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Ê. Ï. Ôåäîðîâà è äð.
Âëèÿíèå áåëêîâ AmtB, GlnK è ãëóòàìèíñèíòåòàçû íà àêòèâíîñòü ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè TnrA

Àçîò ÿâëÿåòñÿ ìàêðîýëåìåíòîì äëÿ âñåõ æèâûõ êëåòîê — îò áàêòåðèé äî æèâîòíûõ. Õîòÿ èîíû àì-
ìîíèÿ (NH NH3 4

+) òîêñè÷íû äëÿ æèâîòíûõ, îíè ÿâëÿþòñÿ íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûì èñòî÷íèêîì àçî-
òà äëÿ áîëüøèíñòâà áàêòåðèé è àññèìèëèðóþòñÿ ãëóòàìèíñèíòåòàçîé (ÃÑ) â òàê íàçûâàåìîì öèêëå GO-
GAT. Íåäîñòàòîê àçîòà äëÿ êëåòêè çàïóñêàåò êàñêàä ðåãóëÿòîðíûõ ïðîöåññîâ è àêòèâàöèþ áîëüøîé
ãðóïïû ãåíîâ, ïðèçâàííûõ óòèëèçèðîâàòü àçîò èç äðóãèõ ñîåäèíåíèé. Òàê, ó Bacillus subtilis ãåíû áåë-
êîâ, ó÷àñòâóþùèõ â àçîòíîì ìåòàáîëèçìå, ðåãóëèðóåò ôàêòîð òðàíñêðèïöèè TnrA. Â êëåòêàõ îí ñâÿçàí ñ
áåëêàìè GlnK è AmtB, âçàèìîäåéñòâèå ñ èíãèáèðîâàííîé ôîðìîé ÃÑ ïîäàâëÿåò åãî ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùóþ
àêòèâíîñòü. Ïîêàçàíî, ÷òî äåëåöèÿ áåëêà AmtB, îñóùåñòâëÿþùåãî ÀÒÔ-çàâèñèìûé òðàíñïîðò èîíîâ
àììîíèÿ â êëåòêó èç îêðóæàþùåé ñðåäû, ïðèâîäèò ê äåôèöèòó àçîòà â êëåòêå è êàê ñëåäñòâèå — ïîâû-
øåííîìó óðîâíþ ýêñïðåññèè ãåíîâ TnrA-ðåãóëîíà. Ïðè äåôåêòå áåëêà GlnK ôàêòîð TnrA êîíñòèòóòèâ-
íî ñâÿçàí ñ ÃÑ, è åãî àêòèâíîñòü ñíèæåíà è â óñëîâèÿõ íåäîñòàòêà èñòî÷íèêà àçîòà. Àêòèâíîñòü ôàêòîðà
TnrA â êëåòêàõ, âèäèìî, ïîäâåðæåíà ïîñòîÿííîé ðåïðåññèè ñî ñòîðîíû ÃÑ: â îòñóòñòâèå ÃÑ ïðîèñõîäèò
çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå àêòèâíîñòè TnrA ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì äàæå â óñëîâèÿõ àçîòíîãî ãîëîäà-
íèÿ, êîãäà ÃÑ âûñîêîàêòèâíà. Ýòè ôàêòû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî àêòèâíîñòü ôàêòîðà TnrA ðåãó-
ëèðóåòñÿ êîíêóðåíòíûì ñâÿçûâàíèåì ñ ÃÑ è áåëêîì GlnK.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: Bacillus subtilis, ôàêòîð òðàíñêðèïöèè TnrA, ãëóòàìèíñèíòåòàçà, àçîòíûé ìå-
òàáîëèçì.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÃÑ — ãëóòàìèíñèíòåòàçà, ÑÒÀÂ — öåòèëòðèìåòèëàììîíèé-áðîìèä,
ONPG — îðòî-íèòðîôåíèë-b-ãàëàêòîçèä.

