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Îïèñûâàåòñÿ èñòîðèÿ îòêðûòèÿ è èññëåäîâàíèÿ áàêòåðèàëüíîé ìåòàëëîïðîòåèíàçû ECP32, êîòîðàÿ
îãðàíè÷åííî ðàñùåïëÿåò àêòèí â îäíîì ñàéòå ìåæäó Gly42 è Val43, èíòåíñèâíî âîâëå÷åííîì â êîíòàêò
ìåæäó ìîíîìåðàìè àêòèíà â ïîëèìåðå. Ðàñùåïëåíèå ïðèâîäèò ê îáðàòèìîé ïîòåðå ñïîñîáíîñòè àêòèíà
ê ïîëèìåðèçàöèè. Ïîýòîìó àêòèí, ðàñùåïëåííûé ïðîòåàçîé ECP32, îêàçàëñÿ óíèêàëüíîé ìîäåëüþ äëÿ
èçó÷åíèÿ ìåõàíèçìîâ ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà, äèíàìèêè àêòèíîâûõ íèòåé è âëèÿíèÿ íà ýòè ïðîöåññû àê-
òèíñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ, äëÿ âûÿâëåíèÿ àëëîñòåðè÷åñêèõ ýôôåêòîâ, à òàêæå äëÿ îïðåäåëåíèÿ ïðîñòðàí-
ñòâåííîé ñòðóêòóðû àêòèíà, êîòîðàÿ äî ýòîãî áûëà îïðåäåëåíà òîëüêî â êîìïëåêñàõ àêòèíà ñ ëèãàíäàìè.
Êðîìå òîãî, îêàçàëîñü, ÷òî íåïàòîãåííûå áàêòåðèè, ñèíòåçèðóþùèå ïðîòåàçó ECP32, ñïîñîáíû ïðîíè-
êàòü â ýóêàðèîòè÷åñêèå êëåòêè è âûçûâàòü ðåîðãàíèçàöèþ èõ öèòîñêåëåòà. Ðåçóëüòàòû ñåêâåíèðîâàíèÿ
ãåíà 16S ðÐÍÊ è 48 áèîõèìè÷åñêèõ òåñòîâ àâòîìàòèçèðîâàííîé ñèñòåìû Vitek-2 ïîêàçàëè, ÷òî áàêòå-
ðèè-ïðîäóöåíòû ïðîòåàçû ECP32 — ýòî íå E. coli, êàê áûëî îïðåäåëåíî ðàíåå íà îñíîâàíèè ðóòèííûõ
ìèêðîáèîëîãè÷åñêèõ òåñòîâ, à Serratia grimesii. Â áàêòåðèÿõ ðåôåðåíòíîãî øòàììà S. grimesii âûÿâëåí
ãåí ECP32-ïîäîáíîé ìåòàëëîïðîòåèíàçû. Ãåí êëîíèðîâàí, ñåêâåíèðîâàí è ýêñïðåññèðîâàí â E. coli. Áå-
ëîê, êîäèðóåìûé ýòèì ãåíîì, áûë íàçâàí ãðèìåëèçèíîì. Ãðèìåëèçèí ñõîäåí ñ ECP32 ïî ìîëåêóëÿðíîé
ìàññå, ïîñëåäîâàòåëüíîñòè N-êîíöåâîãî ôðàãìåíòà, ñïîñîáíîñòè îãðàíè÷åííî ðàñùåïëÿòü àêòèí â ñàéòå
Gly42—Val43 è ÷óâñòâèòåëüíîñòè ðàñùåïëåíèÿ ê äåéñòâèþ õåëàòîðîâ. Äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî
ãðèìåëèçèí è ECP32 — ýòî îäèí è òîò æå ôðàãìåíò. Ïî äàííûì êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè, áàêòåðèè,
ñèíòåçèðóþùèå ïðèðîäíûé è ðåêîìáèíàíòíûé ãðèìåëèçèí, ïðèîáðåòàþò èíâàçèâíûå ñâîéñòâà. Îïèñàí-
íûå äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî àêòèí ÿâëÿåòñÿ áåëêîì-ìèøåíüþ, ïðîòåîëèç êîòîðîãî ñïîñîá-
ñòâóåò ïðîíèêíîâåíèþ áàêòåðèé â êëåòêè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àêòèí, ïðîòåîëèç àêòèíà, ìåòàëëîïðîòåèíàçû, ïðîòåàçà ECP32, ãðèìåëèçèí,
áàêòåðèàëüíàÿ èíâàçèÿ.

Ïðåäûñòîðèÿ

ß âåðþ, ÷òî â íàóêå «êòî èùåò, òîò âñåãäà íàéäåò». Íî
âîò íàéäåøü ëè òî, ÷òî èùåøü, èëè ÷òî-òî ñîâñåì äðó-
ãîå — ýòî âîïðîñ. Îïèñûâàåìàÿ èñòîðèÿ íà÷àëàñü îêîëî
30 ëåò íàçàä íà áèîñòàíöèè «Âîñòîê» Èíñòèòóòà áèîëî-
ãèè ìîðÿ ÄÂÍÖ ÐÀÍ, ãäå ìû, áûâøèå àñïèðàíòû Ëàáîðà-
òîðèè áèîõèìè÷åñêèõ îñíîâ ðåïðîäóêöèè êëåòîê, è íàøè
ìîëîäûå êîëëåãè çàíèìàëèñü èçó÷åíèåì ñòðóêòóðíûõ è
ðåãóëÿòîðíûõ áåëêîâ ìûøö äâóñòâîð÷àòûõ ìîëëþñêîâ.
Áîëüøàÿ ÷àñòü ðàáîòû áûëà ïîñâÿùåíà ïîèñêàì áåëêîâ,
âëèÿþùèõ íà ñêîðîñòü è ñòåïåíü ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà.
Ïîýòîìó êîãäà â îïûòàõ îäíîãî èç ìîëîäûõ ñîòðóäíèêîâ
àêòèí ïåðåñòàë ïîëèìåðèçîâàòüñÿ, ýòî áûëî ×Ï. Ïðîâåðêà
ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà ïîêàçàëà, ÷òî íåïîëèìåðèçóþ-
ùèéñÿ ïðåïàðàò àêòèíà ñîäåðæèò åùå îäèí áåëêîâûé
êîìïîíåíò ìåíüøåé ìîëåêóëÿðíîé ìàññû è ÷òî ýòîò êîì-
ïîíåíò ïîÿâëÿåòñÿ òîëüêî òîãäà, êîãäà àêòèí ýêñòðàãèðó-
þò áóôåðîì èìåííî ýòîãî ñîòðóäíèêà, âçÿòûì èç åãî áó-
òûëêè. Ñåé÷àñ ýòî òðóäíî ïîíÿòü, íî òîãäà ïîòðåáîâàëîñü
âðåìÿ, ÷òîáû äîãàäàòüñÿ, ÷òî ìû èìååì äåëî íå ñ íîâûì
áåëêîì, à ñ ïðîòåîëèçîì àêòèíà, â ðåçóëüòàòå êîòîðîãî îí

ïåðåñòàåò ïîëèìåðèçîâàòüñÿ. Ýòî ïðåäïîëîæåíèå áûëî
ïîäòâåðæäåíî ýêñïåðèìåíòàëüíî; áîëåå òîãî, îêàçàëîñü,
÷òî ïðîäóêò ïðîòåîëèçà íå ïîäâåðãàåòñÿ äàëüíåéøåìó
ðàñùåïëåíèþ, à ïðîòåîëèòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü áóôåðíîãî
ðàñòâîðà ïðîïàäàåò, åñëè åãî àâòîêëàâèðîâàòü (Ìàíòóëåí-
êî è äð., 1982). Ýòî áûëî èíòåðåñíî! È âñå-òàêè òà ïåðâàÿ
âñòðå÷à ñ ïðîòåîëèçîì àêòèíà ìîãëà îñòàòüñÿ êóðüåçîì,
åñëè áû íå äâà îáñòîÿòåëüñòâà.

