaaaagggatgtggattgtgcgtgaa

aaagaaaaatgtgatg

Рис. 3. Промоторная область гена субтилизиноподобной протеиназы B. intermedius.
Сайты связывания с регуляторными белками Spo0A (взяты в рамку) и DegU (весь сайт
связывания подчеркнут, канонические последовательности выделены курсивом). Ини-
циирующий кодон выделен курсивом и подчеркнут

В промоторной области гена aprBi нами идентифицированы потенциаль-
ные участки для специфического взаимодействия с регуляторными белками
DegU (AGAA N11-13 TTCAG) и Spo0A (TGNCGAA) с гомологией 70–80%
(рис. 3). Эти участки расположены в виде прямых тандемных повторов на про-
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тяжении 460 п.о. Выявленной нами характерной особенностью регуляторной
области поздних генов субтилизиноподобных протеиназ является тот факт, что
Spo0A-боксы располагаются близко или частично перекрываются с последова-
тельностями для связывания с белком DegU.

Был проведен анализ промоторов генов субтилизиноподобных протеиназ
различных видов бацилл (B. thuringiensis, B. pumilus, B. sp., B. licheneformis) на
наличие в них Spo0A и DegU боксов (рис. 4).

   
Рис. 4. Схематическое расположение сайтов связывания с регуляторными белками про-
теиназ различных представителей рода Bacillus

Установлено, что во всех вариантах присутствуют прямые тандемные по-
вторы, состоящие из нескольких потенциальных Spo0A- и DegU- боксов на
расстоянии до 150 нуклеотидов от точки начала трансляции. Во всех проанали-
зированных последовательностях промоторов Spo0A- и DegU- сайты связыва-
ния перекрываются друг с другом.

По-видимому, эти две регуляторные системы не могут одновременно ока-
зывать влияние на транскрипцию генов протеиназ. Эти системы сигнальной
трансдукции участвуют в регуляции экспрессии генов бациллярных внекле-
точных протеиназ на различных этапах клеточного цикла. Мы предполагаем,
что они активируются, возможно, при участии различных сигма-факторов
транскрипции. Так, известно, что транскрипция генов, кодирующих ферменты
деградации, в частности леваназы, происходит при участии сигма L фактора
[19]. Экспрессия же поздних генов, находящихся под контролем Spo- системы,
происходит с участием спороспецифичных сигма Н и сигма Е факторов [19].

Присутствие в промоторе тандемных повторов из сайтов связывания с од-
ним и тем же регуляторным белком, по всей видимости, обеспечивает большую
частоту инициации транскрипции в условиях активации соответствующих сис-
тем сигнальной трансдукции.

Сравнительный анализ последовательностей нуклеотидов промоторной об-
ласти показал 91-процентную гомологию у генов субтилизиноподобных про-
теиназ B. intermedius и B. pumilus на протяжении 200 п.о. от предполагаемого
сайта инициации трансляции, в отличие от гена субтилизина B. subtilis, в об-
ласти регуляции которого выявлен только небольшой участок длиной 85 п.о. с
61-процентной гомологией с геном aprBi (рис. 5).

Этот участок, в частности, включает регуляторный сайт для взаимодейст-
вия со спороспецифичным сигма Е фактором транскрипции.  Этот  факт  может

a) b)
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Рис. 5. Выравнивание гена субтилизиноподобной протеиназы B. intermedius относи-
тельно таковых B. pumilus и B. subtilis. Инициирующие кодоны выделены курсивом

свидетельствовать о сохранении экспрессии генов субтилаз в период споруля-
ции. Наряду с этим, в промоторной области гена субтилизина B. subtilis иден-
тифицированы последовательности с высокой гомологией для сайтов связыва-
ния с сигма А фактором транскрипции, которые не были обнаружены в промо-
торной области гена aprBi. Различия в строении регуляторной области поздних
генов, кодирующих гомологичные по структуре и выполняемым функциям
белки, могут свидетельствовать о разнообразии механизмов регуляции их экс-
прессии в зависимости от сигналов внешней среды.

2.2. Роль двухкомпонентной системы DegS-DegU в регуляции биосин-
теза субтилизиноподобной протеиназы B. intermedius. Система DegS/DegU
отвечает за регуляцию синтеза ферментов деградации и активируется в период
постэкспоненциального роста бактерий [20]. Наличие в промоторе гена потен-
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циальных сайтов связывания с белком DegU позволило нам предположить уча-
стие этой системы в регуляции экспрессии гена aprBi. Известно, что эта регу-
ляторная система активируется в ответ на условия солевого стресса, а именно
при повышенной концентрации в среде цитрата натрия и калия. Уровень синте-
за белков, экспрессия генов которых контролируется DegS/DegU-системой, по-
вышается в стрессовых условиях в несколько раз [20]. По нашим данным в сре-
де, содержащей 0.25 М цитрата натрия, биосинтез субтилизиноподобной про-
теиназы B. intermedius рекомбинантным штаммом B. subtilis с плазмидой pCS9
возрастает в 25 раз на 40-й час роста (рис. 6).