Â ïðèðîäíûõ ýêîñèñòåìàõ àçîò ðåäêî âñòðå÷àåòñÿ â
ôîðìå, ëåãêî äîñòóïíîé äëÿ óñâîåíèÿ æèâûìè îðãàíèç-
ìàìè. Êàê ïðàâèëî, îí ïðåäñòàâëåí â âèäå íèòðàòîâ è
ñëîæíûõ îðãàíè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé, òðåáóþùèõ äîïîë-
íèòåëüíûõ çàòðàò ýíåðãèè äëÿ àññèìèëÿöèè. Íàèáîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíûì èñòî÷íèêîì àçîòà äëÿ ëþáîé êëåòêè
ÿâëÿåòñÿ ãëóòàìèí èëè èîíû àììîíèÿ, êîòîðûå òðàíñïîð-
òèðóþòñÿ â êëåòêó áåëêàìè AmtB (Khademi, Stroud, 2006;
Tremblay, Hallenbeck, 2009). Çàòåì ãëóòàìèíñèíòåòàçà
(ÃÑ) ñèíòåçèðóåò ãëóòàìèí ïóòåì ïðèñîåäèíåíèÿ èîíà
àììîíèÿ ê îñòàòêó ãëóòàìèíîâîé êèñëîòû. Ýòîò ïóòü
óñâîåíèÿ àçîòà óíèâåðñàëåí äëÿ âñåõ æèâûõ êëåòîê — îò
áàêòåðèé äî æèâîòíûõ. Â óñëîâèÿõ íåäîñòàòêà âîññòà-
íîâëåííîãî àçîòà â êëåòêå àêòèâèðóþòñÿ ãåíû, ïðîäóêòû
êîòîðûõ ó÷àñòâóþò â àññèìèëÿöèè òðóäíîóñâàèâàåìûõ
èñòî÷íèêîâ àçîòà. Â êëåòêàõ áàöèëë êëþ÷åâóþ ðîëü â ðå-
ãóëÿöèè àçîòíîãî ìåòàáîëèçìà èãðàþò ôàêòîð òðàíñêðèï-
öèè TnrA è ÃÑ. Èçáûòîê äîñòóïíîãî àçîòà ïðèâîäèò ê íà-
êîïëåíèþ âíóòðèêëåòî÷íîãî ãëóòàìèíà, êîòîðûé ïîäàâ-
ëÿåò àêòèâíîñòü ÃÑ ïî ïðèíöèïó îáðàòíîé ðåïðåññèè.
Ýòà ôîðìà ÃÑ ñâÿçûâàåò TnrA è, âèäèìî, ïîäàâëÿåò åãî
ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùóþ àêòèâíîñòü (Wray et al., 2001). Íåäàâ-
íî áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êîìïëåêñ ñ TnrA ìîæåò ôîðìèðî-

âàòü òàêæå è àêòèâíàÿ ôîðìà ÃÑ, îäíàêî âîïðîñ î òîì, àê-
òèâåí ëè â ýòîì ñëó÷àå áåëîê, îñòàåòñÿ îòêðûòûì (Kayu-
mov et al., 2011). Ïðè íåäîñòàòêå àçîòà ôàêòîð TnrA àêòè-
âèðóåò ãåíû, îòâåòñòâåííûå çà àññèìèëÿöèþ àëüòåðíà-
òèâíûõ èñòî÷íèêîâ àçîòà (Wray et al., 1996).

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ôàêòîð òðàíñêðèïöèè TnrA
ñâÿçàí ñ ìåìáðàííûì êîìïëåêñîì áåëêîâ GlnK—AmtB
(Detsch, Stulke, 2003; Heinrich et al., 2006). Òðàíñìåìáðàí-
íûé áåëîê AmtB îñóùåñòâëÿåò òðàíñïîðò èîíîâ àììîíèÿ
â êëåòêó èç îêðóæàþùåé ñðåäû (Detsch, Stulke, 2003). Ãî-
ìîëîãè áåëêà GlnK âî ìíîãèõ êëåòêàõ ðåãóëèðóþò àêòèâ-
íîñòü AmtB â çàâèñèìîñòè îò äîñòóïíîñòè àçîòà â ñðåäå
(Javelle et al., 2004), îäíàêî ðîëü ýòîãî áåëêà äëÿ êëåòîê
áàöèëë îñòàåòñÿ íåèçâåñòíîé (Detsch, Stulke, 2003). Ïîêà-
çàíî, ÷òî ôàêòîð òðàíñêðèïöèè TnrA ñâÿçàí ñ ìåìáðàí-
íûì êîìïëåêñîì áåëêîâ GlnK—AmtB (Heinrich et al.,
2006). Óäàëåíèå èñòî÷íèêà àçîòà ïðèâîäèò ê äèññîöèà-
öèè ìåìáðàííîãî êîìïëåêñà AmtB—GlnK—TnrA è ïðî-
òåîëèòè÷åñêîìó ðàñùåïëåíèþ TnrA (Kayumov et al.,
2008). Â îòñóòñòâèå áåëêà AmtB ôàêòîð TnrA êîíñòèòó-
òèâíî ñâÿçàí ñ áåëêîì GlnK è íàõîäèòñÿ â öèòîïëàçìå.
Â îòñóòñòâèå ñàìîãî áåëêà GlnK ôàêòîð TnrA ñâÿçàí ñ ÃÑ
íåçàâèñèìî îò äîñòóïíîñòè àçîòà (Kayumov et al., 2011).
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Â íàñòîÿùåå âðåìÿ îòêðûòûì îñòàåòñÿ âîïðîñ î âëèÿíèè
ÃÑ, à òàêæå áåëêîâ AmtB è GlnK íà àêòèâíîñòü ôàêòîðà
TnrA. Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû — óñòàíîâèòü âëèÿíèå
ýòèõ áåëêîâ íà àêòèâíîñòü ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè TnrA in
vivo.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàíû øòàììû, ïðåäîñòàâëåííûå
ïðîô. Äæ. Øòóëüêå èç Óíèâåðñèòåòà Ãåòòèíãåíà (Detsch,
Stulke, 2003) : Bacillus subtilis GP250 (trpC2amyE::nrgA-
lacZ aphA3, Kmr), íåñóùèé ãåí b-ãàëàêòîçèäàçû ïîä êîíò-
ðîëåì ïðîìîòîðà nrg; B. subtilis GP251 (trpC2amy-
E::nrgA-lacZ aphA3, Kmr, DglnA::cat, Cmr), äåôåêòíûé ïî
ãåíó ãëóòàìèíñèíòåòàçû; B. subtilis GP254 (trpC2amy-
E::nrgA-lacZ aphA3, Kmr, DnrgA::cat, Cmr), äåôåêòíûé ïî
ãåíó nrgA; B. subtilis GP253 (trpC2amyE::nrgA-lacZ aphA3,
Kmr, DnrgB::cat, Cmr), äåôåêòíûé ïî ãåíó nrgB.