Âî-ïåðâûõ, ÿ íà÷àëà ðàáîòàòü â Îòäåëå êëåòî÷íûõ
êóëüòóð è óâèäåëà, ÷òî ðàñòâîðû ìîæíî ñòåðèëèçîâàòü íå
òîëüêî àâòîêëàâèðîâàíèåì, íî è ôèëüòðîâàíèåì. Ôèëü-
òðîâàíèå «ïðîòåîëèòè÷åñêè àêòèâíîãî ðàñòâîðà» ïîçâî-
ëèëî âûäåëèòü áàêòåðèè, îò êîòîðûõ ýòà àêòèâíîñòü çà-
âèñåëà (Õàéòëèíà è äð., 1988). Âòîðîå îáñòîÿòåëüñòâî ñâÿ-
çàíî ñ ìîèì ãëàâíûì íàó÷íûì èíòåðåñîì — èçó÷åíèåì
ôóíêöèîíàëüíûõ ðàçëè÷èé èçîôîðì àêòèíà. Â òî âðåìÿ
ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðû àêòèíà åùå íå ñóùåñòâîâà-
ëî, íî åãî ïåðâè÷íàÿ ñòðóêòóðà áûëà èçâåñòíà (Elzinga et
al., 1973). Áûëî òàêæå èçâåñòíî, ÷òî ãëàâíîå ðàçëè÷èå
ìåæäó èçîàêòèíàìè ñîñðåäîòî÷åíî â èõ N-êîíöåâûõ ñåã-
ìåíòàõ (Vandekerckhove, Weber, 1978). Ïîýòîìó ìîæíî
áûëî îæèäàòü, ÷òî ïîñëå óäàëåíèÿ N-êîíöåâîãî ôðàãìåí-
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òà êîðîâàÿ ÷àñòü ìîëåêóëû îêàæåòñÿ èíâàðèàíòíîé, à ââå-
äåíèå òîãî èëè èíîãî N-êîíöåâîãî ôðàãìåíòà âîññòàíî-
âèò ñâîéñòâà îïðåäåëåííîé èçîôîðìû.

Íåäàâíî ýòè ïðåäïîëîæåíèÿ áûëè ÷àñòè÷íî ïîäòâåð-
æäåíû ñ ïîìîùüþ ãåííî-èíæåíåðíûõ ïîäõîäîâ (Fyrberg
et al., 1998; McKane et al., 2006), à â ñåðåäèíå 1980-õ ãîäîâ
ìîæíî áûëî ðàññ÷èòûâàòü òîëüêî íà îãðàíè÷åííûé ïðî-
òåîëèç. Ýòî è îïðåäåëèëî íàø èíòåðåñ ê íåîæèäàííî ïî-
ÿâèâøåéñÿ ïðîòåîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè. Íàäî ñðàçó ñêà-
çàòü, ÷òî ïîñëåäóþùèå èññëåäîâàíèÿ êîíôîðìàöèîííûõ
èçìåíåíèé ìîëåêóëû àêòèíà (â òîì ÷èñëå è òå, î êîòîðûõ
ðå÷ü ïîéäåò íèæå) ïîêàçàëè, ÷òî äàæå òî÷å÷íîå èçìåíå-
íèå ïåðâè÷íîé ñòðóêòóðû àêòèíà ïðèâîäèò ê ñóùåñòâåí-
íûì èçìåíåíèÿì â îòäàëåííûõ ó÷àñòêàõ ìîëåêóëû. Ïîý-
òîìó íàäåæíî ñâÿçàòü N-êîíöåâûå è äðóãèå ðàçëè÷èÿ â
àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èçîàêòèíîâ ñ ðàçëè-
÷èÿìè â èõ ñâîéñòâàõ äî ñèõ ïîð íå óäàëîñü íè ñ ïî-
ìîùüþ îãðàíè÷åííîãî ïðîòåîëèçà, íè ñ ïîìîùüþ äðóãèõ
ìåòîäîâ. Îäíàêî íàõîäêè è íàáëþäåíèÿ, íàêîïëåííûå íà
ýòîì ïóòè, îêàçàëèñü íå ìåíåå óâëåêàòåëüíûìè è, âîç-
ìîæíî, áîëåå ïîëåçíûìè. Îá ýòèõ íàõîäêàõ è íàáëþäåíè-
ÿõ è ïîéäåò ðå÷ü â íàñòîÿùåé ñòàòüå. Ïîñêîëüêó ñòàòüÿ
íàïèñàíà â ñâÿçè ñ þáèëååì ëàáîðàòîðèè Â. È. Âîðîáüåâà,
åå çàäà÷åé ÿâëÿåòñÿ ðàññêàç î ëîãèêå è ðåçóëüòàòàõ ýêñïå-
ðèìåíòîâ, à íå ïîäðîáíîå îïèñàíèå ýêñïåðèìåíòàëüíûõ
äàííûõ. Ýòè äàííûå ìîæíî íàéòè â îïóáëèêîâàííûõ ñòà-
òüÿõ è îáçîðå (Khaitlina, 2003).

Ïðîòåàçà ECP32 — ôåðìåíò
ñ óíèêàëüíîé ñïåöèôè÷íîñòüþ

ïî îòíîøåíèþ ê àêòèíó

Òî, ÷òî â ýêñïåðèìåíòàõ «àêòèíîâîé» ëàáîðàòîðèè
ïîÿâèëàñü ïðîòåîëèòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü, àêêóðàòíî âûðå-
çàþùàÿ «êîðîâóþ» ÷àñòü ìîëåêóëû àêòèíà, áûëî, êîíå÷-
íî, óäèâèòåëüíî è ÷ðåçâû÷àéíî èíòåðåñíî. Íî åùå áîëåå
èíòåðåñíûìè îêàçàëèñü ñâîéñòâà ïðîòåàçû, êîòîðàÿ áûëà
âûäåëåíà èç «ïðîòåîëèòè÷åñêè-àêòèâíîãî ðàñòâîðà», è
ñâîéñòâà àêòèíà, ðàñùåïëåííîãî ýòîé ïðîòåàçîé.

Ï ð î ò å à ç à E C P 3 2 — í î â à ÿ á à ê ò å ð è à ë ü í à ÿ
ì å ò à ë ë î ï ð î ò å è í à ç à. Áàêòåðèè, îáëàäàþùèå ðàñùåï-
ëÿþùåé àêòèí ïðîòåîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ, áûëè
îïðåäåëåíû ñ ïîìîùüþ ñòàíäàðòíûõ ìèêðîáèîëîãè÷å-
ñêèõ òåñòîâ êàê àòèïè÷íûé øòàìì Escherichia coli A2
(Óñìàíîâà, Õàéòëèíà, 1989). Èç ýòèõ áàêòåðèé áûë âûäå-
ëåí ôåðìåíò (Óñìàíîâà, Õàéòëèíà, 1989; Matveyev et al.,
1996; Ìîðîçîâà è äð., 2001, 2009), ñîñòîÿùèé èç îäíîé
ïîëèïåïòèäíîé öåïè ñ ìîë. ìàññîé 32 êÄà, íàçâàííûé
ïðîòåàçîé ECP32 (E. coli protease, 32 kDa). Ïîñëå î÷èñòêè
íåáîëüøîãî êîëè÷åñòâà ECP32 áûëè îïðåäåëåíû íåêîòî-
ðûå ñâîéñòâà ôåðìåíòà è åãî N-êîíöåâàÿ àìèíîêèñëîòíàÿ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü — AKTSSAGVVIRDIFL (Matveyev et
al., 1996). Ëþáîïûòíî, ÷òî íà÷àëî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
(AKT...) ñîâïàäàåò ñ íà÷àëîì ñëîâà ÀÊÒÈÍ. Êîìïüþòåð-
íûé ïîèñê íå âûÿâèë çíà÷èìîãî ñõîäñòâà ýòîé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè íè ñ îäíîé èçâåñòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ.
Èñïîëüçóÿ â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà àêòèí, ãèñòîí H5 è ìåëèò-
òèí, ìû îïðåäåëèëè, ÷òî îïòèìóì àêòèâíîñòè ECP32 íà-
õîäèòñÿ â äèàïàçîíå pH 7—8, àêòèâíîñòü èíãèáèðóåòñÿ
î-ôåíàòðîëèíîì, EDTA è EGTA è ñïåöèôè÷åñêèì èíãè-
áèòîðîì Zn-ñîäåðæàùèõ ìåòàëëîïðîòåèíàç öèíêîíîì.
Ýòè ñâîéñòâà ïîçâîëÿëè çàêëþ÷èòü, ÷òî ïðîòåàçà
ECP32 — ýòî íîâàÿ íåéòðàëüíàÿ ìåòàëëîïðîòåèíàçà (Mat-
veyev et al., 1996).

