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В. Н. НИКАНДРОВ, Я  С. ПЫЖОВА, Н. С. ШАПЧИЦ

РАСЩЕПЛЕНИЕ БЕЛКОВ ВНУТРИКЛЕТОЧНЫМИ ПРОТЕИНАЗАМИ 
COR YNEBA CTERIUM DIPHTHERIAE: ВЛИЯНИЕ ГРУППОСПЕЦИФИЧЕКИХ ИНГИ

БИТОРОВ И ПЕРЕХВАТЧИКОВ АКТИВНЫХ ФОРМ КИСЛОРОДА

(Представлено академиком В. И. Вотяковым)

Научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии Поступило 14.02.2007
Минздрава Республики Беларусь, Минск

Введение. Несмотря на то что дифтерия является тяжелым инфекционным заболеванием, 
в последние годы актуальным для инфекционной патологии не только детского возраста, биоло
гические свойства возбудителя -  коринебактерии дифтерии остаются изученными далеко не 
полностью.

Среди многочисленных черт специфики этого микроорганизма обращает внимание устой
чивость дифтерийного белка токсина к действию внеклеточных и внутриклеточных протеиназ 
инфицируемого организма хозяина [1]. В то же время синтезированный в виде пробелка токсин 
приобретает токсические свойства в процессе ограниченного протеолиза его молекулы. Немно
гочисленные и фрагментарные данные литературы свидетельствуют о том, что клетки Согу- 
nebacterium diphtheriae обладают протеолитической активностью [2-4], имеют внутриклеточные 
и секретируемые протеиназы. Протеолитическая активность была обнаружена также в крис
таллических препаратах дифтерийного токсина [5]. Вместе с тем проведенные нами иссле
дования свидетельствуют о возможности осуществления дифтерийным токсином медленной ак
тивации плазминогена человека в водно-солевом растворе и о подавлении токсином фибри- 
нолитической активности химотрипсина, папаина [6]. Полагают, что протеиназы коринебак- 
терий имеют отношение к патогенезу дифтерии и к токсиногенезу [5]. Однако до сих пор роль 
этих энзимов в указанных явлениях остается малопонятной.

Цель настоящей работы -  раскрыть особенности перестройки внутриклеточного протеолиза 
коринебактерий дифтерии в оптимальных для токсиногенеза условиях.

Материалы и методы. Клетки Corynebacterium diphtheriae (штаммы 4895, 10648, PW-8, 
ВВ-1-9) культивировали в стеклянных флаконах емкостью 50 мл, содержащих по 10 мл пи
тательной среды. В качестве питательной среды использовали бульон Лингуда (панкреатический 
гидролизат говядины с последующим дрожжевым дображиванием) [7]. Предварительно штаммы 
рассевали на сывороточный агар (сыворотка крупного рогатого скота), содержащий среду 199 
и среду для определения токсигенности дифтерийных микроорганизмов. Через двое суток пере
севали культуру в пробирки с бульоном Лингуда, а еще через трое суток -  в указанные флаконы 
со средой. Питательную среду инокулировали клетками перечисленных штаммов в соответствии 
со стандартом мутности (Государственный НИИ стандартизации и контроля медицинских био
логических препаратов им. Л. А. Тарасевича, Москва, Россия), флаконы с инокулированной сре
дой инкубировали при 34°С при периодическом перемешивании. Рост биомассы учитывали тур- 
бидиметрически при 650 нм. Через трое суток (время перехода в фазу замедления роста) клетки 
отделяли от жидкой фазы цетрифугированием при 5000 об/мин в течение 15 мин и отмывали от 
остатков культуральной жидкости 0,15 М раствором NaCl. Их разрушали путем повторного за
мораживания-оттаивания либо ультразвуковой дезинтеграцией.

Протеолитическую активность определяли методом лизиса фибриновых пластин, как описа
но в наших работах [8, 9], а также по лизису фибриногена, казеина, тромбина или желатина
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в тонком слое агар-агара. Концентрация белков составляла 10 г/л, агар-агара -  15 г/л. В качестве 
растворителя для приготовления пластин использовали 0,01 М фосфатный буфер pH 7,4, содер
жащий 0,15 М NaCl. Пластины с нанесенными пробами инкубировали при 37 °С в течение 24 ч. 
Зоны лизиса визуализировали обработкой белок-агаровых пластин 2 н трихлоруксусной кисло
той. Содержание белка определяли колориметрическим методом [10].