Êëåòêè B. subtilis âûðàùèâàëè ïðè 37 °Ñ íà ñèíòåòè-
÷åñêîé ñðåäå SMM (Anagnostopolous, Spizizen, 1961), êàê
îïèñàíî ðàíåå (Kayumov et al., 2008). Èñòî÷íèêàìè àçîòà
ñëóæèëè NaNO3 (20 ìÌ) è ãëóòàìèí (0.02 %) â çàâèñèìî-
ñòè îò öåëè ýêñïåðèìåíòà. Õëîðàìôåíèêîë è êàíàìèöèí
äîáàâëÿëè â ñðåäó äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 10 ìêã/ìë.
Ïîñåâíûì ìàòåðèàëîì ñëóæèëà 24-÷àñîâàÿ êóëüòóðà, âû-
ðàùåííàÿ íà ñðåäå ñ äîáàâëåíèåì àíòèáèîòèêà.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ áåëêîâ TnrA, GlnK è ÃÑ ïðîâîäèëè
èììóíîáëîòèíã (Kayumov et al., 2008). Ïðîáû, íîðìàëè-
çîâàííûå ïî áåëêó (20 ìêã îáùåãî áåëêà), ðàçäåëÿëè â
15%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå â äåíàòóðèðóþùèõ óñëî-
âèÿõ (Laemmly, 1970). Ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà áåëêè ïåðåíî-
ñèëè íà íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó è âèçóàëèçèðîâàëè ñ
ïîìîùüþ âòîðè÷íûõ àíòèòåë, êîíúþãèðîâàííûõ ñ ïåðîêñè-
äàçîé (Sigma, ÑØÀ), è ñóáñòðàòà LumiLight (Roche Diagnos-
tics, ÑØÀ). Êîíöåíòðàöèþ èîíîâ àììîíèÿ îïðåäåëÿëè ñ ïî-
ìîùüþ ðåàêòèâà Íåññëåðà (Hart et al., 1994).