Ñ ó á ñ ò ð à ò í à ÿ ñ ï å ö è ô è ÷ í î ñ ò ü E C P 3 2. Íàèáî-
ëåå èíòåðåñíûì ñâîéñòâîì ýòîé ïðîòåàçû îêàçàëàñü åå
âûñîêàÿ ñóáñòðàòíàÿ ñïåöèôè÷íîñòü. Ïðè ñîîòíîøåíèè
ôåðìåíòà ê ñóáñòðàòó îò 1 : 25 äî 1 : 3000 àêòèí ðàñùåï-
ëÿåòñÿ ïðîòåàçîé òîëüêî â îäíîì ñàéòå, ìåæäó Gly42 è
Val43, ïðè ýòîì îáðàçóþòñÿ ôðàãìåíòû ñ êàæóùèìèñÿ
ìîë. ìàññàìè 36 è 8 êÄà (ðèñ. 1) (Khaitlina et al., 1991;
Matveyev et al., 1996; Mirgorodskaya et al., 1996). Ýòîò ñàéò
íå ðàñùåïëÿåòñÿ êîììåð÷åñêè äîñòóïíûìè ïðîòåàçàìè.
Ïðè äîáàâëåíèè ECP32 ê àêòèíó ïðè ñîîòíîøåíèè 1 : 5
íàáëþäàëîñü îáðàçîâàíèå ôðàãìåíòà ñ ìîë. ìàññîé ïðè-
áëèçèòåëüíî 32—33 êÄà.

Ñðåäè íåñêîëüêèõ äåñÿòêîâ ïðîâåðåííûõ íàòèâíûõ
áåëêîâ ïðîòåàçà ECP32 ðàñùåïëÿåò êðîìå àêòèíà òîëüêî
ìåëèòòèí, ãèñòîíû (â òîì ÷èñëå ãèñòîíîïîäîáíûé áåëîê
áàêòåðèé HU) è áåëîê òåïëîâîãî øîêà áàêòåðèé DnaK.
Ïðîòåîëèç ìåëèòòèíà è DnaK îãðàíè÷åí. Îäíàêî íè áå-
ëîê òåïëîâîãî øîêà ýóêàðèîò HSP70, îáëàäàþùèé ñõîä-
íîé ñ àêòèíîì òðåòè÷íîé ñòðóêòóðîé ÀÒÔ-ñâÿçûâàþ-
ùåãî äîìåíà, íè ìíîãèå äðóãèå áåëêè (àëüáóìèí, ëèçî-
öèì, ÐÍÊàçà, ÄÍÊàçà I, ìèîçèí, á-àêòèíèí, òðîïîìèîçèí,
òðîïîíèí, âèíêóëèí, òóáóëèí, ãåëüçîëèí, ïðîôèëèí, èí-
ñóëèí, ïðîèíñóëèí è äð.) ïðîòåàçîé ECP32 íå ðàñùåïëÿ-
þòñÿ (Óñìàíîâà, Õàéòëèíà, 1989; Êàçàíèíà è äð., 1995;
Matveyev et al., 1996; Ìîðîçîâà è äð., 2001). Âñå àìèíî-
êèñëîòíûå îñòàòêè, êîòîðûì ïðèíàäëåæèò ãèäðîêñèëüíàÿ
ãðóïïà ïåïòèäíîé ñâÿçè, ðàñùåïëÿåìîé ïðîòåàçîé â àêòè-
íå è ìåëèòòèíå, ñîäåðæàò ãèäðîôîáíûå áîêîâûå öåïè.
Ïîäîáíàÿ ñïåöèôè÷íîñòü õàðàêòåðíà äëÿ òåðìîëèçèíîïî-
äîáíûõ ìåòàëëîïðîòåèíàç (Rawlings, Burrett, 1995). Àìè-
íîãðóïïà ýòèõ ñâÿçåé ïðèíàäëåæèò íåáîëüøèì íåéòðàëü-
íûì èëè ãèäðîôîáíûì àìèíîêèñëîòíûì îñòàòêàì, ÷òî
õàðàêòåðíî äëÿ ýëàñòàçû è ñèãíàëüíûõ ïåïòèäàç (Raw-
lings, Burrett, 1995). Îäíàêî íè â àêòèíå, íè â ìåëèòòèíå
àíàëîãè÷íûå è áëèçêî ðàñïîëîæåííûå ñàéòû íå àòàêóþò-
ñÿ ïðîòåàçîé ECP32. Ïî-âèäèìîìó, äëÿ ïðîòåàçû ECP32
êîíôîðìàöèÿ ñóáñòðàòà áîëåå ñóùåñòâåííà, ÷åì åãî ïåð-
âè÷íàÿ ñòðóêòóðà.

È ç ì å í å í è å ñ â î é ñ ò â à ê ò è í à â ð å ç ó ë ü ò à ò å
å ã î ð à ñ ù å ï ë å í è ÿ E C P 3 2. Ñàéò ðàñùåïëåíèÿ àêòèíà
ïðîòåàçîé ECP32 íàõîäèòñÿ â òàê íàçûâàåìîé ÄÍÊàçíîé
ïåòëå (îñòàòêè 32—52, ðèñ. 1), êîòîðàÿ àêòèâíî âîâëå÷åíà
â êîíòàêòû ìåæäó ìîíîìåðàìè â ïîëèìåðå àêòèíà (Hol-
mes et al., 1990; Egelman, 2003; Reisler, Egelman, 2007) è
ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç íàèáîëåå êîíôîðìàöèîííî-ïîäâèæíûõ
ñòðóêòóðíûõ ýëåìåíòîâ ìîëåêóëû (Strzelecka-Go³aszews-
ka, 2001; Reisler, Egelman, 2007). Ôðàãìåíòû àêòèíà ñ ìîë.
ìàññàìè 36 è 8 êÄà, îáðàçóþùèåñÿ â ðåçóëüòàòå ãèäðîëè-
çà ïåïòèäíîé ñâÿçè Gly42—Val43, îñòàþòñÿ íåêîâàëåíòíî
ñâÿçàííûìè äðóã ñ äðóãîì è íå ïîäâåðãàþòñÿ äàëüíåéøå-
ìó ïðîòåîëèçó, òàê ÷òî ìîëåêóëà ñîõðàíÿåò íàòèâíóþ
êîíôîðìàöèþ (Khaitlina et al., 1991, 1993). Íåñìîòðÿ íà
ýòî, ðàñùåïëåííûé àêòèí ïîëíîñòüþ òåðÿåò ñïîñîáíîñòü
ê ïîëèìåðèçàöèè è èíãèáèðîâàíèþ ÄÍÊàçû I, åñëè îí ñî-
äåðæèò Ca2+ â êà÷åñòâå ïðî÷íî ñâÿçàííîãî êàòèîíà (Khait-
lina et al., 1988, 1991). Ýòîò ýôôåêò êà÷åñòâåííî îòëè÷àåò
ïðîòåîëèç àêòèíà ïðîòåàçîé ECP32 îò äåéñòâèÿ õèìî-
òðèïñèíà è (èëè) ñóáòèëèçèíà, êîòîðûå ðàñùåïëÿþò àê-
òèí â òîé æå ÄÍÊàçíîé ïåòëå, ÷òî ñäåëàëî ECP32-ðàñ-
ùåïëåííûé àêòèí (ECP-àêòèí) óíèêàëüíîé ìîäåëüþ äëÿ
èçó÷åíèÿ ìåõàíèçìîâ ïîëèìåðèçàöèè àêòèíà.