В работе использовали фенилметилсульфонилфторид (ФМСФ), адреналин; Си, Zn-cynep- 
оксиддисмутазу эритроцитов, среду 199 (Sigma, США), бактоагар типа «Difco» (Ferak, Герма
ния), азид натрия (Serva, Германия), кумасси голубой G-250 (Fluka, Швейцария), нитротетразо- 
лиевый синий, D-маннит, /ьхлормеркурибензоат (Chemapol, Чехия), ЭДТА, DL-гистидин, DL- 
триптофан, DL-метионин (Reanal, Венгрия). Фибриноген и тромбин человека были изготовлены 
производством РНПЦ гематологии и трансфузиологии Минздрава Республики Беларусь, казеин 
по Гаммерстену и желатин (для инъекций), а также другие реактивы квалификации «хч» или 
«чда» были производства стран СНГ, их использовали после соответствующей дополнительной 
очистки. Штамм PW-8 получен из музея ГИСК, остальные штаммы коринебактерий дифтерии 
предоставлены сотрудниками регионального референс-центра дифтерии.

Все исследования выполнены не менее чем 4-кратно. Результаты обработаны статистически 
по /-критерию Стьюдента.

Результаты и их обсуждение. В целях исследования набора внутриклеточных протеиназ 
Corynebacterium diphtheriae в условиях, оптимальных для токсиногенеза, предварительно выра
щивали коринебактерии на обогащенных плотных питательных средах и отбирали колонии бак
терий Л-формы, а затем клетки штаммов культивировали на бульоне Лингуда без добавления 
сыворотки крови. Прежде всего изучено расщепление ряда белков внутриклеточными протеина- 
зами четырех штаммов коринебактерии дифтерии. Судя по величине зон лизиса, наиболее ин
тенсивно протеиназы микроорганизма гидролизовали желатин, за исключением протеиназ 
штамма 10648, сильнее расщеплявших казеин, и штамма ВВ-1-9, где принципиально гидролиз 
этих субстратов не различался (табл. 1). Фибрин же и тромбин интенсивно расщепляли только 
протеиназы высокотоксигенного штамма PW-8. Что касается гидролиза тромбина внутриклеточ
ными протеиназами штамма 4895, то он отчетливо наблюдался, начиная лишь с 3-х суток роста 
культуры. Токсигенный штамм ВВ-1-9 не расщеплял фибрин или фибриноген.

Т а б л и ц а  1. Расщепление белков субстратов (мм2 зон лизиса) в тонком слое внутриклеточными 
протеиназами штаммов коринебактерии дифтерии (п = 5)

Штамм
коринебактерии

Расщепление белка субстрата

фибрина фибриногена тромбина казеина желатина

PW-8 8 1 + 5 127 + 9 110 ± 5 100 ± 7 233 ± 15
ВВ-1-9 0 0 следы 90 ±3 81 ± 6
4895 0 90 + 3 150+11 95 ± 7 156 ± 12
10648 0 46 + 5 следы 132+11 90 ± 6

Следовательно, в данных оптимальных для токсиногенеза условиях интенсивность расщеп
ления белков протеиназами высокотоксигенного штамма PW-8 образует следующий ряд:

желатин > фибриноген > тромбин = казеин > фибрин.
Если культивирование данного штамма вели также на бессывороточной среде Лингуда, но не 

отбирали R-формы колоний, то расщепляемые белки образовывали иной ряд:
казеин = тромбин > сывороточный альбумин > желатин = фибриноген, 

а если культивирование вели в неоптимальных для токсиногенеза условиях в присутствии сыво
ротки крови, то данная зависимость приобретала вид:

фибриноген > сывороточный альбумин = казеин > желатин > тромбин [11].
В этих случаях фибрин не расщеплялся протеиназами данного штамма. Итак, клетки одного 
и того же штамма достаточно гибко изменяют набор внутриклеточных протеиназ в зависимости 
от функционально-метаболического состояния.
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PW-8(R)

Рис. 1. Изменения (% к контролю) интенсивности 
расщепления в тонком слое агара фибриногена (а), 
желатина (б) или казеина (в) в присутствии 1 -  фе- 
ниметилсульфонилфторида; 2 -  р-хлормеркурибен- 
зоата; 3 -  ЭДТА и 4 — о-фенантролина в конечной 
концентрации 1(Г3 М протеиназами разрушенных 
клеток токсигенных штаммов коринебактерий. 
Штамм PW-8 выращен в условиях оптимальных (R) 
и неоптимальных (S) для токсиногенеза. * -  стати

стически достоверные изменения, Р < 0,05

4 8 9 5

А /А с, «/о
270

265 :

О

- 50 -

Ю О

n s r 1 0 6 4 $

Рис. 2. Влияние группоспецифических ингибиторов протеиназ на расщепление белков разрушенными клетками не- 
токсигенных штаммов коринебактерий. Обозначения см. на рис. 1