Îïðåäåëåíèå àêòèâíîñòè b-ãàëàêòîçèäàçû ïðîâîäèëè
ïî ìîäèôèöèðîâàííîìó ìåòîäó (Miller, 1972). 5 ìë êóëü-
òóðû êëåòîê öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 12 òûñ. îá/ìèí â òå-
÷åíèå 2 ìèí. Ñóïåðíàòàíò âûëèâàëè, êëåòêè ðåñóñïåíäè-
ðîâàëè â 800 ìêë áóôåðà Z (14.5 ã/ë K2HPO4�3H2O, 5.4 ã/ë
KH2PO4, 0.75 ã/ë KCl, 0.250 ã/ë MgSO4�7H2Î), ñîäåðæà-
ùåãî 1 ìã/ìë ëèçîöèìà, è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 20 ìèí
ñ êà÷àíèåì 200 îá/ìèí ïðè 37 °C. Çàòåì âíîñèëè ÑÒÀÂ
(Sigma, ÑØÀ) äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 0.1 % è 80 ìêë
õëîðîôîðìà. Ñìåñü èíòåíñèâíî ïåðåìåøèâàëè è öåíòðè-
ôóãèðîâàëè ïðè 12 òûñ. îá/ìèí â òå÷åíèå 2 ìèí. Çàòåì
äîáàâëÿëè 160 ìêë ñóáñòðàòà (4 ìã/ìë ONPG (Sigma,
ÑØÀ) â áóôåðå Z). Ðåàêöèîííóþ ñìåñü èíêóáèðîâàëè
ïðè 30 °Ñ. Ðåàêöèþ îñòàíàâëèâàëè ïîñëå ïîÿâëåíèÿ æåë-
òîé îêðàñêè âíåñåíèåì 400 ìêë 1 Ì ðàñòâîðà Nà2CO3 è çà-
ìåðÿëè ïîãëîùåíèå ïðè äëèíå âîëíû 405 íì. Àêòèâíîñòü
(À) b-ãàëàêòîçèäàçû âûðàæàëè â óñë. åä.
(íìîëü�ìèí–1�ìã–1) è ðàññ÷èòûâàëè ïî ôîðìóëå
À = ÎÏ410 /Ñá�t�0.0045, ãäå ÎÏ410 — îïòè÷åñêàÿ ïëîò-
íîñòü ðåàêöèîííîé ñìåñè ïîñëå çàâåðøåíèÿ ðåàêöèè ïðè
410 íì, Ñá — êîíöåíòðàöèÿ áåëêà â êëåòî÷íîì ýêñòðàêòå
â ìã/ìë, èçìåðåííàÿ ïî ìåòîäó Áðåäôîðä (Bradford, 1976),
t — âðåìÿ èíêóáàöèè, ìèí, 0.0045 — êîýôôèöèåíò ýê-
ñòèíêöèè 1 íÌ î-íèòðîôåíîëà.

Àêòèâíîñòü ÃÑ îïðåäåëÿëè ïî îïèñàííîìó ìåòîäó
(Patterson, Hespell, 1985). 5 ìë êóëüòóðû êëåòîê öåíòðè-
ôóãèðîâàëè ïðè 12 òûñ. îá/ìèí â òå÷åíèå 2 ìèí. Ñóïåðíà-
òàíò âûëèâàëè, êëåòêè ðåñóñïåíäèðîâàëè â 800 ìêë áóôå-