Рис. 6. Влияние высоких концентраций солей в среде культивирования на биосинтез
субтилизиноподобной протеиназы B. intermedius рекомбинантным штаммом B. subtilis
AJ73 pCS9. Контролем служила среда LB без внесения цитрата натрия (100%)

Полученные результаты позволяют предположить, что регуляторная сис-
тема DegS/DegU участвует в регуляции экспрессии гена aprBi.

В мутантах B. subtilis 8G5ΔDegSΔDegU с делецией по регуляторным бел-
кам DegS и DegU, трансформированных плазмидой pCS9 с геном aprBi, наблю-
дается снижение продуктивности протеолитической активности на 30% (рис. 7).

Экспрессию клонированного гена изучали также в мутантном штамме
B. subtilis 8G5 DegU32 (Hy), который характеризуется повышенной продукцией
фосфорилированной формы регуляторного белка DegU. Это приводит к гипер-
продукции тех белков, в регуляции активности генов которых участвует систе-
ма DegS/DegU [3]. После трансформации этого штамма плазмидой pCS9 с ге-
ном aprBi его продуктивность в отношении протеиназы резко возрастает по
сравнению с контролем (рис. 8).

Полученные данные свидетельствуют в пользу позитивной регуляции экс-
прессии гена субтилизиноподобной протеиназы B. intermedius со стороны двух-
компонентной системы трансдукции сигнала DegS/DegU.

2.3. Роль Spo0-системы фосфопереноса в регуляции биосинтеза субти-
лизиноподобной протеиназы B. intermedius. Плазмидой pCS9, несущей пол-
ный ген aprBi, были трансформированы штаммы B. subtilis, мутантные по бел-
кам Spo0, участвующим в инициации спорообразования. Ключевыми белками-
регуляторами в этом процессе являются белки Spo0A и Spo0H, представляющие
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Рис. 7. Экспрессия гена субтилизинопо-
добной протеиназы  B. intermedius  ре-
комбинантным штаммом B. subtilis
8G5ΔDegSΔDegU с делецией по регуля-
торным белкам DegS и DegU

Рис. 8. Влияние мутации DegU32 (Hy)
на экспрессию гена субтилизиноподоб-
ной протеиназы B. intermedius рекомби-
нантным штаммом B. subtilis

собой ДНК-связывающий регулятор транскрипции и спороспецифичный сиг-
ма-фактор транскрипции соответственно. Результаты экспериментов показали,
что экспрессия гена aprBi практически полностью подавляется в штаммах, му-
тантных по Spo0A-белку: в штаммах с инактивированным Spo0A белком, ген
которого поврежден точечными мутациями (Spo0A9 [21]), уровень активности
субтилизина составляет менее 8% от контроля (рис. 9).

Рис. 9. Экспрессия гена субтилизиноподобной протеиназы B. intermedius в штаммах
B. subtilis, мутантных по компонентам Spo-системы фосфопередачи. В качестве кон-
троля был взяты штамм B. subtilis 168

Протеолитическая активность в штаммах, дефектных по гену spo0H, также
резко снижалась (рис. 9). Однако данные о подавлении продукции субтилизина в
штаммах, мутантных по сигма Н фактору транскрипции, неоднозначны. Они сви-
детельствуют о влиянии такой мутации на экспрессию гена aprBi, и в то же время
отсутствие протеолитической активности у этих штаммов может быть следствием
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низкого уровня экспрессии Spo0A-белка, транскрипция которого зависит от сигма
Н фактора. Таким образом, наши результаты подтверждают наличие позитивной
регуляции экспрессии гена aprBi со стороны Spo0A-регулятора транскрипции.

Заключение

Таким образом, полученные данные позволяют говорить о множественной
регуляции экспрессии поздних генов бацилл на примере субтилизиноподобных
протеиназ. Проведенные исследования показали, что для установления регуля-
торных механизмов, участвующих в контроле активности генов, целесообразно
проводить теоретические исследования промоторной области гена для иденти-
фикации возможных регуляторных элементов. Анализ нуклеотидной последо-
вательности позволяет выявить и экспериментально установить системы регу-
ляции, участвующие в контроле экспрессии исследуемых генов.

Работа выполнена при финансовой поддержке РФФИ (проект № 05-04-
48182), Санкт-Петербургского университета (проект № А04-2.12-783), Фонда
НИОКР Республики Татарстан (проект № 03-3.10-295/2004(Ф)).

Summary

A.R. Kayumov, M.R. Sharipova. The mechanisms of regulation of bacterial subtilases
synthesis.

The analysis of regulatory sequence of aprBi gene coding extracellular subtilisin-like
protease from Bacillus intermedius using GenBank database and BLAST algorithm was per-
formed. Nucleotide sequence of regulatory region of the gene shares 91% of identity with that
of Bacillus pumilus subtilisin gene. The study of promoters of subtilisin-like proteases from
other Bacillus species was performed. Analysis of promoter region of the gene for B. interme-
dius subtilisin-like protease revealed the presence of a tentative target sequence for binding
with DegU and Spo0A proteins. It was shown that expression of B.intermedius subtilisin-like
protease gene is under the positive control of the DegS-DegU and SpoOA phosphorelay
signal transduction systems.
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