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   Достижения последних лет показали, что в биологи-

ческих системах протеолиз необходим не только для 

удаления  неправильно свернутых или поврежденных 

молекул белков неспецифическим образом, но и 

в качестве модулятора регуляторных путей. В работе 

было сделана попытка определить пространственно-

временную локализацию Арг-Х протеазоактивности 

в положительно заряженных фракциях белков 

при смене фаз  роста периодической культуры Esche-

richia coli. Обнаружено, что распределение белков, 

обладающих Арг-Х протеиназной активностью в бак-

териальной клетке зависит от смены фаз роста. Кроме 

того, «кислые» белки, обладающие Арг-Х протеи-

назной активностью в основном детектировались 

в бактериоплазме и во фракции белков непрочносвя-

занных с клеточным остатком на протяжении экспо-

ненциальной фазы роста, в то время как у основных 

белков, Арг-Х протеолитическая активность была об-

наружена во фракциях непрочно- и прочносвязанных 

с клеточным остатком и в самом клеточном остатке 

в фазе замедления роста. Из чего можно предполо-

жить, что Арг-Х протеазы вовлекаются в процессы 

реорганизации нуклеоида, модифицируя компактизи-

рующие белки. Полученные результаты можно рас-

сматривать как одну из иллюстраций сложных много-

уровневых регуляторных сетей протеиназ в бактери-

альной клетке, которые осуществляют протеолитиче-

ский процессинг гистоноподобных белков, тем самым 

принимая участие в пространственно-временных из-

менениях структурных состояний нуклеоида в про-

цессе роста периодической культуры. 
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   Recent advances have shown that proteolysis is required 

in biological systems not only to remove misfolded or 

damaged proteins in a nonspecific manner, but also as a 

modulator of regulatory pathways. In this work, an 

attempt was made to determine the spatial and temporal 

localization of Arg-X protease activity in positively 

charged protein fractions during the change in the growth 

phases of the batch culture of Escherichia coli. It was 

found that the distribution of proteins with Arg-X 

proteinase activity in a bacterial cell depends on the 

change in growth phases. In addition, "acidic" proteins 

with Arg-X proteinase activity were mainly detected in 

bacterioplasma and in the fraction of proteins loosely 

bound to the cellular residue during the exponential 

growth phase, while in the basic proteins, Arg-X 

proteolytic activity was detected in fractions loosely and 

strongly bound with the cellular residue and in the cellular 

residue itself in the growth deceleration phase. From 

which it can be assumed that Arg-X proteases are 

involved in the processes of nucleoid reorganization, 

modifying the proteins involved in its compaction. The 

results obtained can be considered as one of the 

illustrations of the complex multilevel regulatory 

networks of proteinases in a bacterial cell, which can 

participate in the proteolytic processing of histone-like 

proteins, thereby participating in spatiotemporal structural 

changes in the states of the nucleoid during the growth of 

a batch culture. 
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ВВЕДЕНИЕ 

В процессе эволюции, бактерии выработали динамичные регуляторные механизмы, 

контролирующие морфологические и функциональные программы для обеспечения точной 

адаптации к условиям среды. Как известно, протеолиз – это форма биологического контроля, 

дающая быстрый физиологический ответ на изменяющиеся условия среды. Достижения 

последних лет показали, что в биологических системах протеолиз необходим не только для 

удаления неправильно свернутых или поврежденных молекул белков неспецифическим 

образом (общий протеолиз), но и в качестве модулятора регуляторных путей (регулируемый 

протеолиз) [Ehrmann, Clausen, 2004; Dougan, 2013; Burgos et al., 2020]. Последнее включает 

деградацию регуляторных белков, активацию регуляторных белков и продукцию 

межклеточных сигналов [Konovalova et al., 2014]. Протеолиз является особенно 

эффективным регуляторным механизмом, когда требуется устойчивая необратимость 

например, в процессе прохождения по клеточному циклу и при дифференцировке клеток 

[Konovalova et al., 2014; Mahmoud, Chien, 2018]. Было показано, что переход от 

логарифмического роста к стационарной фазе происходит с участием регулируемого 

протеолиза, когда рост замедляется, и клетки изменяют свой метаболизм [Hengge, 2009], а 

также остановка роения бактериальных клеток, обусловленная переходом от G1 к S, связаны 