ðà RM (50 ìÌ èìèäàçîëà, 45 ìÌ ãèäðîêñèëàìèíà, 81 ìÌ
ãëóòàìàòà íàòðèÿ, 27 ìÌ MgCl2(6H2O, ðÍ 7.3), ñîäåðæà-
ùåãî 1 ìã/ìë ëèçîöèìà, è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 20 ìèí
ñ êà÷àíèåì ïðè 200 îá/ìèí ïðè 37 °C. Çàòåì âíîñèëè
ÑÒÀÂ â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 0.1 % è 80 ìêë õëîðî-
ôîðìà. Ñìåñü èíòåíñèâíî ïåðåìåøèâàëè è öåíòðèôóãè-
ðîâàëè ïðè 12 òûñ. îá/ìèí â òå÷åíèå 2 ìèí. Â ñìåñü âíî-
ñèëè ÀÒÔ (Sigma, ÑØÀ) äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè
1.2 ìêÌ. Ñìåñü èíêóáèðîâàëè 30 ìèí ïðè 37 °Ñ, ðåàêöèþ
îñòàíàâëèâàëè âíåñåíèåì 500 ìêë áóôåðà SM (55 ã/ë
FeCl3�6H2O, 20 ã/ë òðèõëîðóêñóñíîé êèñëîòû, 31 ìë 6 Ì
HCl). Ðåàêöèîííóþ ñìåñü èíêóáèðîâàëè 5 ìèí ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå è öåíòðèôóãèðîâàëè 5 ìèí ïðè
6 òûñ. îá/ìèí. Èçìåðÿëè îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ïðè äëè-
íå âîëíû 540 íì. Àêòèâíîñòü ÃÑ âûðàæàëè â óñë. åä.
(íìîëü�ìèí–1�ìã–1) è ðàññ÷èòûâàëè ïî ôîðìóëå
À = ÎÏ540�1.67�1000/Ñá�t, ãäå ÎÏ540 — îïòè÷åñêàÿ ïëîò-
íîñòü ðåàêöèîííîé ñìåñè ïîñëå çàâåðøåíèÿ ðåàêöèè ïðè
540 íì, Ñá — êîíöåíòðàöèÿ áåëêà â êëåòî÷íîì ýêñòðàêòå
â ìã/ìë (Bradford, 1976), t — âðåìÿ èíêóáàöèè, ìèí,
1.67 — êîýôôèöèåíò ýêñòèíêöèè, 1000 — êîýôôèöèåíò
ïåðåñ÷åòà â íìîëü.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ôàêòîð òðàíñêðèïöèè TnrA ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç êëþ-
÷åâûõ ðåãóëÿòîðîâ àçîòíîãî ìåòàáîëèçìà êëåòîê áàöèëë â
óñëîâèÿõ àçîòíîãî ãîëîäàíèÿ è â àêòèâíîì ñîñòîÿíèè
ñâÿçàí ñ êîìïëåêñîì áåëêîâ GlnK—AmtB (Heinrich et al.,
2006). Èññëåäîâàëè b-ãàëàêòîçèäàçíóþ àêòèâíîñòü â
êëåòêàõ B. subtilis GP253 è B. subtilis GP254, äåôåêòíûõ
ïî áåëêàì GlnK è AmtB ñîîòâåòñòâåííî, à òàêæå â êîíò-
ðîëüíîì øòàììå áàöèëë B. subtilis GP250, âûðàùåííûõ
íà ìèíèìàëüíîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé 20 ìÌ íèòðàòà íà-
òðèÿ (ðèñ. 1). Íèòðàò ÿâëÿåòñÿ òðóäíîóñâàèâàåìûì èñòî÷-
íèêîì àçîòà äëÿ êëåòîê, ïîñêîëüêó òðåáóåò áîëüøèõ
ýíåðãåòè÷åñêèõ çàòðàò äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ àçîòà, è â ýòèõ
óñëîâèÿõ íàáëþäàåòñÿ ìàêñèìàëüíîå íàêîïëåíèå áåëêà
TnrA (Kayumov et al., 2008). Âîçìîæíî, ïî ýòîé ïðè÷èíå
êëåòêè íàõîäèëèñü â ýêñïîíåíöèàëüíîé ôàçå ðîñòà
âïëîòü äî 8-ãî ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ, êðèâûå ðîñòà âñåõ
òðåõ øòàììîâ íå ðàçëè÷àëèñü (äàííûå íå ïîêàçàíû). Íà
ïðîòÿæåíèè âñåãî ðîñòà â øòàììå ñ äåëåöèåé ãåíà amtB
àêòèâíîñòü b-ãàëàêòîçèäàçû áûëà â 9 ðàç âûøå ïî ñðàâíå-
íèþ ñ èñõîäíûì øòàììîì (ðèñ. 1, à). Âåðîÿòíî, ýòî ìî-
æåò áûòü ñâÿçàíî êàê ñ ðîëüþ áåëêà AmtB â ïåðåäà÷å
àçîòíîãî ñèãíàëà, òàê è ñ íàðóøåíèÿìè â òðàíñïîðòå
èîíîâ àììîíèÿ (NH4

+) â êëåòêè â ìóòàíòíîì øòàììå.
Èîíû NH4

+, îáðàçóåìûå â êëåòêå, ÷àñòè÷íî äèôôóíäèðó-
þò ÷åðåç êëåòî÷íóþ ìåìáðàíó â îêðóæàþùóþ ñðåäó â
âèäå ñâîáîäíîãî àììèàêà (Kleiner, 1985). Âîçìîæíî, â îò-
ñóòñòâèå áåëêà AmtB, êîòîðûé îñóùåñòâëÿåò òðàíñïîðò
NH

4

+ â êëåòêè, íàáëþäàåòñÿ äåôèöèò àçîòà âíóòðè êëåòîê
ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíûì øòàììîì, ÷òî îáóñëîâëèâàåò
âûñîêóþ àêòèâíîñòü ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè TnrA. ×òîáû
ïðîâåðèòü ýòî ïðåäïîëîæåíèå, ìû èçìåðèëè êîíöåíòðà-
öèþ NH4

+ â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ (ñì. òàáëèöó). Â èñ-
õîäíîì øòàììå áåëîê AmtB âîçâðàùàåò èîíû NH

4

+ ñíîâà
â êëåòêó (Detsch, Stulke, 2003), êîíöåíòðàöèÿ NH

4

+ â åãî
êóëüòóðàëüíîé æèäêîñòè ñîñòàâëÿëà 53 ìêÌ è áûëà â
1.5 ðàçà íèæå, ÷åì â êóëüòóðàëüíîé æèäêîñòè øòàììà ñ
äåôåêòîì áåëêà AmtB. Ñëåäîâàòåëüíî, â ýòîì øòàììå
ïðîèñõîäÿò áîëüøèå ïîòåðè âîññòàíîâëåííîãî àçîòà è îá-
ðàçóåòñÿ åãî äåôèöèò â êëåòêå, ÷òî âåäåò ê ïîâûøåíèþ
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àêòèâíîñòè ôàêòîðà TnrA (ðèñ. 1, à). Äîêàçàòåëüñòâîì äå-
ôèöèòà àçîòà â ýòèõ êëåòêàõ òàêæå ÿâëÿåòñÿ ïîâûøåííàÿ
àêòèâíîñòü ÃÑ (ñì. òàáëèöó).

