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НИИ эпидемиологии и микробиологии

протеинов. Так увеличение плазминоген-активаторной
функции стрептокиназы наблюдалось под действием
ЩФ из культуральной жидкости, полученной при ис
пользовании бульона Лингуда или бульона Мартена (на
35 и 52% соответственно). Плазминоген-активаторная
способность тканевого активатора плазминогена из
сердца свиньи в таких условиях возрастала на 155 и
75% соответственно. В рассматриваемых случаях БФ
была значительно менее эффективной. Вместе с тем
обе фракции оказали примерно одинаковый эффект на
плазминоген-активаторную способность у-субъедини-
цы фактора роста нервов: она возрастала на 30-50%.
Лишь плазминоген-активаторная функция 0-субъеди
ницы этого фактора угнеталась на 50-65% добавками
указанных фракций, выделенных при использовании
для культивирования микроорганизма обеих питатель
ных сред. Наиболее сильное угнетение (на 95%) наблю
далось под действием ЩФ, выделенной из культуры,
выращенной на бульоне Мартена.

Необходимо отметить, что проведенное сравнитель
ное изучение действия эффекторов из культуральной
жидкости и очищенного дифтерийного токсина показа
ло, что токсин практически не влиял на плазминоген-
активаторные свойства стрептокиназы, тканевого акти
ватора плазминогена, фактора роста нервов, а также на
фибринолитическую активность пепсина.

Следовательно, есть все основания считать, что
коринебактерии дифтерии способны продуцировать
белковые факторы, оказывающие существенное воздей
ствие на протеолитические реакции и, возможно, игра
ющие определенную роль в патогенезе дифтерии.

Область применения: физиология и биохимия пато
генных микроорганизмов, энзимология, протеомика, экс
периментальная медицина, медицинская биотехнология.

Область применения: полученные в результате ис
следования данные следует учитывать при оценке фак
торов патогенности коринебактерии и трактовке пато
генеза дифтерии, а также в биотехнологии препаратов
на основе культур коринебактерии

Предложения по сотрудничеству: совместные ис
следования по данной проблеме.

Production of proteolysis effectors
in a culture fluid in the growth
of Corynebacterium diphtheriae

VN. Nikandrov, N.S. Pyzhova
Protein fractions were isolated with trichloroacetic acid

treatment of culturtal fluids after corynebacterium PW-8
growth. These fractions inhibited fibrinolytic activity of
papain (60-65%), pepsin (50-75%), plasmin (40%) and
a-chymotrypsin (20-30%). Isolated fractions increased
the plasminogen-activating ability of streptokinase (up to
135-152%), tissue plasminogen activator from swine heart
(up to 175-255%) and y-subunit of nerve growth factor (up
to 130-150%). At the same time 50-95% of such ability
of 0-subunit of nerve growth factor was decreased in the
presence of these effectors.

Field o f application: physiology and biochemistry of
pathogenic microorganisms, enzymology, experimental
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УДК 577.156.1:1616.98:579.871.1
Расщепление белковых субстратов
внутриклеточными протеиназами

Corynebacterium diphtheriae штамма PW-8
В.Н. Никандров, Н.С. Пыжова, Н.Л. Шатило

Рубрика: 76.03.41
Тема НИР: «Изучить набор внутри- и внеклеточных

протЬиназ у токсигенных и нетоксигенных штаммов
Corynebacterium diphtheriae и их взаимосвязь с токси-
генностью».

Сроки выполнения НИР: 2002-2004 гг.
Научный руководитель: д-р биол. наук, проф.

В.Н. Никандров.
Источник финансирования: госбюджет.
Метаболические особенности возбудителя дифте

рии Corynebacterium diphtheriae по-прежнему остают
ся недостаточно изученными, несмотря на длительную
историю этого заболевания.

Методом лизиса фибриновых и белково-агаро
вых пластин (концентрация белка 10 г/л, агар-ага
р а — 10 г/л) установлено, что в присутствии 0,01 моль
фосфатного буфера pH 7,4 протеиназы разрушенных
повторным замораживанием-оттаиванием и ультра
звуковой дезинтеграцией клеток трехсуточной культу
ры Corynebacterium diphtheriae штамма PW-8 (выра
щенной в присутствии сыворотки крови) расщепляют
белки-субстраты, образуя следующий ряд: человече
ский фибриноген > человеческий сывороточный аль
бумин = казеин > желатин > человеческий тромбин.
Складывается впечатление, что фибриноген — наибо
лее чувствительный субстрат при работе с протеиназа
ми коринебактерий. Однако при росте на питательной
среде, не содержащей сыворотки, степень расщепления
белков субстратов внутриклеточными протеиназами из
меняется следующим образом: казеин = тромбин > аль
бумин > желатин = фибриноген.

Фибриногенолитическая активность внутрикле
точных протеиназ микробных клеток, выращенных на
бульоне Лингуда или бульоне Мартена (обогащенных
сывороткой крови), снижалась при pH 10, 5 или 3 на
27-30, 18-20 и 27-33% соответственно. Независимо
от среды культивирования активность полностью по
давлялась о-фенантролином (0.001 моль). Фибриноге
нолитическая активность протеиназ клеток, выращен
ных именно на бульоне Мартена, угнеталась добавками
(0,001 моль) фенилметилсульфонилфторида, р-хлор-
меркурибензоата или ЭДТА на 50. 35 и 25% соответ
ственно. Эти факты наводят на мысль, что фибрино
генолитическую активность проявляют, по-видимому,
все четыре основные группы протеиназ. Однако во всех
случаях важно участие ионов переходных металлов.