Ñïîñîáíîñòü ECP-àêòèíà ê ïîëèìåðèçàöèè è èíãèáè-
ðîâàíèþ ÄÍÊàçû I ÷àñòè÷íî âîññòàíàâëèâàåòñÿ ïðè çàìå-
ùåíèè ïðî÷íî ñâÿçàííîãî Ca2+ íà Mg2+ (ðèñ. 2, à). Îäíàêî
ðàñùåïëåíèå ïîâûøàåò êðèòè÷åñêóþ êîíöåíòðàöèþ ïî-
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ëèìåðèçàöèè ECP-Mg-àêòèíà â 30 ðàç è óâåëè÷èâàåò ñòà-
öèîíàðíóþ ÀÒÔàçíóþ àêòèâíîñòü ïîëèìåðà, îòðàæàþ-
ùóþ îáìåí åãî ñóáúåäèíèö, â 20—30 ðàç (Khaitlina et al.,
1993; Khaitlina, Strzelecka-Go³aszewska, 2002). Ýòîò ýô-
ôåêò îáóñëîâëåí óâåëè÷åíèåì ñêîðîñòè àññîöèàöèè è
äèññîöèàöèè ìîíîìåðîâ íà êîíöàõ íèòåé àêòèíà, ÷òî â
ñâîþ î÷åðåäü ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî â ðåçóëüòàòå ãèäðîëèçà
ñâÿçè Gly42—Val43 àêòèí ïðèîáðåòàåò áîëåå îòêðûòóþ
êîíôîðìàöèþ (îòêðûòóþ ìåæäîìåííóþ ùåëü) (Khaitlina,
Strzelecka-Go³aszewska, 2002). Èíòåðåñíî, ÷òî êðèñòàëëè-
÷åñêàÿ ñòðóêòóðà ECP-àêòèíà íå îòëè÷àåòñÿ îò ñòðóêòóðû
íåìîäèôèöèðîâàííîãî àêòèíà è ÿâëÿåòñÿ çàêðûòîé (Klen-
chin et al., 2006). Ïî-âèäèìîìó, ñîëü è ïðåöèïèòàíòû, íå-
îáõîäèìûå äëÿ êðèñòàëëèçàöèè, ñòàáèëèçèðóþò àêòèí
òîëüêî â îäíîé èç âîçìîæíûõ êîíôîðìàöèé, è ýòà çàêðû-

òàÿ êîíôîðìàöèÿ ìîæåò îòëè÷àòüñÿ îò òîé, êîòîðóþ ãëî-
áóëÿðíûé àêòèí èìååò â ðàñòâîðå (Klenchin et al., 2006).
Êîíôîðìàöèÿ ìîíîìåðîâ ECP-àêòèíà â ñîñòàâå ïîëèìåðà
òàêæå îñòàåòñÿ îòêðûòîé (Khaitlina, Strzelecka-Go³aszews-
ka, 2002). Êðîìå òîãî, â ïîëèìåðàõ ECP-àêòèíà âñëåäñò-
âèå àëëîñòåðè÷åñêèõ ýôôåêòîâ (Khaitlina, Hinssen, 1997;
Kuznetsova et al., 1997) íàðóøåíû ìîíîìåð-ìîíîìåðíûå
êîíòàêòû, âêëþ÷àþùèå â ñåáÿ Ñ-êîíåö ìîëåêóëû (Khaitli-
na et al., 1993).

Òàêèì îáðàçîì, ðàñùåïëåíèå ïðîòåàçîé ECP32 åäèí-
ñòâåííîé ïåïòèäíîé ñâÿçè âûçûâàåò ëîêàëüíûå êîíôîð-
ìàöèîííûå èçìåíåíèÿ ìîíîìåðîâ àêòèíà, â ðåçóëüòàòå
êîòîðûõ âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó ìîíîìåðàìè ñòàíîâèòñÿ
íåäîñòàòî÷íûì äëÿ îáðàçîâàíèÿ ïîëèìåðîâ èëè îáðà-
çóþòñÿ ïîëèìåðû ñ ïîâûøåííîé äèíàìè÷íîñòüþ. Ýòè ðå-
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Ðèñ. 1. Ïðîòåîëèç àêòèíà ïðîòåàçîé ECP32.

Îòêðûòàÿ íàìè áàêòåðèàëüíàÿ ïðîòåàçà ECP32 ðàñùåïëÿåò â ìîëåêóëå àêòèíà òîëüêî îäíó ïîëèïåïòèäíóþ ñâÿçü Gly42—Val43 (à), êîòîðàÿ íå ðàñùåï-
ëÿåòñÿ äðóãèìè èçâåñòíûìè ïðîòåàçàìè, íàïðèìåð ñóáòèëèçèíîì. Íà ñõåìàòè÷åñêîì èçîáðàæåíèè òðåõìåðíîé ñòðóêòóðû àêòèíà (ïî: Holmes et al.,
1990) îáîçíà÷åíû àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè, îáðàçóþùèå ÄÍÊàçíóþ ïåòëþ è ñàéòû ðàñùåïëåíèÿ ïðîòåàçîé ECP32 è ñóáòèëèçèíîì. Â ðåçóëüòàòå ïðî-
òåîëèçà îáðàçóþòñÿ äâà ôðàãìåíòà, ïîäâèæíîñòü êîòîðûõ ïðè SDS-ýëåêòðîôîðåçå ñîîòâåòñòâóåò ìîë. ìàññàì 36 è 8 êÄà (á). Íà ýëåêòðîôîðåãðàììå
îáîçíà÷åíû àêòèí, ôðàãìåíòû ðàñùåïëåííîãî àêòèíà (ECP-àêòèí) è ïðîòåàçà ECP32 (ECP32). Ïî: Khaitlina et al., 1991; Matveyev et al., 1996, ñ ìîäèôè-

êàöèÿìè.

Ðèñ. 2. Ïîëèìåðèçàöèÿ àêòèíà, ðàñùåïëåííîãî ïðîòåàçîé ECP32.

à — ïðîòåîëèòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûé àêòèí íå ïîëèìåðèçóåòñÿ, åñëè îí ñîäåðæèò ïðî÷íî ñâÿçàííûé Ca2+, íî ÷àñòè÷íî âîññòàíàâëèâàåò ñïîñîá-
íîñòü ê ïîëèìåðèçàöèè ïðè çàìåùåíèè Ca2+ íà Mg2+; ECP,Ca è ECP,Mg — ECP-àêòèí, ñîäåðæàùèé ïðî÷íî ñâÿçàííûé Ca2+ èëè Mg2+ ñîîòâåòñòâåííî,
Intact,Ca è Intact,Mg — òî æå ñàìîå äëÿ íåìîäèôèöèðîâàííîãî àêòèíà. á — ñóáôðàãìåíòû S1 ìèîçèíà ñïîñîáñòâóþò ïîëèìåðèçàöèè ECP Ca2+-àêòèíà.
ECP,S1A1 è ECP,S1A2 — êîìïëåêñû ECP-àêòèíà ñ èçîâàðèàíòàìè ñóáôðàãìåíòà S1 ìèîçèíà, îòëè÷àþùèåñÿ äðóã îò äðóãà ñîñòàâîì ëåãêèõ öåïåé.

Ïî: Khaitlina et al., 1993; Wawro et al., 2005, ñ ìîäèôèêàöèÿìè.



çóëüòàòû âïåðâûå âûÿâèëè êëþ÷åâóþ ðîëü N-êîíöåâîé
÷àñòè ÄÍÊàçíîé ïåòëè, âêëþ÷àþùåé â ñåáÿ ñàéò Gly42—
Val43, â àêòèí-àêòèíîâîì âçàèìîäåéñòâèè â ïîëèìåðå.

À ê ò è í ñ â ÿ ç û â à þ ù è å á å ë ê è ñ ò à á è ë è ç è ð ó þ ò
ï î ë è ì å ð û E C P - à ê ò è í à. Èçâåñòíî, ÷òî äèíàìèêà àê-
òèíîâûõ ôèëàìåíòîâ ðåãóëèðóåòñÿ ìíîæåñòâîì àêòèíñâÿ-
çûâàþùèõ áåëêîâ (Pantaloni et al., 2001; Chhabra, Higgs,
2007). Ìåõàíèçì ýòîé ðåãóëÿöèè ìîæåò áûòü îñíîâàí íà
âëèÿíèè àêòèíñâÿçûâàþùåãî áåëêà íà êîíôîðìàöèþ ìî-
íîìåðíîãî àêòèíà èëè ñóáúåäèíèö â ïîëèìåðå, è îáðàòè-
ìîñòü ïîòåðè ñïîñîáíîñòè ECP-àêòèíà ê ïîëèìåðèçàöèè
÷ðåçâû÷àéíî óäîáíà äëÿ èçó÷åíèÿ òàêèõ âëèÿíèé. Îêàçà-
ëîñü, ÷òî ãåëüçîëèí âîññòàíàâëèâàåò ñïîñîáíîñòü ECP-àê-
òèíà âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ äðóãèì ìîíîìåðîì è, ñëåäî-
âàòåëüíî, âêëþ÷àòüñÿ â ïîëèìåð, ÷òî êîððåëèðóåò ñ àë-
ëîñòåðè÷åñêèì ýôôåêòîì èçìåíåíèÿ êîíôîðìàöèè
ÄÍÊàçíîé ïåòëè àêòèíà â åãî êîìïëåêñàõ ñ ãåëüçîëèíîì
(Khaitlina, Hinssen, 1997). Áîëåå ýôôåêòèâíóþ ñòàáèëè-
çàöèþ ïîëèìåðîâ ECP-àêòèíà âûçûâàþò ñóáôðàãìåíò
1 ìèîçèíà (ðèñ. 2, á) (Wawro et al., 2005) è òðîïîìèîçèí
(Khaitlina, Strzelecka-Go³aszewska, 2003). Ýòè ðåçóëüòàòû
ïîêàçàëè, ÷òî àêòèíñâÿçûâàþùèå áåëêè ìîãóò âîññòàíàâ-
ëèâàòü ïîëèìåðèçàöèþ àêòèíà, íàðóøåííóþ ïðîòåîëèòè-
÷åñêîé ìîäèôèêàöèåé.