Ïðè äåôåêòå áåëêà GlnK êîíöåíòðàöèÿ NH4
+ â êóëüòó-

ðàëüíîé æèäêîñòè áûëà òàêæå â 1.8 ðàçà âûøå, ÷åì ó èñ-
õîäíîãî øòàììà (ñì. òàáëèöó). Âåðîÿòíî, ïðè îòñóòñòâèè
áåëêà GlnK íàðóøåíà ðåãóëÿöèÿ áåëêà AmtB, ÷òî ïðèâî-
äèò ê óòå÷êå NH4

+ èç êëåòêè ÷åðåç îòêðûòûé òðàíñïîðò-
íûé êàíàë áåëêà AmtB. Îäíàêî àêòèâíîñòü b-ãàëàêòîçè-

äàçû áûëà â 2 ðàçà íèæå ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì
(ðèñ. 1, à; ñì. òàáëèöó). Âîçìîæíî, ýòî îáúÿñíÿåòñÿ êîí-
ñòèòóòèâíûì îáðàçîâàíèåì êîìïëåêñà TnrA—ÃÑ â ýòîì
øòàììå (Kayumov et al., 2011), ÷òî ïîäàâëÿåò àêòèâíîñòü
ôàêòîðà TnrA íåçàâèñèìî îò äîñòóïíîñòè àçîòà äëÿ êëåòêè.

Äëÿ óñòàíîâëåíèÿ ðîëè ÃÑ â ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè
ôàêòîðà TnrA â óñëîâèÿõ íåäîñòàòêà àçîòà èññëåäîâàëè
àêòèâíîñòü b-ãàëàêòîçèäàçû â øòàììå B. subtilis GP251,
äåôåêòíîì ïî ãåíó glnA, à òàêæå â êîíòðîëå B. subtilis
GP250 ïðè ðîñòå íà ñðåäå SMM (ðèñ. 1, á). Â êà÷åñòâå èñ-
òî÷íèêà àçîòà èñïîëüçîâàëè ãëóòàìèí â êîíå÷íîé êîíöåí-
òðàöèåé 0.02 %, ïîñêîëüêó ìóòàíòíûå êëåòêè ÿâëÿþòñÿ
àóêñîòðîôíûìè ïî ýòîé àìèíîêèñëîòå, à ïðè êîíöåíòðà-
öèè ãëóòàìèíà 0.02 % ñîçäàþòñÿ óñëîâèÿ íåäîñòàòêà àçî-
òà (Wray et al., 2001). Â èñõîäíîì øòàììå àêòèâíîñòü ÃÑ
áûëà âûñîêîé, ÷òî ñâèäåòåëüñòâîâàëî î ðîñòå êëåòîê â
óñëîâèÿõ íåäîñòàòêà àçîòà (ñì. òàáëèöó). Àêòèâíîñòü æå
b-ãàëàêòîçèäàçû áûëà â 7 ðàç íèæå ÷åì â øòàììå, äåôåêò-
íîì ïî ãåíó glnA (ðèñ. 1, á).

Ýòî ïîçâîëÿåò ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî àêòèâíîñòü
ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè TnrA â èñõîäíîì øòàììå ÷àñòè÷íî
ïîäàâëåíà, íåñìîòðÿ íà âûñîêóþ àêòèâíîñòü ÃÑ. Ïî âñåé
âèäèìîñòè, è àêòèâíàÿ ôîðìà ÃÑ ìîæåò ïîäàâëÿòü àêòèâ-
íîñòü TnrA, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè î âçàèìîäåéñòâèè
àêòèâíîé ÃÑ ñ TnrA in vitro (Kayumov et al., 2011): èíãèáè-
òîðû ÃÑ ãëóòàìèí è ÀÌÔ ïîâûøàëè ýôôåêòèâíîñòü åå
âçàèìîäåéñòâèÿ ñ TnrA âñåãî â 2 ðàçà. Âåðîÿòíî, â êëåòêàõ
äèêîãî òèïà ÃÑ ÷àñòè÷íî ñâÿçûâàåò ÒnrÀ äàæå â óñëîâèÿõ
ëèìèòà àçîòà, è àêòèâíîñòü ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè îïðåäå-
ëÿåòñÿ ñîîòíîøåíèåì ñîäåðæàíèÿ êîìïëåêñà GlnK—TnrA,
â êîòîðîì TnrA àêòèâåí, è êîìïëåêñà ÃÑ—TnrA, ãäå àê-
òèâíîñòü TnrA ïîäàâëåíà. Ïîýòîìó â êëåòêàõ ñ äåëåöèåé
ãåíà ÃÑ, ãäå ðåïðåññèÿ TnrA îòñóòñòâóåò, íàáëþäàåòñÿ âû-
ñîêèé óðîâåíü òðàíñêðèïöèè TnrA-çàâèñèìûõ ãåíîâ. Íà-
îáîðîò, â êëåòêàõ, äåôåêòíûõ ïî ãåíó áåëêà GlnK, ãäå ÃÑ
êîíñòèòóòèâíî ñâÿçûâàåò ôàêòîð TnrA, íàáëþäàåòñÿ ñíè-
æåíèå àêòèâíîñòè b-ãàëàêòîçèäàçû.