с репликацией ДНК и с регулируемой деградацией белка [Joshi, Chien, 2016; Jose, Singh, 

2020]. Более того,  было доказано, что взаимодействия Lon - ДНК необходимы для 

поддержания активности Lon в контроле клеточного деления [Karlowicz et al., 2017]. Так 

же важно, что протеолиз может быть локализован в определенной субклеточной области 

[Konovalova et al., 2014] и с помощью регулируемого протеолиза клетка решает проблемы 

передачи сигнала между компартментами. Например, внутримембранный протеолиз 

трансмембранных белков приводит к высвобождениею цитозольного домена или белка, 

способного изменить транскрипцию генов [Brown et al., 2000; Konovalova et al., 2018]. 

Понимание координации таких механизмов является сложной и перспективной задачей. 

Целью работы было определение пространственно-временной локализации Арг-Х 

протеазоактивности в положительно заряженных фракциях белков при смене фаз роста 

культуры Escherichia coli. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Обьектом исследования служил штамм E. сoli JC-158 (Hfr P01, thi1, serA6, lacI22, relA1), 

полученный из Национального биоресурсного центра «Всероссийская коллекция 

промышленных микроорганизмов». Для выращивания использовалась богатая питательная 

среда LB (Луриа-Бертани). В жидкую среду LB в объеме 120 мл в 500 мл колбе высевали 120 

мкл 16 часовой культуры и проводили инкубирование при 37
0 

С, 160 об/мин. После 

достижении оплической плотности 0,005 при длине волны 600 нм каждые 20 мин отбирали 

образцы в объеме 1,5 мл. Клетки осаждались центрифугированием, инкубировали 30 мин 

при встряхивании в среде следующего состава: 3% тритон Х-100, 0.02М триэтаноламин 

(ТЭА)-НС1 pH 6.8; 0.005 М MgCl2; 0.025 М КС1; 0.003 М СаС12; 0.005 М NaCl pH 6,8, затем 

вновь осаждали и дважды промывали буфером 0.005 М MgCl2; 0.025 45 М КС1; 0.003 М 
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СаС12; 0.005 М NaCl; 0,01 М трис-HCl pH 6.8. Бактериоплазматическую фракцию получали 

экстракцией 0,14 М NaCl, 0.01 М трис-HCl pH 6.8 буфером. Фракцию, непрочносвязанную с 

клеточным остатком, выделяли путем  экстракции осадка 0,35 М NaCl, 0.01 М трис-HCl pH 

6.8 буфером. Далее осадок фракционировали суспендированием в трис-HCl буфере с 2 М 

NaCl, получая фракцию, прочносвязанную с клеточным остатком. В осадке оставалась 

фракция, содержащая клеточный остаток с клеточной оболочкой. Последующую экстракцию 

проводили 6 М гуанидин гидрохлоридом с 0,1%  β-меркаптоэтанолом на трис-HCl буфере. В 

вышеуказанном буфере осадок растворялся полностью. Содержание белка в элюатах 

определяли методом Бредфорд с модификацией [Иванова, Вафина, 1992]. Полученные 

фракции пропускали через колонку с амберлитом ИРЦ-50 (полиментакриловая 

синтетическая смола со свободными карбоксильными группами). Смолой заполняли колонку 

размером 0,4 х 4,5 см, на которую наносили белок в количестве 20-50 мкг в 6% гуанидин 

гидрохлориде на 0,1 М калий-фосфатном буфере pH 6,8. Скорость элюции составляла 6 мл/ч. 

Препаративное отделение основных белков протеома клеток E. coli проводили в прерывистом 

градиенте гуанидин гидрохлорида: 6%, 8,9%, 10,6%, 13% на 0,1 М калий-фосфатном буфере 

pH 6,8 [Иванова и др.,  2013]. Описанным выше методом удалось отделить основные белки 

от «кислых» в  надмолекулярных структурах (бактериоплазма, непрочно- и 

прочносвязанные, клеточный остаток), на 4 фракции: 0-фракция (не задержавшиеся 

«кислые» белки) и 3 фракции, полученные элюцией 8,9%, 10,6% и 13% концентраций 

гуанидин гидрохлорида (положительно заряженные основные гистоноподобные белки). Арг-

X протеолитическую активность оценивали по расщеплению Arg-X связей в богатом 

аргинином белке протамине. Активность Арг-X протеолиза выражали в нмоль аргинина в 

