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ПРОТЕОЛИТИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ КЛЕТОК
CORYNEBACTERIUMDIPHTHERIAE: ВНУТРИКЛЕТОЧНЫЕ ПРОТЕИНАЗЫ

Пыжова Н.С., Никандров В.Н., Шатило Н.Л.

НИИ эпидемиологии и микробиологии Минздрава Республики Беларусь,
Институт физиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь

Дифтерия -  тяжелое инфекционное заболевание в последние годы актуальное не только для
детской патологии, но биологические свойства коринебактерии дифтерии изучены далеко не полно
стью. Немногочисленные данные литературы посвящены протеолитической активности клеток
Corynebacterium diphtheriae [1, 2]. Полагают, что их протеиназы имеют отношение к патогенезу диф
терии и к токсиногенезу [2]. Однако сведения об этих протеиназах дифтерии фрагментарны и скудны.

Цель настоящей работы -  изучить особенности набора внутриклеточных протеиназ токсиген-
ных и нетоксигенных штаммов коринебактерий дифтерии.

Клетки Corynebacterium diphtheriae (шт. 4895, 10648, PW-8, ВВ-1-9) культивировали в стек
лянных флаконах емкостью 50 мл, содержащих по 10 мл питательной среды: бульона Лингуда (пан
креатический гидролизат говядины с последующим дрожжевым дображиванием) или бульона Мар
тена (пептический автолизат свиных желудков). В ряде экспериментов в питательную среду добавля
ли 10% телячьей или лошадиной сыворотки крови. Флаконы с инокулированной средой инкубирова
ли при 37°С при периодическом взбалтывании. Рост биомассы учитывали турбидиметрически при
650 нм. Ежедневно отбирали аликвоты культуральной жидкости, отделяли клетки от жидкой фазы
центрифугированием при 4000 об/мин в течение 10 мин, отмывали их 0,15 М раствором NaCl, разру
шали на ультразвуковом дезинтеграторе. Протеолитическую активность определяли по лизису фиб
риногена или казеина в тонком слое агар-агара как подробно описано в нашей статье [3]. Концентра
ция казеина составляла 10 г/л, агар-агара — 15 г/л. В качестве растворителя для приготовления пла
стин использовали 0,15 М раствор NaCl pH 7,4. Пластины с нанесенными пробами инкубировали при
37°С в течение 24 часов. Зоны лизиса визуализировали обработкой пластин 2 н трихлоруксусной ки
слотой. Содержание белка определяли колориметрически [4]. Все исследования выполнены не менее,
чем 4-кратно. Результаты обработаны статистически.

В динамике роста коринебактерий на бульоне Мартена казеинолитическая активность (КА)
различных штаммов проявляла разную чувствительность к группоспецифическим ингибиторам (Ю3

М) протеиназ. В целом, фенилметилсульфонилфторид (ФМСФ) слабо ингибировал КА внутрикле
точных протеиназ: угнетение активности, как правило, не превышало 30%. Более того, у штамма PW-
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g в первые сутки роста этот эффектор вызвал увеличение данной активности на 42%. К действию р-
хлормеркурибензоата (ПХМБ) были более чувствительна КА шт. 4895 и ВВ-1-9, где угнетение ак
тивности достигало 60% и 53% соответственно. КА разрушенных клеток PW-8 была резистентна к
этому ингибитору, и лишь на 5 сутки роста угнетение составило 30%. ЭДТА подавлял протеолитиче
ской активности, как правило, не менее, чем на 60%. Причем, к действию ЭДТА протеиназы были
чувствительны (особенно шт. 10648 и ВВ-1-9) на протяжении всех 5 суток культивирования микро
организмов. Наиболее сильно подавлял КА внутриклеточных протеиназ коринебактерий о-фенан-
тролин. Демонстративнее всего он действовал на протеиназы шт. 4895: 77-100% угнетения. Сильно
действовал этот ингибитор и на клетки шт. PW-8 (особенно начиная с 3-их суток роста), в меньшей
степени, на клетках 10648. Наиболее резистентна к о-фенантролину КА протеиназ шт. ВВ-1-9.