Äîêàçàòåëüñòâîì ýòîé ãèïîòåçû ñëóæàò ðåçóëüòàòû
Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçà, êîòîðûå ïîêàçàëè, ÷òî ñîäåðæàíèå
ôàêòîðà TnrA â èñõîäíûõ êëåòêàõ è ìóòàíòíûõ ïî áåëêàì
AmtB è GlnK íå ðàçëè÷àåòñÿ (ðèñ. 2). Ñëåäîâàòåëüíî, ðàç-
ëè÷èÿ â àêòèâíîñòè b-ãàëàêòîçèäàçû â ìóòàíòíûõ êëåòêàõ
ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè îáóñëîâëåíû ðåãóëÿöèåé
àêòèâíîñòè ôàêòîðà TnrA, âåðîÿòíî, çà ñ÷åò ñâÿçûâàíèÿ ñ
ÃÑ, à íå èçìåíåíèåì åãî êîëè÷åñòâà. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, â
îòñóòñòâèå ÃÑ êîëè÷åñòâî TnrA ðåçêî óâåëè÷èâàåòñÿ, ÷òî,

900 Ê. Ï. Ôåäîðîâà è äð.

Ðèñ. 1. Ó÷àñòèå áåëêîâ AmtB, GlnK (à) è ãëóòàìèíñèíòåòàçû
(á) â êîíòðîëå àêòèâíîñòè ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè TnrA â óñëî-

âèÿõ ëèìèòà èñòî÷íèêà àçîòà.

Îá àêòèâíîñòè TnrA ñóäèëè ïî àêòèâíîñòè b-ãàëàêòîçèäàçû.

Ñîäåðæàíèå èîíîâ àììîíèÿ â êóëüòóðàëüíîé æèäêîñòè
è àêòèâíîñòü ãëóòàìèíñèíòåòàçû â êëåòêàõ áàöèëë,

äåôåêòíûõ ïî ðåãóëÿòîðíûì áåëêàì

Ïîêàçàòåëü

Øòàìì

B. subtilis
GP250

(èñõîäíûé)

B. subtilis
GP254

(DamtB)

B. subtilis
GP253
(DglnK)

[NH4

+ ] â êóëüòóðàëüíîé
æèäêîñòè, ìêÌ íà
1åä. áèîìàññû

53 � 5 73 � 12 86 � 18

Àêòèâíîñòü ãëóòàìèí-
ñèíòåòàçû,
íìîëü�ìèí–1�ìã–1

30 � 4 38 � 5 18 � 4

Ðèñ. 2. Ñîäåðæàíèå áåëêà TnrA â êëåòêàõ èñõîäíîãî øòàììà
Bacillus subtilis GP250 (êîíòðîëü) è øòàììîâ ñ äåëåöèåé ãåíîâ
áåëêîâ AmtB (DamtB), GlnK (DglnK) è ãëóòàìèíñèíòåòàçû
(DglnA), âûðàùåííûõ â óñëîâèÿõ ëèìèòàöèè ïî èñòî÷íèêó

àçîòà.

Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç.



ïî-âèäèìîìó, è îïðåäåëÿåò ïîâûøåíèå àêòèâíîñòè b-ãà-
ëàêòîçèäàçû â ýòîì øòàììå. Ýòè äàííûå ïîçâîëÿþò ñäå-
ëàòü çàêëþ÷åíèå î òîì, ÷òî è àêòèâíàÿ ôîðìà ÃÑ ñïîñîá-
íà ïîäàâëÿòü àêòèâíîñòü TnrA, à íå òîëüêî èíãèáèðîâàí-
íàÿ ôîðìà, êàê ñîîáùàëîñü ðàíåå (Wray et al., 2001).
Âîçìîæíî, àêòèâíîñòü ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè TnrA â
êëåòêàõ áàöèëë îïðåäåëÿåòñÿ åãî êîíêóðåíòíûì âçàèìî-
äåéñòâèåì ñ áåëêîì GlnK è ÃÑ.