Çà÷åì áàêòåðèÿì íóæíà ïðîòåàçà ECP32?

ß â ë ÿ å ò ñ ÿ ë è à ê ò è í ï ð è ð î ä í û ì ñ ó á ñ ò ð à ò î ì
ï ð î ò å à ç û E C P 3 2? Äîëãîå âðåìÿ ñ÷èòàëè, ÷òî áàêòåðèè
íå ñîäåðæàò àêòèíà íè â ãëîáóëÿðíîé ôîðìå, íè â âèäå
ôèëàìåíòîâ. Îêàçàëîñü, îäíàêî, ÷òî êðèñòàëëè÷åñêàÿ
ñòðóêòóðà áåëêà MreB, êîòîðûé îáðàçóåò ïîäìåìáðàííûå
ôèëàìåíòû â Bacilus subtilis è íåêîòîðûõ äðóãèõ áàêòåðè-
ÿõ, ñõîäíà ñî ñòðóêòóðîé àêòèíà (Van den Ent et al., 2001).
Õîòÿ ãîìîëîãèÿ àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
MreB ñ àêòèíîì ñîñòàâëÿåò âñåãî 15 %, ìîëåêóëà MreB
ñîäåðæèò âñå ýëåìåíòû âòîðè÷íîé è ïðîñòðàíñòâåííîé
ñòðóêòóðû àêòèíà, çà èñêëþ÷åíèåì íåñêîëüêèõ âñòàâîê,
ñîäåðæàùèõñÿ òîëüêî â àêòèíå. Îäíîé èç ýòèõ âñòàâîê ÿâ-
ëÿåòñÿ àìèíîêèñëîòíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, îáðàçóþùàÿ
ÄÍÊàçíóþ ïåòëþ. Ïðåäïîëàãàþò, ÷òî èç-çà îòñóòñòâèÿ

ÄÍÊàçíîé ïåòëè, ïåòëè 262—274 è Ñ-êîíöåâîãî ñåãìåí-
òà, êîòîðûå îáðàçóþò êîíòàêò ìåæäó äâóìÿ òÿæàìè ñïè-
ðàëüíîãî ïîëèìåðà àêòèíà (Holmes et al., 1990), ìîíîìåðû
MreB îáðàçóþò äâóìåðíûå íèòè, ñîîòâåòñòâóþùèå îäíî-
ìó èç òÿæåé àêòèíà (Egelman, 2001, 2003; Van den Ent et
al., 2001). Îòñóòñòâèå â MreB ÄÍÊàçíîé ïåòëè óêàçûâàåò
íà òî, ÷òî áàêòåðèàëüíûé àêòèíîïîäîáíûé áåëîê MreB
âðÿä ëè ÿâëÿåòñÿ ïðèðîäíûì ñóáñòðàòîì ïðîòåàçû ECP32.
Òî æå ñàìîå îòíîñèòñÿ ê äðóãîìó áàêòåðèàëüíîìó ãîìî-
ëîãó àêòèíà — áåëêó ParM, êîòîðûé ó÷àñòâóåò â ñåãðåãà-
öèè ïëàçìèä. Ýòîò áåëîê òàêæå íå ñîäåðæèò ÄÍÊàçíîé
ïåòëè ñ ñàéòîì, êîòîðûé ECP32 ðàñùåïëÿåò â àêòèíå (Van
den Ent et al., 2002; Egelman, 2003).

Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ïðîòåàçà ECP32 íå ðàñùåïëÿåò
äðóãèå ó÷àñòêè ÄÍÊàçíîé ïåòëè, àìèíîêèñëîòíûå ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè êîòîðûõ ñîîòâåòñòâóþò ïåðâè÷íîé ñïå-
öèôè÷íîñòè ìåòàëëîïðîòåèíàç. Ïî-âèäèìîìó, ñïåöè-
ôè÷íîñòü ïðîòåîëèçà îïðåäåëÿåòñÿ ñòåðè÷åñêèì ñîîòâåò-
ñòâèåì ôåðìåíòà è N-êîíöåâîãî ñåãìåíòà ïåòëè. Ýòî
ñîîòâåòñòâèå óêàçûâàåò íà òî, ÷òî ôóíêöèè ïðîòåàçû
ECP32 ìîãóò ëåæàòü âíå áàêòåðèàëüíîé êëåòêè.

Á à ê ò å ð è è - ï ð î ä ó ö å í ò û E C P 3 2 ñ ï î ñ î á í û ê
è í â à ç è è. Ìèêðîáèîëîãè÷åñêàÿ èäåíòèôèêàöèÿ øòàì-
ìà-ïðîäóöåíòà ïðîòåàçû ECP32 íåîæèäàííî âûÿâèëà
óäèâèòåëüíîå ñõîäñòâî ýòîãî øòàììà ñ ìóòàíòîì Shigella
flexneri, ïîëó÷åííûì â ðåçóëüòàòå îáðàáîòêè ïàòîãåííûõ
áàêòåðèé ôóðàçîëèäîíîì in vitro. Ïðè ýòîì â äîïîëíåíèå
ê ñõîäñòâó ìîðôîëîãè÷åñêèõ è áèîõèìè÷åñêèõ îñîáåííî-
ñòåé ìóòàíò ñèíòåçèðîâàë ìåòàëëîïðîòåèíàçó, êîòîðàÿ
ðàñùåïëÿëà àêòèí òàê æå, êàê ïðîòåàçà ECP32 (Ôåäîðîâà,
Õàéòëèíà, 1990). Èçâåñòíî, ÷òî Sh. flexneri ìîæåò èíâàçè-
ðîâàòü â ýóêàðèîòè÷åñêèå êëåòêè è ÷òî â ýòîì ïðîöåññå
èíòåíñèâíî èñïîëüçóåòñÿ èõ öèòîñêåëåò (Theriot, 1995;
Sansonetti, 2001; Cossart, Sansonetti, 2004). Ïîýòîìó ìû ðå-
øèëè ïðîâåðèòü, ñïîñîáíû ëè ê èíâàçèè áàêòåðèè-ïðîäó-
öåíòû ïðîòåàçû ECP32.

Ïîèñêè îòâåòà íà ýòîò âîïðîñ ïðèâåëè íàñ ê îòêðû-
òèþ èíâàçèâíîé ñïîñîáíîñòè íåïàòîãåííûõ áàêòå-
ðèé-ïðîäóöåíòîâ ïðîòåàçû. Ìåòîäàìè ýëåêòðîííîé è
ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè ìû ïîêàçàëè, ÷òî áàêòåðèè
øòàììà E. coli A2 ñïîñîáíû ïðîíèêàòü â êëåòêè êàðöèíî-
ìû Hep-2 è âûçûâàòü ðåîðãàíèçàöèþ èõ öèòîñêåëåòà (Åô-
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Ðèñ. 3. Èíâàçèÿ áàêòåðèé â ýóêàðèîòè÷åñêèå êëåòêè.