Дальнейшие исследования особенностей системы внутриклеточного протеолиза коринебакте
рий шт. PW-8 показали, что фибриногенолитические внутриклеточные протеиназы (ФЛП) клеток 3-х
суточной культуры полностью угнетались ионами Hg2+ (10’3М) независимо от использованной для
культивирования среды. Вне такой зависимости, в целом, вызвали увеличение фибриногенолитиче
ской активности (ФА) ионы Fe2+: на 50-65%. На данную активность слабо влияли ионы РЬ2+, Мп2+,
Mg2+. Действие остальных ионов зависело от использованной питательной среды: ионы Со2+, Си ,
Си2+, Fe3 в случае бульона Лингуда вели к увеличению протеолитической активности на 20-30%, а
ионы Са2+ угнетали ее на 50%. Если культивирование вели на бульоне Мартена, ФЛП подавлялись
ионами Сг3+ на 24% и активировались ионами Zn2+ на 30%.ФА внутриклеточных протеиназ шт. PW-8
полностью подавлялась добавками о-фенантролина. Действие остальных ингибиторов зависело от
использованной для культивирования среды: на бульоне Мартена эта активность подавлялась на 50%
ФМСФ, на 35% и на 25% соответственно ПХМБ и ЭДТА. Протеиназы же клеток , выращенных на
бульоне Лингуда, были малочувствительны к добавкам указанных ингибиторов. Действие перехват
чиков (10'2М) активных форм кислорода на активность ФЛП проявлялось следующим образом. Вне
зависимости от использованной питательной среды, их активность была малочувствительна к добав
кам гистидина, триптофана, метионина, формиата. Протеиназы полностью блокировались нитротет-
разолиевым синим и азидом. При культивировании же микроорганизмов на бульоне Мартена внут
риклеточные протеиназы на 40% подавлялись добавками адреналина, маннита и тиомочевины. Внут
риклеточные ФЛП были активны не только при pH 7,4. Вне зависимости от питательной среды их
активность проявлялась при pH 3 и 10: она составляла 75% и 70% соответственно от определяемой
при pH 7,4. Активность подобных протеиназ угнеталась добавками цистеина. Однако клетки, выра
щенные на бульоне Лингуда, проявляли чувствительность цистеину лишь в концентрации 10'2 М (уг
нетение составило 20%). Культивирование на бульоне Мартена вело к образованию протеиназ, отли
чающихся сложной концентрационной зависимостью реакции на добавки цистеина. Причем, степень
угнетения ФА достигла 60%. Выращенные на бульоне Мартена клетки имели внутриклеточные про
теиназы, ФА которых была мало чувствительна к добавкам неорганического ортофосфата, но изме
нялась в присутствии неорганического пирофосфата. Причем, ингибиторное действие усиливалось
при более низких концентрациях фосфата и достигало 25% при концентрации 10’6 М. Культивирова
ние же на бульоне Лингуда вело к образованию протеиназ, активность которых подавлялась неорга
ническим ортофосфатом на 25% (10‘3 М) и пирофосфатом на 22% (10’2 М). Культивирование клеток
шт. PW-8 на обеих средах вело к проявлению фибриногенолитических протеиназ на 20-32% подав
ляемых добавками NADP или NADPH, на 25-35% - 2,3-АМР, GTP и резистентных к UDP. Именно
клетки, выращенные на бульоне Лингуда обладали ФЛП, активность которых подавлялась ADP и 3,5-
АМР на 25%, АМР -  на 35%, а АТР -  на 50%.

Итак, судя по действию группоспецифических ингибиторов, набор внутриклеточных протеи-
«аз, расщепляющих использованные нами белковые субстраты, у коринебактерий дифтерии имеет
•специфические черты в зависимости от штамма, используемой питательной среды и фазы развития
культуры.
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