Независимо от среды культивирования фибриногено
литическая активность протеиназ микроорганизма была
нечувствительной к ионам (0,001 моль) Mg2+, Мп-', РЬ2+,
полностью подавлялась ионами Hg2+, стимулировалась
добавками ионов Fe2* или Fe3* на 50-65 или 20-30% со
ответственно. Активность протеиназ клеток, выращен
ных на бульоне Лингуда, на 50% угнеталась ионами Са> ,
слабо (на 20-22%) активировалась ионами Со2', Си**,
Си* и была нечувствительной к ионам Сг% Zn2*. В слу-
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час культивирования на бульоне Мартена образующиеся
фибриногенолитические протеиназы угнетались на
20-25% ионами Сг’* и Са3+, но не ионами меди.

Активность протеиназ независимо от использо
ванной среды культивирования полностью подавля
лась нитротетразолиевым синим или азидом натрия
в концентрации 0,01 моль. Только при исследовании
клеток, выращенных на бульоне Мартена, фибриноге
нолитическая активность внутриклеточных протеиназ
угнеталась адреналином, маннитом, тиомочевиной на
40-45%, гистидином, триптофаном, метионином — на
20-25%. В то же время лишь у выращенных на бульоне
Лингуда клеток протеиназная активность подавлялась
25%-ным этанолом (на 30%). Протеолитическая актив
ность именно таких клеток была более чувствительной
к действию цистеина: их активность угнеталась на 60%
при концентрации эффектора 0.01 моль, в меньшей
концентрации он не оказывал влияния. Фибриногено
литическая активность клеток, выращенных на бульоне
Мартена, подавлялась цистеином слабее — на 15-30%,
но в значительно большем диапазоне его концентра
ций— 0,000001-0,01 моль.

Протеиназы клеток, выращенных на бульоне Лин
гуда, умеренно (на 25-45%) угнетались в присутствии
АТФ > ГТФ = АМФ = 2,3-АМФ > 3,5-АМФ (но не ГДФ)
в концентрации 0,01 моль, тогда как протеиназы кле
ток, выращенных на бульоне Мартена на 25-35% угне
тались ГТФ > АТФ = 2,3-АМФ = ГДФ.

Совокупность полученных фактов свидетельствует
о наличии у коринебактерий дифтерии набора внутри
клеточных протеиназ, изменяющегося в зависимости от
условий культивирования. Складывается впечатление,
что фибриногенолитическая активность присуща про
теиназам, действие которых определяется присутстви
ем ряда переходных металлов, опосредуется активными
формами кислорода (особенно супероксидным радика
лом). Эти протеиназы частично угнетаются добавками
АТФ (или ГТФ). Изменения условий культивирования
или питательной среды принципиально не сказываются
на этих свойствах, хотя придают специфические осо
бенности реакциям протеиназ на отдельные эффекторы
in vitro.

Область применения: физиология и биохимия па
тогенных микроорганизмов, энзимология, эксперимен
тальная медицина, медицинская биотехнология.

Область применения: полученные в результате ис
следования данные следует учитывать в биотехнологии
вакцинно-сывороточных препаратов при оптимизации
режимов и схем получения биопрепаратов на основе
биосинтеза коринебакгериями.

Предложения по сотрудничеству: совместные ис
следования по данной проблеме.

Splitting of protein substrates by intracellular
proteinases of Coryncbacterium diphtheriae PW-8

I'.N. Nikandrov, N.S. Pyzhova, N.L. Shatilo
Corynebacteium diphtheriae PW-8 (grown in the

presence of blood serum) proteinases splits human
fibrinogen > human serum albumin = casein > gelat
in > human thrombin. Fibrinogenolytic activities of
these proteinases were inhibited by the group of specific
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proteinase inhibitors (0.001 mol) and by o-phenanthroline,
byHg2* ions (0.001 mol) and stimulated by Fe:< > Fe3’ ions.
This activity was inhibited by nitrotetrazolium blue or
sodium acid (0.01 mol) completely, and by some punne
nucleotides, especially by ATP or GTP. The sensivity of
proteinase activity to effectors depended on cultivation
conditions (nitrient medium).

Field o f application: physiology and biochemistry of
pathogenic microorganisms, enzymology, experimental
medicine, medicine biotechnology.

Proposals for co-operation: jont study of the problem.

            
                          

                                     
                                               

          
                 
                                             

                                             
        

                                           
       

                                                   
    

                                   
                                              

                                                 
                                                 
                                              
                                                
                                                 
                                                   
                                                    
                                                  
                                                
                      

                                            
                                                   
                                                   
                                                  
                                                
                      

                                             
                                                 
                                                  
                                                
                                                 
                                               
                                                 
                                                    
                                             
                                               
                                                 
                                                  
                                                
                                                  
                                                   
                                                  
                                                  