Íåïàòîãåííûå áàêòåðèè, ñèíòåçèðóþùèå ïðîòåàçó ECP32, ñïîñîáíû ïðîíèêàòü â òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè in vitro è âûçûâàòü ðåîðãàíèçàöèþ èõ
öèòîñêåëåòà. à, á — êëåòêè ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ãîðòàíè ÷åëîâåêà Hep-2 ïîñëå èíêóáàöèè ñ áàêòåðèÿìè Serratia grimesii A2 (ðàíåå E. coli A2).
â, ã — êëåòêè Hep-2 ïîñëå èíêóáàöèè ñ áàêòåðèÿìè ìóòàíòíîãî øòàììà Shigella flexneri 5a2c , ïîëó÷åííîãî ïîä äåéñòâèåì ôóðàçîëèäîíà. à, â — ôëóî-
ðåñöåíòíàÿ ìèêðîñêîïèÿ, àêòèíîâûå ñòðóêòóðû îêðàøåíû ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì; á, ã — ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ. Ïî: Efremova et al., 2001; Åôðåìî-

âà è äð., 2004, ñ ìîäèôèêàöèÿìè.



ðåìîâà è äð., 1998; Efremova et al., 2001). Êðîìå òîãî, îêà-
çàëîñü, ÷òî áàêòåðèè ïðîíèêàëè â òðàíñôîðìèðîâàííûå
ýïèòåëèàëüíûå êëåòêè è ôèáðîáëàñòû (A431, HeLa
è 3T3-SV40), íî íå îáíàðóæèâàëèñü â ïåðâè÷íûõ ýìáðèî-
íàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ, ïåðâè÷íûõ êåðàòèíîöèòàõ ÷åëî-
âåêà è â êëåòêàõ ñëàáî òðàíñôîðìèðîâàííîé êëåòî÷íîé
ëèíèè 3T3. Ýòè äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ÷óâñòâèòåëü-
íîñòü êëåòîê ê èíâàçèè çàâèñèò îò ñòåïåíè èõ òðàíñôîð-
ìèðîâàííîñòè (ðèñ. 3, à, á) (Efremova et al., 2001). Òàêèå
æå âûâîäû áûëè ñäåëàíû ðàíåå â ñâÿçè ñ èíâàçèåé áàêòå-
ðèé Listeria monocytogenes (Velge et al., 1995), ìåõàíèçì
èíâàçèè êîòîðûõ îòëè÷àåòñÿ îò ìåõàíèçìà èíâàçèè ýíòå-
ðîáàêòåðèé.

Êîððåëÿöèÿ ìåæäó ñèíòåçîì ïðîòåàçû ECP32 è ñïî-
ñîáíîñòüþ áàêòåðèé, ñèíòåçèðóþùèõ ïðîòåàçó, ïðîíèêàòü
â ýóêàðèîòè÷åñêèå êëåòêè áûëà òàêæå îáíàðóæåíà â áàêòå-
ðèÿõ ìóòàíòíîãî øòàììà Sh. flexneri, ïîëó÷åííîãî ïîä äåé-
ñòâèåì ôóðàçîëèäîíà (ðèñ. 3, â, ã) (Åôðåìîâà è äð., 2004), è
â áàêòåðèÿõ, âûäåëåííûõ èç êëèíè÷åñêèõ èçîëÿòîâ ïàöèåí-
òîâ, äëèòåëüíî ïðèíèìàâøèõ ôóðàçîëèäîí. Ñîâîêóïíîñòü
ýòèõ ðåçóëüòàòîâ ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïðîòåàçà
ECP32 èãðàåò ðîëü â áàêòåðèàëüíîé èíâàçèè. Îäíàêî äëÿ
äîêàçàòåëüñòâà ó÷àñòèÿ ECP32 â èíâàçèè áûëè íåîáõîäè-
ìû ïðÿìûå ýêñïåðèìåíòû. Â ÷àñòíîñòè, íóæíî áûëî ïðî-
âåðèòü, òåðÿåòñÿ ëè ñïîñîáíîñòü ê èíâàçèè ïîñëå íîêàóòà
ñîîòâåòñòâóþùåãî ãåíà è ïîÿâëÿåòñÿ ëè îíà ïðè ââåäåíèè
ãåíà â íåèíâàçèðóþùèå áàêòåðèè. Êëîíèðîâàíèå ãåíà ïðî-
òåàçû ECP32 ïîçâîëèëî áû òàêæå ïîëó÷èòü ðåêîìáèíàíò-
íûé âàðèàíò ïðîòåàçû äëÿ áîëåå äåòàëüíîãî èññëåäîâàíèÿ
ñâîéñòâ ôåðìåíòà. Âûïîëíåíèå ýòèõ ïëàíîâ ñòàëî íà÷àëîì
íîâîãî ýòàïà íàøåé ðàáîòû.

Êàê ïðîòåàçà ECP32 ïðåâðàòèëàñü
â ãðèìåëèçèí

Ê ë î í è ð î â à í è å ã å í à ï ð î ò å à ç û E C P 3 2 è â û-
ÿ â ë å í è å ã ð è ì å ë è ç è í à. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ íóêëåîòèä-
íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà ïðîòåàçû ECP32 áûëè ïðåä-
ïðèíÿòû ïîïûòêè ïîëó÷åíèÿ ôðàãìåíòîâ ãåíà ñ ïîìîùüþ
ÏÖÐ ñ âûðîæäåííûì ïðàéìåðîì ê èçâåñòíîìó N-êîíöå-
âîìó ñåãìåíòó ECP32. Îäíàêî ñèíòåçèðîâàííûå ôðàãìåí-
òû íå îáíàðóæèâàëèñü â ãåíîìå E. coli, õîòÿ îí ïîëíîñòüþ
ñåêâåíèðîâàí. Ýòîò ôàêò è âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ñî-
âðåìåííûõ àâòîìàòèçèðîâàííûõ áèîõèìè÷åñêèõ è ìîëå-
êóëÿðíî-áèîëîãè÷åñêèõ ìåòîäîâ èäåíòèôèêàöèè áàêòå-
ðèé, ïîÿâèâøàÿñÿ íà áàçå ñîâðåìåííîé ðàáîòû â Èíñòèòó-
òå ìèêðîáèîëîãèè è ãèãèåíû Charite â Áåðëèíå, ïðèâåëè
íàñ ê äîïîëíèòåëüíîìó èññëåäîâàíèþ ñèñòåìàòè÷åñêîãî
ïîëîæåíèÿ øòàììà-ïðîäóöåíòà ïðîòåàçû ECP32. Ïðîâå-
äåííûå ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî ïî íàáîðó èç 48 áèî-
õèìè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê àâòîìàòèçèðîâàííîé ñèñòåìû
áèîõèìè÷åñêèõ òåñòîâ Vitek-2 (BioM *erieux) è íóêëåîòèä-
íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà 16S-ðÐÍÊ øòàìì-ïðî-

äóöåíò ïðîòåàçû ECP32 ïðàêòè÷åñêè èäåíòè÷åí ýíòåðî-
áàêòåðèÿì Serratia grimesii (Bozhokina et al., 2008).

Ïîñêîëüêó âèäîâàÿ ïðèíàäëåæíîñòü áàêòåðèé-ïðîäó-
öåíòîâ ïðîòåàçû ECP32 èçìåíèëàñü, íóæíî áûëî âûÿñ-
íèòü, îïèñàíû ëè ìåòàëëîïðîòåèíàçû áàêòåðèé ñåìåéñòâà
Serratia è ñîäåðæèòñÿ ëè ECP32-ïîäîáíàÿ ïðîòåàçà â áàê-
òåðèÿõ ðåôåðåíòíîãî øòàììà S. grimesii. Ïîèñê ëèòåðàòó-
ðû, ïðåäïðèíÿòûé äëÿ îòâåòà íà ïåðâûé âîïðîñ, âûÿâèë
ðàáîòó, îïèñûâàþùóþ ïðîòåàëèçèí èç S. proteamacu-
lans — òåðìîëèçèíîïîäîáíóþ ìåòàëëîïðîòåèíàçó ñåìåé-
ñòâà MEROPS M4 (Demidyuk et al., 2006). N-êîíöåâàÿ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü è íåêîòîðûå ñâîéñòâà àêòèâíîé ôîðìû
ïðîòåàëèçèíà îêàçàëèñü ñõîäíûìè ñ òàêîâûìè ECP32.
Ýòà íàõîäêà îãîð÷èëà íàñ, íî â òî æå âðåìÿ îêàçàëàñü
î÷åíü óäà÷íîé. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà ïðîòåàëèçèíà
(Demidyuk et al., 2006) áûëà èñïîëüçîâàíà äëÿ îáíàðóæå-
íèÿ ãåíà ïðîòåàçû ECP32 â ðåôåðåíòíîì øòàììå S. grime-
sii DSMZ 30063 è â øòàììå-ïðîäóöåíòå ECP32 S. grimesii
A2 (áûâøåì ðàíåå E. coli A2). Îáíàðóæåííûé ãåí áûë
êëîíèðîâàí, ñåêâåíèðîâàí è ýêñïðåññèðîâàí â E. coli K12
(Bozhokina et al., 2008).