Òàêèì îáðàçîì, â êëåòêàõ áàöèëë àêòèâíîñòü ãåíîâ
àññèìèëÿöèè àëüòåðíàòèâíûõ èñòî÷íèêîâ àçîòà ðåãóëè-
ðóåòñÿ íà äâóõ óðîâíÿõ è îïðåäåëÿåòñÿ â ïåðâóþ î÷åðåäü
êîëè÷åñòâîì èîíîâ àììîíèÿ, ïîñòóïàþùèõ â êëåòêó êàê
ïóòåì ïðîñòîé äèôôóçèè, òàê è çà ñ÷åò àêòèâíîãî òðàíñ-
ïîðòà ñ ïîìîùüþ áåëêà AmtB. Ïîñêîëüêó â ïðèðîäíîé
ñðåäå èõ ñîäåðæàíèå ìèíèìàëüíî, ïîñòóïëåíèå èõ â êëåò-
êó ïîëíîñòüþ îïðåäåëÿåòñÿ ðàáîòîé áåëêà AmtB, àêòèâ-
íîñòü êîòîðîãî, ïî âñåé âèäèìîñòè, ðåãóëèðóåò áåëîê
GlnK â çàâèñèìîñòè îò ýíåðãåòè÷åñêîãî ñòàòóñà êëåòêè
(Heinrich et al., 2006). Íà âòîðîì ýòàïå ÃÑ ñâÿçûâàåò
ïîñòóïèâøèå èîíû àììîíèÿ â ãëóòàìèí, è ïðè áîëüøîì
êîëè÷åñòâå îáðàçîâàííîãî ãëóòàìèíà ïðîèñõîäèò èíãè-
áèðîâàíèå ôåðìåíòà, ñîïðîâîæäàþùååñÿ ñâÿçûâàíèåì
ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè TnrA â íåàêòèâíóþ ôîðìó è, ñëå-
äîâàòåëüíî, ñíèæåíèåì óðîâíÿ ýêñïðåññèè TnrA-çàâèñè-
ìûõ ãåíîâ, â òîì ÷èñëå ãåíîâ áåëêîâ AmtB è GlnK. Ïðè
äåôåêòå ëþáîãî èç ýòèõ áåëêîâ ïðîèñõîäèò íàðóøåíèå
òðàíñïîðòà èëè àññèìèëÿöèè èîíîâ àììîíèÿ è âñåãî
àçîòíîãî ìåòàáîëèçìà êëåòêè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ìè-
íèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàóêè ÐÔ â ðàìêàõ ÔÖÏ «Íà-
ó÷íûå è íàó÷íî-ïåäàãîãè÷åñêèå êàäðû èííîâàöèîííîé
Ðîññèè» (ÃÊ ¹ 16.740.11.0611 îò 31 ìàÿ 2011 ã.).
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THE ROLE OF AmtB, GlnK AND GLUTAMINE SYNTHETASE IN REGULATION
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The nitrogen is a macroelement for all alive cells, from bacteria to animals. Although NH NH3 4

+ are highly
toxic to animal, they are the preferred source of nitrogen for the most microorganisms and are assimilated by
glutamine synthetase in the GOGAT cycle. The nitrogen limitation triggers a number of regulatory processes
and activates many genes, providing the utilizing of alternative nitrogen sources. In Bacillus subtilis the genes
of nitrogen metabolism are regulated by the transcription factor TnrA. In a cells it is bound to AmtB-GlnK pro-
teins, the interaction with Glutamine synthetase (GS) represses its DNA-binding activity. Here we show the
lack of AmtB leads to the nitrogen deficiency in a cell and, consequently, the increased expression of TnrA-de-
pendent genes. In the lack of GlnK the transcription factor TnrA is constitutive bound to GS, the TnrA activity
is repressed even under nitrogen limit conditions. Apparently, the TnrA activity is subjected to permanent re-
pression by GS. In the absence of GS, the TnrA activity is strongly higher in compare to control, even under nit-
rogen limitation, when GS is active. These data allow to suggest that TnrA activity is regulated by the competi-
tive binding to GlnK and GS.

K e y w o r d s: Bacillus subtilis, transcription factor TnrA, glutamine synthetase, nitrogen metabolism.
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