секунду на 1 мкг белка [Иванова, Вафина, 1992]. Определение ингибитор-трипсиновой 

активности во фракциях, определяли по ингибированию расщепления субстрата 

протаминсульфата трипсином [Иванова и др., 2011]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ  

Известно, что самой важной задачей клетки является поддержание состояния 

протеостаза, в котором протеом является одновременно стабильным и функциональным, что 

подразумевает равновесие между синтезом, укладкой, транспортировкой, агрегацией, 

дезагрегацией и деградацией [Bednarska et al., 2013]. Функция белка обычно зависит от его 

субклеточной локализации. Для определения локализации белка в клетке можно 

использовать разные подходы, мы использовали простой и эффективный метод 

выделения различных компартментов E. coli методом фракционирования за счет 

возрастания ионной силы раствора [Иванова и др., 2011]. Хотя биохимический анализ 

обычно сопровождается нарушением анатомии клетки, были разработаны мягкие методы 

фракционирования для разделения различных компонентов клетки при сохранении их 

индивидуальных функций. Точно так же, как ткань может быть разделена на живые 

составляющие типы клеток, так и клетка может быть разделена на функционирующие 

органеллы и макромолекулы [Иванова и др., 2013]. 
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Рис. 1. Кривая роста периодической культуры JC158. 

На рисунке 1 представлена кривая роста периодической культуры E. сoli, взятой в 

анализ. Из рисунка видно, что культура прошла экспоненциальную фазу роста и 

приблизительно на 310 мин вошла в фазу замедления роста. 

Исследование Арг-Х протеолитической и ингибитор-трипсиновой активности в 

образцах культуры разных стадий роста, полученных с помощью экстракции клеток 

повышающейся ионной силой раствора (бактериоплазма, непрочно- и прочносвязанные  и 

клеточный остаток), показало, что при смене фаз наблюдается очевидная смена стратегии 

функционирования тандема протеаза-ингибитор. Таким образом, смена метаболизма для 

адаптации к изменяющимся условиям роста [Hengge, 2009] тесно связана с регуляцией 

внутриклеточного протеолиза, контролируемого на каждом этапе протеолитического 

процесса [Jenal, Hengge-Aronis, 2003; Gur et al., 2011; Hinault et al., 2006; Vass et al., 2016 

Fetzer et al., 2017]. Ряд исследований [Compton et al., 2013; Famulla et al., 2016;] показал, что 

ингибиторы протеиназ, таких например, как Clp и Lon крайне эффективны, так как 

неограниченная активация протеиназ может быть токсична для бактерий.  

 
Рис. 2 Арг-Х протеолитическая активность  и трипсин-ингибиторная активности во фракциях 

в процессе роста культуры E.coli: 0,14 М NaCl - бактериоплазма; 0,35 М NaCl - структуры 

непрочносвязанные с клеточным остатком; 2 М NaCl - структуры прочносвязанные с 

клеточным остатком; 6 М GuHCl + 0,1% β-меркаптоэтанол - клеточный остаток 
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Анализ рисунка показывает, что во фракции бактериоплазмы в течение 

экспоненциальной фазы наблюдается сопряженная активность протеиназ и ингибиторов, а 

при замедлении роста культуры, детектируется только протеолитическая активность, что, по-

видимому, связано с появляющимся дефицитом ресурсов [Mandelstam, 1957], так как рост 

культуры требует регуляции уровня белка, чтобы поддерживать процессы репликации и 

деления. Во фракции непрочносвязанной с клеточным остатком, активность Арг-Х 

протеолиза была зарегистрирована только в начале экспоненциальной фазы роста. Что 

касается Арг-Х протеаз во фракции прочносвязанной с клеточной оболочкой, они находились 

под контролем ингибиторов на всем протяжении роста периодической культуры (рис. 2). 

Ранее нами было показано, что основное содержание ДНК экстрагируется в этой фракции 

[Иванова и др, 2013]. Исходя из литературных данных, доказывающих, что количество 

различных белковых молекул, формирующих структуру нуклеоида, увеличивается с 

переходом в стационарную фазу и сопровождается компактизацией его структуры [Kim J. et 

al., 2004], можно предположить, что полученные результаты отражают защитную роль 

ингибиторов протеиназ в поддержании целостности нуклеоида.  