Áåëîê, êîäèðóåìûé îáíàðóæåííûì ãåíîì, ãîìîëîãè-
÷åí ïðîòåàëèçèíó ïî àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòè è îñîáåííîñòÿì ïåðâè÷íîé ñòðóêòóðû. Ïîëíîðàçìåð-
íûé ôåðìåíò ñîäåðæèò 50-àìèíîêèñëîòíûé ïðîïåïòèä,
èäåíòè÷íûé ïðîïåïòèäó ïðîòåàëèçèíà, Zn-ñâÿçûâàþùèé
ìîòèâ HELAH, õàðàêòåðíûé äëÿ ìåòàëëîïðîòåàç, è ÷åòû-
ðå Ca-ñâÿçûâàþùèõ ñàéòà (Bozhokina et al., 2008). Îäíàêî
ýòîò áåëîê îòëè÷àåòñÿ îò ïðîòåàëèçèíà âîñåìüþ àìèíî-
êèñëîòíûìè çàìåíàìè, ðàñïîëîæåííûìè íà ïîâåðõíîñòè
ìîëåêóëû. ×àñòü ýòèõ çàìåí îáðàçóåò êëàñòåð â N-êîíöå-
âîì ñåãìåíòå àêòèâíîé ôîðìû ôåðìåíòà (ðèñ. 4). Ýòè ðàç-
ëè÷èÿ óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ìåòàëëîïðîòåèíàçà S. grimesii
íå ÿâëÿåòñÿ ïðîòåàëèçèíîì.

Ëèçàòû áàêòåðèé, â êîòîðûõ ýêñïðåññèðîâàëñÿ ãåí,
ðàñùåïëÿëè àêòèí ñ îáðàçîâàíèåì ôðàãìåíòà ñ ìîë. ìàñ-
ñîé 36 êÄà, N-êîíöåâàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü êîòîðîãî
Val—Met—Val—Gly—Met—Gln ñîîòâåòñòâóåò ñàéòó ðàñ-
ùåïëåíèÿ àêòèíà Gly42—Val43 ïðîòåàçîé ECP32 (Khaitli-
na et al., 1991). Àíàëîãè÷íî ðàñùåïëÿþò àêòèí ëèçàòû
áàêòåðèé ðåôåðåíòíîãî øòàììà S. grimesii DSMZ 30063.
Ïðîòåîëèç àêòèíà èíãèáèðóåòñÿ ÝÄÒÀ è î-ôåíàíòðîëè-
íîì, ÷òî â ñî÷åòàíèè ñî ñõîäñòâîì ïðîòåàçû èç S. grimesii
ñ ïðîòåàëèçèíîì ïîçâîëÿåò îòíåñòè ôåðìåíò ê êëàññó òåð-
ìîëèçèíîïîäîáíûõ ìåòàëëîïðîòåèíàç MEROPS M4. Ïî
àíàëîãèè ñ ïðîòåàëèçèíîì ìåòàëëîïðîòåèíàçà S. grimesii
áûëà íàçâàíà ãðèìåëèçèíîì (Bozhokina et al., 2008).

Ãðèìåëèçèí, îáíàðóæåííûé íàìè â S. grimesii, ñõîäåí
ñ ECP32 ïî ìîëåêóëÿðíîé ìàññå, ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
N-êîíöåâîãî ôðàãìåíòà, ñïîñîáíîñòè îãðàíè÷åííî ðàñ-
ùåïëÿòü àêòèí â ñàéòå Gly42—Val43 è ÷óâñòâèòåëüíîñòè
ðàñùåïëåíèÿ ê äåéñòâèþ õåëàòîðîâ. Ýòè äàííûå óêàçûâà-
þò íà òî, ÷òî ãðèìåëèçèí è ECP32 — ýòî îäèí è òîò æå
ôåðìåíò.
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Ðèñ. 4. Ñõåìà, èëëþñòðèðóþùàÿ ñõîäñòâî è ðàçëè÷èÿ ïåðâè÷íîé ñòðóêòóðû ãðèìåëèçèíà è ïðîòåàëèçèíà.

Ãðèìåëèçèí (Gri) è ïðîòåàëèçèí (Ptl) ñîäåðæàò îäèíàêîâîå êîëè÷åñòâî àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, èäåíòè÷íûé ïðîïåïòèä (îñòàòêè 1—50) è èäåíòè÷-
íûé Zn-ñâÿçûâàþùèé ìîòèâ HELAH. Îäíàêî ãðèìåëèçèí îòëè÷àåòñÿ îò ïðîòåàëèçèíà 8 îñòàòêàìè, 3 èç êîòîðûõ îáðàçóþò êëàñòåð â N-êîíöåâîì ñåã-

ìåíòå ìîëåêóëû. Ïî: Bozhokina et al., 2008.



ßâëÿåòñÿ ëè ECP32 (ãðèìåëèçèí)
ó÷àñòíèêîì ïðîöåññà èíâàçèè?

Äëÿ èçó÷åíèÿ èíâàçèâíûõ ñâîéñòâ áàêòåðèé, ñèíòå-
çèðóþùèõ ïðèðîäíûé è ðåêîìáèíàíòíûé ãðèìåëèçèí,
êëåòêè ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ãîðòàíè Hep-2 èíêó-
áèðîâàëè ñ áàêòåðèÿìè ðåôåðåíòíîãî øòàììà S. grimesii
èëè ðåêîìáèíàíòíîãî øòàììà E. coli K12, ýêñïðåññèðóþ-
ùåãî ãåí ãðèìåëèçèíà, è àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ êîí-
ôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè. Ïðè ýòîì â äâóõ ñåðèÿõ íåçàâè-
ñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ áàêòåðèè îáîèõ øòàììîâ îáíàðó-
æèâàëèñü â öèòîïëàçìå êëåòîê. Áàêòåðèè êîíòðîëüíîãî
øòàììà E. coli K12 ñ ïëàçìèäîé, íå ñîäåðæàùåé ãåíà ãðè-
ìåëèçèíà, â êëåòêè Hep-2 íå ïðîíèêàëè (Áîæîêèíà è äð.,
2007). Èíâàçèÿ áàêòåðèé, êîòîðûå ïðèîáðåëè ñïîñîáíîñòü
ïðîíèêàòü â ýóêàðèîòè÷åñêèå êëåòêè â ðåçóëüòàòå òðàíñ-
ôîðìàöèè ãåíîì ïðîòåàçû ECP32 (ãðèìåëèçèíà), óêàçû-
âàåò íà òî, ÷òî ECP32 (ãðèìåëèçèí) ÿâëÿåòñÿ ó÷àñòíèêîì,
à íå ìàðêåðîì ïðîöåññà èíâàçèè.

Çàêëþ÷åíèå

Êëîíèðîâàíèå ãåíà ãðèìåëèçèíà è ñèíòåç ðåêîìáè-
íàíòíîãî áåëêà ïîñòàâèëè òî÷êó â èñòîðèè, íà÷àâøåéñÿ ñ
ïîÿâëåíèÿ â ïðîáèðêå ñ àêòèíîì íåèçâåñòíîé ïðîòåîëèòè-
÷åñêîé àêòèâíîñòè. Ïðîòåàçà ECP32, ïðåâðàòèâøàÿñÿ â
ãðèìåëèçèí, ñòàëà ïîëíîïðàâíûì ÷ëåíîì ñåìåéñòâà òåð-
ìîëèçèíîïîäîáíûõ ìåòàëëîïðîòåèíàç Ì4 êîìïüþòåðíîé
áàçû äàííûõ MEROPS (Rawlings, Burrett, 1995). Îäíàêî â
ýòîé áàçå äàííûõ ãðèìåëèçèí ðàññìàòðèâàåòñÿ êàê âàðè-
àíò ïðîòåàëèçèíà, è òîëüêî äåòàëüíîå ñðàâíåíèå î÷èùåí-
íîãî ãðèìåëèçèíà ñ ïðîòåàëèçèíîì ìîæåò ïîêàçàòü, ÿâëÿ-
þòñÿ ëè ýòè áåëêè èçîôîðìàìè îäíîãî ôåðìåíòà èëè îä-
íèì è òåì æå áåëêîì. Êðîìå òîãî, âàæíî âûÿñíèòü,
ïðèñóùà ëè ïðîòåàëèçèíó è ñîõðàíÿåòñÿ ëè â ãðèìåëèçè-
íå âûñîêàÿ ñóáñòðàòíàÿ ñïåöèôè÷íîñòü, îïèñàííàÿ ðàíåå
äëÿ ECP32. È íàêîíåö, íåîáõîäèì áîëåå äåòàëüíûé àíà-
ëèç ðåçóëüòàòîâ èíâàçèè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîííîé ìèêðî-
ñêîïèè è êîëè÷åñòâåííûõ ïîäõîäîâ, ÷òîáû ñäåëàòü ïî-íà-
ñòîÿùåìó äîñòîâåðíûì âûâîä îá ó÷àñòèè ECP32 (ãðèìå-
ëèçèíà) â èíâàçèè ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê.