Исследования влияния группоспецифических ингибиторов показали, что в оптимальных для 
токсигенеза условиях активность внутриклеточных протеиназ не угнеталась фенилметилсуфо- 
нилфторидом (рис. 1 и 2, табл. 2), за исключением штамма 4895 (подавление составило 37%). 
Более того, в целом ряде случаев в присутствии данного соединения отмечено даже усиление 
лизиса белковых субстратов на 23-120%, а в отдельных случаях -  в 3,7-4,7 раза. Этот парадок
сальный эффект мы наблюдали и ранее [12]. Можно полагать, что при воздействии фенилметил- 
сульфонилфторида инактивируются те белковые ингибиторы протеиназ, которые сами проявля
ют протеиназную активность [6, 13]. Другой возможной причиной является трансформация дан
ного метаболического яда энзимными системами разрушенных клеток коринебактерий. 
Сущность подобного парадоксального эффекта требует дальнейшего углубленного изучения.
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Т а б л и ц а  2. Влияние ингибиторов протеиназ (КГ’ М) и перехватчиков активных форм кислорода (10-2М) 
на расщепление фибрина или тромбина (мм2 зон лизиса) внутриклеточными протеиназами

Cor. diphtheriae шт. PW-8 (п = 5)

Эффектор Лизис фибрина Лизис тромбина

Без добавок(контроль) 8 1 + 4 110 + 6
+ /з-хлормеркурибензоат 0* 0*
+ ЭДТА 0* 121 + 13
+ этанол, 25% (контроль) 81 ± 7 182+ 14 *
+ фенилметилсульфонилфторид 142 ± 1 0 * 324 ± 1 6 *
+ о-фенантролин 0* 27 + 4 *
Без добавок(контроль) 143 ±10 144+8
+ азид натрия 127 ± 13 103 ± 9 *
+ DL-гиствдин 120 + 9 61 + 7 *
+ DL-триптофан 134 ± 9 60 + 5*
+ DL-метионин 127 ± 11 103 ±10*
+ D-маннит 104+ 10 * 137 ±  9
+ формиат натрия 143 ± 7 115 + 6*
+ нитротетразолиевый синий 0 * 0*
+ адреналин 0* 137 ± 12
+ супероксиддисмутаза 0 * 124+12
+ HOQ 0* 0*

* Изменения статистически достоверные при Р < 0,05

Вместе с тем активность внутриклеточных протеиназ коринебактерий, как правило, сильно 
(в целом ряде моментов полностью) угнеталась /ьхлормеркурибензоатом, что позволяет пред
положить о наличие цистеиновых протеиназ. Именно высокотоксигенный штамм обладал по
добной цистеинзависимой протеиназной активностью. Меньший эффект наблюдался при расще
плении желатина протеиназами штамма PW-8 (48%), штамма 4895 (30%). Действие эффектора 
не проявлялось при расщеплении желатина штаммом ВВ-1-9 и фибриногена штаммом 10648.

ЭДТА полностью подавлял только лизис фибрина протеиназами штамма PW-8. В остальных 
случаях ингибирование не превышало 50%, а в целом ряде моментов вообще не проявлялось. 
Расщепление белков протеиназами PW-8 о-фенантролин угнетал на 80-100%. В остальных же 
случаях эффект данного комплексона не превышал 50%, а у штаммов 4895 и 10648 вообще от
сутствовал по двум из трех субстратов (рис. 2).

Эти материалы свидетельствуют в пользу существования целого набора «нейтральных» 
внутриклеточных протеиназ, в неодинаковой мере расщепляющих различные белковые субстра
ты. Важно, что штамм PW-8 в малотоксигенной 5-форме характеризовался наличием протеиназ, 
как правило, более чувствительных именно к фенилметилсульфонилфториду в сравнении 
ср-хлормеркурибензоатом и о-фенантролином (см. рис. 1).

Учитывая ранее полученные [11] данные о влиянии перехватчиков активных форм кислорода 
на фибриногенолитическую активность внутриклеточных протеиназ штамма PW-8 в малотокси- 
генном S-варианте, нами было изучено влияние набора подобных перехватчиков на расщепле
ние нескольких белков внутриклеточными протеиназами токсигенного штамма PW-8 в Л-форме 
и нетоксигенного штамма 4895, выращенных в оптимальных для токсиногенеза условиях. Ока
залось, что перехватчики синглетного кислорода (азид натрия, аминокислоты) умеренно (на 
26-50%) угнетали расщепление тромбина, фибриногена (но не фибрина) протеиназами штамма 
PW-8 (табл. 2, рис. 3).

Использованные перехватчики синглетного кислорода умеренно (на 21-57%) подавляли 
расщепление фибриногена, казеина, желатина либо не влияли на него (рис. 3). Исключением яв
лялось полное подавление азидом желатинолитической активности протеиназ штамма PW-8R.