 
Рис. 3 Арг-Х протеолитическая активность в ступенчато-градиентных  (6%, 8,9%, 10,6%, 

13%) фракциях гуанидин гидрохлорида, элюированных из бактериоплазмы (0,14 М 

NaCl) , структур непрочносвязанных (0,35 М NaCl) и прочносвязанных с клеточным 

остатком (2 М NaCl), клеточного остатка (6 М GuHCl + 0,1% β-меркаптоэтанол) в 

процессе роста культуры E.coli. 
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Как известно, для структурной организации генома и его функционирования, как эу- 

так и прокариоты, используют структурные белки. В эукариотических клетках ДНК связана 

с гистоновым кором ионными взаимодействиями между отрицательно заряженным 

сахарофосфатным остовом и гистонами, богатыми положительно заряженными 

аминокислотами аргинином и лизином [Davie, 2003]. Комплекс достаточно динамичен и 

взаимодействие ДНК с белками может усиливаться или ослабляться под действием 

различных факторов, в том числе за счет модификаций аминокислотных остатков на N-

концах гистонов. Последовательность аминокислот в этих белках является консервативной и 

практически не различается в организмах различных таксонов. У бактерий гистонов нет, их 

функцию выполняют гистоноподобные белки, которые принято также называть белками 

нуклеоида. Выделяют двенадцать основных бактериальных гистоноподобных белков: Dps, 

IHF, Fis, HU, StpA, H-NS, CbpB, CbpA, DnaA, Lrp, IciA, Hfq [Azam, Ishihama, 1999; Azam et 

al., 1999]. Например, субъединицы Dps E.coli обладают гибкими N-концами, содержащими 

по три остатка лизина в позициях 5, 8 и 10, а также остаток аргинина в позиции 18 [Grant et 

al., 1998]. 

Ранее нам удалось отделить основные белки от «кислых» во фракциях клеточных ядер 

эукариот с помощью ионнообменной хроматографии на колонке с амберлитом ИРЦ-50 

[Иванова, Вафина, 2010], что позволило получить фракции, обогащенные гистоном Н1, 

гистонами Н2А и Н2В, гистонами НЗ и Н4. Известно, что в клеточных ядрах функционируют 

сложные регуляторные протеиназной сети [Turk et al., 2012; Narula et al., 2013], которые 

могут участвовать в протеолитическом процессинге гистоновых хвостов, удаляя их в 

зависимости от совокупности посттрансляционных модификаций на них, тем самым влияя 

на динамику хроматина.  

С помощью этого методического подхода нами была предпринята попытка выделить 

основные белки из надмолекулярных фракций, полученных из клеток периодической 

культуры E.coli [Иванова и др., 2013]. На рис. 3 представлена динамика активности Арг-Х 

протеиназ во фракциях «кислых» и основных белков, выделенных из клеточных фракций: 

бактериоплазма, непрочно- и прочносвязанные с клеточной оболочкой, клеточный остаток. 

Анализ рис.3 показывает, что распределение белков, обладающих Арг-Х протеиназной 

активностью в бактериальной клетке зависит от смены фаз роста периодической культуры. 

Было показано, что «кислые» белки, обладающие Арг-Х протеиназной активностью в 

основном детектируются в бактериоплазме (рис. 3, 50-310 мин) и во фракции белков 

непрочносвязанных с клеточным остатком (рис. 3, 210-310 мин) на протяжении 

экспоненциальной фазы роста периодической культуры. Что касается основных (8,9-13% 

GuHCl) белков, то Арг-Х протеолитическая активность была обнаружена во фракциях 

непрочно- и прочносвязанных с клеточным остатком, клеточном остатке в фазе замедления 

роста (рис.3 310-430 мин). Из чего можно предположить, что Арг-Х протеазы вовлекаются в 

процессы реорганизации нуклеоида, модифицируя белки, принимающие участие в его 

компактизации.  

Используемый методический подход позволяет обнаружить Арг-Х протеазоактивные 

участки в различных компартментах бактериальной клетки в процессе роста и развития 

периодической культуры. Полученные результаты можно рассматривать как одну из 

иллюстраций сложных многоуровневых регуляторных сетей протеиназ, формирующихся в 

бактериальной клетке, которые осуществляют протеолитический процессинг 

гистоноподобных белков, тем самым принимая участие в пространственно-временных 

изменениях структурных состояний нуклеоида в процессе роста периодической культуры. 
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