Êàêèì ìîæåò áûòü ìåõàíèçì ó÷àñòèÿ ðàñùåïëÿþùåé
àêòèí ïðîòåàçû â ïðîöåññå èíâàçèè? Èçâåñòíî, ÷òî ïðî-
íèêíîâåíèå áàêòåðèé â ýóêàðèîòè÷åñêèå êëåòêè ñâÿçàíî ñ
ïåðåñòðîéêàìè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà (Lasa et al., 1998;
Sansonetti, 2001; Cossart, Sansonetti, 2004). Ïåðâûì ýòàïîì
ýòîãî ïðîöåññà ÿâëÿåòñÿ äåïîëèìåðèçàöèÿ àêòèíà ïîä
ìåñòîì êîíòàêòà áàêòåðèè ñ êëåòêîé, èíäóöèðóåìàÿ âçàè-
ìîäåéñòâèåì áàêòåðèàëüíîãî ôàêòîðà ñ ðåöåïòîðîì èëè
àêòèíñâÿçûâàþùèì áåëêîì (Bourdet-Sicard et al., 1999).
Çàòåì ïðîèñõîäÿò ïîëèìåðèçàöèÿ àêòèíà â âûðîñòàõ íà
ïîâåðõíîñòè êëåòêè è îáðàçîâàíèå ôàãîñîìû, çàõâàòûâà-
þùåé áàêòåðèþ. Ðàñùåïëåíèå ñâÿçè Gly42—Val43 ñìå-
ùàåò äèíàìèêó ïîëèìåðîâ àêòèíà â ñòîðîíó äåïîëèìå-
ðèçàöèè (Khaitlina, Strzelecka-Go³aszewska, 2002), à ýô-
ôåêòèâíîñòü ïîëèìåðèçàöèè ðàñùåïëåííîãî àêòèíà
çíà÷èòåëüíî óñèëèâàåòñÿ àêòèíñâÿçûâàþùèìè áåëêàìè
(Khaitlina, Strzelecka-Go³aszewska, 2003; Wawro et al.,
2005). Êðîìå òîãî, ìîäåëüíûå ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè,
÷òî ìèêðîèíúåêöèÿ ïðîòåàçû ECP32 â êëåòêè àìåáû Amo-
eba proteus ïðèâîäèò ê îáðàòèìîé îñòàíîâêå äâèãàòåëü-
íîé àêòèâíîñòè àìåá è ëîêàëüíûì ðàçðóøåíèÿì öèòîñêå-
ëåòà, ÷òî óêàçûâàåò íà ñïîñîáíîñòü ECP32 ðàñùåïëÿòü àê-
òèí in vivo (Ìîðîçîâà è äð., 2001). Âñå ýòè äàííûå

ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî àêòèí ÿâëÿåòñÿ áåëêîì-ìè-
øåíüþ, ïðîòåîëèç êîòîðîãî ñïîñîáñòâóåò ïðîíèêíîâåíèþ
áàêòåðèé â êëåòêè.

Â ðàáîòàõ, êîòîðûå ëåãëè â îñíîâó ýòîãî îáçîðà, â
ðàçíûå ïåðèîäû âðåìåíè ïðèíèìàëè ó÷àñòèå ìíîãèå ñî-
òðóäíèêè Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ (À. Ì. Óñìàíîâà,
Â. Â. Ìàòâååâ, Ò. Ä. Ñìèðíîâà, Ò. Í. Åôðåìîâà, Î. À. Ìèð -
ãîðîäñêàÿ, Ã. À. Êàçàíèíà, À. Â. Ìîðîçîâà, À. Þ. Ìàëè-
íèí, Í. À. Ýíäåð, ß. Þ. Êîìèññàð÷èê, Ì. Ñ. Áðóäíàÿ,
Ë. Â. Êåâåð, È. Â. Ìàòâååâ è Å. Ñ. Áîæîêèíà) è äðóãèõ
èíñòèòóòîâ, â òîì ÷èñëå çàðóáåæíûõ: Ç. Ô. Ôåäîðîâà
(Ñàíêò-Ïåòåðáóðã), John Collins (Maryland, USA), Hanna
Strzelecka-Go³aszewska (Warsaw, Poland), Horst Hinssen
(Bielefeld, Germany), Vadim Klenchin and Ivan Rayment
(Madison, USA), Thomas Adam (Berlin, Germany). ß áëà-
ãîäàðíà âñåì êîëëåãàì çà ýíòóçèàçì, ïðîôåññèîíàëüíîå
ñîòðóäíè÷åñòâî è çà òî, ÷òî ÿ ó íèõ ìíîãîìó íàó÷èëàñü.
Ìíå õî÷åòñÿ âåðèòü, ÷òî îïèñàíèå íàøåé ðàáîòû ïîïà-
äåòñÿ íà ãëàçà Âèêòîðó Ìàíòóëåíêî, â ïðîáèðêå êîòîðî-
ãî âïåðâûå ïîÿâèëàñü çàãàäî÷íàÿ ïðîòåîëèòè÷åñêàÿ àê-
òèâíîñòü, êîòîðóþ ìû äîëãî íàçûâàëè «ìàíòóëèíîì».

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
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òû 02-04-48253, 05-04-49604 è 08-04-00408).
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THE STORY ON AN INTRIGUING ACTIN-SPECIFIC PROTEASE THAT TURNED OUT

TO BE GRIMELYSIN, A MEMBER OF A RESPECTABLE FAMILY

OF THERMOLYSIN-LIKE METALLOPROTEINASES

S. Yu. Khaitlina

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg; e-mail: skhspb@yahoo.com

The article describes a story of the discovery and properties of bacterial metalloproteinase ECP32 that clea-
ves actin at the only site between Gly42 and Val43. This site is intensively involved in the monomer-monomer
contacts within actin filament. Cleavage with ECP32 results in a reversible loss of actin polymerizability. There-
fore ECP cleaved actin has been a unique model to study mechanisms of actin polymerization and the filament
dynamics. and the effects of actin-binding proteins on these processes, as well as to reveal allosteric effects in
actin molecule and to determine three-dimensional actin structure that was previously determined only for the
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actin-ligand complexes. Furthermore, the non-pathogenic bacteria synthesizing ECP32 were shown to penetrate
in eukaryotic cells rearranging their cytoskeleton. Biochemical analysis using the Vitek-2 system and sequen-
cing of the 16S rRNA gene reidentified the ECP32-producing strain, previously identified as E. coli, as Serratia
grimesii. Bacteria of a reference strain S. grimesii were found to express the gene of metalloprotease that cleaves
actin similarly to ECP32. The gene was cloned, sequenced and expressed in E. coli. The protein encoded by this
gene was named grimelysin. Grimelysin shared essential characteristics of ECP32: molecular weight, limited
actin proteolysis, inhibition by chelating agents, cleavage site, and the N-terminal amino acids of the active en-
zyme published for ECP32. These data show that grimelysin and ECP32 seem to be the same protein. As it was
demonstrated by confocal microscopy the bacteria capable of synthesizing natural or recombinant grimelysin
acquire invasive phenotype. The data described here allow us to suggest that actin may be a target protein which
proteolysis promotes bacterial invasion.

K e y w o r d s: actin, actin proteolysis, metalloproteinases, protease ECP32, grimelysin, bacterial invasion.
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