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ОСОБЕННОСТИ РАСЩЕПЛЕНИЯ БЕЛКОВ ВНУТРИКЛЕТОЧНЫМИ 
П РОТЕИ НАЗ AM И CORYNEBA CTERIUM DIPHTHERIAE 

В ОПТИМАЛЬНЫХ И НЕОПТИМАЛЬНЫХ ДЛЯ ТОКСИНОГЕНЕЗА
УСЛОВИЯХ

Н.С. Пыжова, В.Н. Никандров

НИИ эпидемиологии и микробиологии Минздрава Республики Беларусь,
Минск, Беларусь

Клетки Corynebacterium diphtheriae (штаммы 4895, 10648, PW-8, ВВ-
1-9) культивировали на бульоне Лингуда (панкреатический гидролизат 
говядины с последующим дрожжевым дображиванием). Через трое суток 
-  время перехода в фазу замедления роста клетки отделяли от жидкой 
фазы и отмывали от остатков культуральной жидкости. Их разрушали 
путем повторного замораживания-оттаивания либо ультразвуковой 
дезинтеграцией. Протеолитическую активность определяли методом 
лизиса фибриновых пластин, а также по лизису фибриногена, казеина, 
тромбина или желатина 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, 
содержащий 0,15 М NaCI. Пластины с нанесенными пробами 
инкубировали при 37°С в течение 24 ч.

Наиболее интенсивно протеиназы микроорганизма гидролизовали 
желатин, кроме протеиназ штамма 10648, сильнее расщеплявших казеин, 
и штамма ВВ-1-9, где принципиально гидролиз этих субстратов не 
различался. Фибрин же и тромбин интенсивно расщепляли только 
протеиназы высокотоксигенного штамма PW-8. Гидролиз тромбина 
внутриклеточными протеиназами штамма 4895 отчетливо наблюдался 
лишь с 3-х суток роста культуры. Токсигенный штамм ВВ-1-9 не расщеплял 
фибрин или фибриноген. Следовательно, в оптимальных для 
токсиногенеза условиях интенсивность расщепления белков 
протеиназами высокотоксигенного штамма PW-8 (R-форма) образует 
следующий ряд:

желатин > фибриноген > тромбин = казеин > фибрин.
Если культивирование 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 сыворотки крови, то данная зависимость 
приобретала вид:
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фибриноген > сывороточный альбумин = казеин > желатин > тромбин.
В этих случаях фибрин не расщеплялся протеиназами данного

штамма.
В оптимальных для токсиногенеза условиях практически у всех

штаммов активность внутриклеточных протеиназ не подавлялась
фенилметилсульфонилфторидом, но была чувствительна к р-
хлормеркурибензоату (особенно это выражено у токсигенного R-варианта
штамма PW-8) и высоко чувствительна к ингибиторному действию о-
фенантролина. При утрате у колоний морфологических признаков
токсигенности внутриклеточные протеиназы штамма PW-8 подавлялись
как раз фенилметилсульфонилфторидом и были менее чувствительны к
р-хлормеркурибензоату. Однако и выращенные в неоптимальных для
токсиногенеза условиях клетки штамма PW-8 имели протеиназы,
высокочувствительные к этому комплексону. По-видимому, независимо
от типа образующихся в клетках коринебактерий протеиназ, они реализуют
свои каталитические функции по кислородзависимому механизму, т.к.
резко подавляются нитротетразолиевым синим. Вместе с тем только
внутриклеточные протеиназы штамма PW-8R подавлялись
ароматическим производным HOQ. Это позволяет думать, что переход
«на рельсы» токсигенности сопряжен с существенной перестройкой
протеолитических процессов в клетке. Детали этой перестройки неясны,
раскрытие их требует дальнейших целенаправленных исследований, как
и наблюдавшаяся стимуляция протеолиза в присутствии
фенилметилсульфонилфторида.
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