Перехватчики НО' радикала -  маннит и формиат довольно слабо изменяли фибринолитиче- 
скую активность протеиназ штамма PW-8 (табл. 2). В целом, они практически не влияли на фиб
риногенолитическую и казеинолитическую активность протеиназ обоих штаммов, на 22-30% 
угнетая расщепление желатина (рис. 3).
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Рис. 3. Расщепление фибриногена {а), казеина (б) и желатина (в) разрушенными клетками токсигенного и нетоксиген- 
ного штаммов коринебактерий дифтерии в присутствии перехватчиков активных форм кислорода: 1 -  азида натрия; 2 -  
гистидина; 3 -  триптофана; 4 -  метионина; 5 -  маннита; 6 -  формиата натрия; 7 -  нитротетразолиевого синего; 8 -  

адреналина; 9 -  супероксиддисмутазы эритроцитов, а также 10 -  ароматического соединения HOQ

Специфический перехватчик 0 2 радикала -  нитротетразолиевый синий полностью блокиро
вал гидролиз всех белковых субстратов протеиназами обоих штаммов (табл. 2, рис. 3). Действие 
других перехватчиков этого радикала — адреналина и супероксиддисмутазы было заметно слабее 
(лишь 20-40% угнетения протеолиза) и зависело от расщепляемого белка. Так, гидролиз фибри
на ими подавлялся полностью, однако они не влияли на расщепление тромбина. В целом эти пе
рехватчики довольно слабо влияли на расщепление остальных белков, а в отдельных случаях их 
действие вообще не проявлялось. Это не удивительно, учитывая, что супероксиддисмутаза — бе
лок и по этой причине, по нашему мнению, она не слишком подходит для роли перехватчика 
в экспериментах по протеолизу.

Весьма характерным для штамма PW-8 явилось полное подавление его протеолитической ак
тивности производным ароматического характера -  HOQ (табл. 2, рис. 3). Этой особенности был 
начисто лишен нетоксигенный штамм 4895.

Заключение. Анализ полученных данных позволяет заключить, что коринебактерии дифте
рии прежде всего обладают достаточно разноплановым набором «нейтральных» внутриклеточ
ных протеиназ, что выражается в различной интенсивности расщепления использованных бел
ковых субстратов, а также чувствительности к ингибиторам протеолиза и перехватчиков актив
ных форм кислорода. При этом выявляются не только штаммовые различия организации 
системы внутриклеточных протеиназ, но и зависимость от состояния клетки микроорганизмов. 
Прослеживается и определенная связь с токсигенностью. Так, в оптимальных для токсиногенеза 
условиях практически у всех испытанных штаммов активность внутриклеточных протеиназ не 
подавлялась фенилметилсульфонилфторидом, но была чувствительна к /ьхлормеркурибензоату. 
Последнее особенно ярко выражено у токсигенного Л-варианта штамма PW-8. Еще одной осо
бенностью является высокая чувствительность к ингибиторному действию о-фенантролина. При 
утрате у колоний морфологических признаков токсигенности внутриклеточные протеиназы 
штамма PW-8 подавлялись как раз фенилметилсульфонилфторидом и были менее чувствитель
ны к р-хлормеркурибензоату. Следовательно, наблюдается перестройка системы внутриклеточ
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ного протеолиза. Вместе с тем, изменения чувствительности к о-фенантролину, по-видимому, не 
являются определяющим признаком. Так, выращенные в неоптимальных для токсиногенеза ус
ловиях в присутствии сыворотки крови клетки штамма PW-8 имели протеиназы высокочувстви
тельные к этому комплексону [11]. Складывается впечатление, что независимо от типа обра
зующихся в клетках коринебактерий протеиназ, они, по-видимому, все реализуют свои катали
тические функции по кислородзависимому механизму, поскольку очень резко подавляются 
нитротетразолиевым синим. Вместе с тем только внутриклеточные протеиназы штамма PW-8R 
подавлялись ароматическим производным HOQ. Это позволяет предположить, что переход «на 
рельсы» токсигенности сопряжен с существенной перестройкой протеолитических процессов 
в клетке. Детали этой перестройки неясны, раскрытие их требует дальнейших целенаправленных 
исследований. Выше мы упоминали, что кристаллические образцы дифтерийного токсина обла
дают протеолитической активностью. Однако очищенные образцы токсина неспособны расщеп
лять фибрин [14] и, хотя предпочтительным субстратом также является желатин, различия 
в расщеплении его в сравнении с фибриногеном не превышали 15%. Более того, протеолитиче- 
ская активность образцов дифтерийного токсина была мало чувствительна к использованным 
группоспецифическим ингибиторам протеиназ. Еще одним примечательным моментом является 
наблюдавшаяся стимуляция протеолиза в присутствии фенилметилсульфонил фторида. Это явление 
также заслуживает внимания и требует проведения дальнейших целенаправленных исследований.

Авторы выражают благодарность В. JI. Колодкиной и Н. JI. Шатило за помощь в проведении 
настоящих исследований.
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