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Ó÷àñòèå ïîâåðõíîñòíîãî áåëêà Serratia proteamaculans OmpX â àäãåçèè áàêòåðèé ê êëåòêàì ýóêàðèîò

Ïåðâûì ýòàïîì âçàèìîäåéñòâèÿ áàêòåðèé ñ êëåòêàìè ýóêàðèîò ÿâëÿåòñÿ àäãåçèÿ, êîòîðàÿ ïðîèñõî-
äèò â ðåçóëüòàòå ñëîæíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ áàêòåðèàëüíûõ è êëåòî÷íûõ ôàêòîðîâ. Ñèíòåçèðóåìûé áàê-
òåðèÿìè ïîâåðõíîñòíûé áåëîê ñïîñîáåí ñâÿçûâàòüñÿ ñ ïîâåðõíîñòíûìè ðåöåïòîðàìè êëåòîê ýóêàðèîò,
ó÷àñòâóþùèìè â ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòàõ èëè âî âçàèìîäåéñòâèè êëåòêè ñ âíåêëåòî÷íûì ìàòðèêñîì.
Áåëêè âíåøíåé ìåìáðàíû áàêòåðèé ðåãóëèðóþò èíâàçèþ óñëîâíî-ïàòîãåííûõ áàêòåðèé íàïðÿìóþ èëè
÷åðåç ðåãóëÿöèþ àäãåçèè. Óñëîâíî-ïàòîãåííûå áàêòåðèè Serratia proteamaculans, ñïîñîáíûå ïðîíèêàòü
â êëåòêè ýóêàðèîò (Öàïëèíà è äð., 2009), ñîäåðæàò ïîâåðõíîñòíûé áåëîê OmpX. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû
ïîêàçàëè, ÷òî òðàíñôîðìàöèÿ áàêòåðèé Escherichia coli ïëàçìèäîé, íåñóùåé ãåí OmpX S. proteamacu-
lans, âûçûâàåò óâåëè÷åíèå àäãåçèè áàêòåðèé íà ïîâåðõíîñòü êëåòîê ýóêàðèîò â 3 ðàçà íåçàâèñèìî îò
ïðîèñõîæäåíèÿ êëåòî÷íîé ëèíèè. Âåðîÿòíî, áåëîê OmpX S. proteamaculans âçàèìîäåéñòâóåò ñ ñèíòåçè-
ðóåìûì êëåòêîé-õîçÿèíîì áåëêîì âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà ôèáðîíåêòèíîì. Íåñìîòðÿ íà óâåëè÷åíèå
àäãåçèè, òðàíñôîðìàöèÿ ïëàçìèäîé, íåñóùåé ãåí OmpX, íå ïðèäàåò áàêòåðèÿì E. coli ñïîñîáíîñòü ïðî-
íèêàòü â êëåòêè ýóêàðèîò. Òàêèì îáðàçîì, ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî â áàêòåðèÿõ S. proteamaculans OmpX
ìîæåò áûòü ðåãóëÿòîðîì èíòåíñèâíîñòè àäãåçèè, íî íå îïðåäåëÿòü ñïîñîáíîñòü áàêòåðèé ê èíâàçèè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: áàêòåðèàëüíàÿ èíâàçèÿ, àäãåçèÿ áàêòåðèé, ïîâåðõíîñòíûé áåëîê áàêòåðèé,
OmpX

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÊÎÅ — êîëîíèåîáðàçóþùèå åäèíèöû, ÝÔÐ — ýïèäåðìàëüíûé ôàê-
òîð ðîñòà.

Ïåðâûì ýòàïîì âçàèìîäåéñòâèÿ áàêòåðèé ñ êëåòêàìè
ýóêàðèîò ÿâëÿåòñÿ àäãåçèÿ, êîòîðàÿ ïðîèñõîäèò â ðåçóëü-
òàòå ñëîæíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ áàêòåðèàëüíûõ è êëå-
òî÷íûõ ôàêòîðîâ. Ñèíòåçèðóåìûé áàêòåðèÿìè ïîâåðõ-
íîñòíûé áåëîê ñïîñîáåí ñâÿçûâàòüñÿ ñ ïîâåðõíîñòíûìè
ðåöåïòîðàìè êëåòîê ýóêàðèîò, ó÷àñòâóþùèìè â ìåæ-
êëåòî÷íûõ êîíòàêòàõ èëè âî âçàèìîäåéñòâèè êëåòêè ñ
âíåêëåòî÷íûì ìàòðèêñîì. Ñâÿçûâàíèå áàêòåðèàëüíûõ
áåëêîâ ñ ïîâåðõíîñòíûìè ðåöåïòîðàìè êëåòîê ýóêàðèîò
ìîæåò çàïóñêàòü ñèãíàëüíûå êàñêàäû ÷åðåç êîíôîðìàöè-
îííûå èçìåíåíèÿ ðåöåïòîðîâ è (èëè) èõ êëàñòåðèçàöèþ.
Ó ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé áåëêè, âçàèìîäåéñòâóþ-
ùèå ñ êëåòêàìè ýóêàðèîò, çàÿêîðåíû âî âíåøíåé ìåìáðà-
íå. Ìíîãèå èç íèõ ÿâëÿþòñÿ íå òîëüêî ïîñðåäíèêàìè àä-
ãåçèè, íî è âûçûâàþò èíòåðíàëèçàöèþ áàêòåðèé (èíâà-
çèþ).

Áåëêè âíåøíåé ìåìáðàíû OMPs (outer membrane pro-
teins) ñîñòîÿò èç àíòèïàðàëëåëüíûõ b-ñëîåâ, ñîåäèíåííûõ
êîðîòêèìè ïåðèïëàçìè÷åñêèìè âèòêàìè è äëèííûìè ïî-
äâèæíûìè ïåòëÿìè íà ïîâåðõíîñòè áàêòåðèè. Ïîâåðõíî-
ñòíûå áåëêè ñåìåéñòâà OmpX, îòëè÷àþùèåñÿ íåáîëüøè-
ìè ðàçìåðàìè (îò 15 äî 18 êÄà), ìîãóò îáðàçîâûâàòü êà-
íàëû, îòâå÷àòü çà óñòîé÷èâîñòü ê àíòèáèîòèêàì è
ïåðåäà÷ó ñèãíàëà, à òàêæå âèðóëåíòíîñòü, óñòîé÷èâîñòü ê

êèëëåðàì, àäãåçèþ è èíâàçèþ (Meng et al., 2016). Èíàêòè-
âàöèÿ áåëêîâ ñåìåéñòâà OmpX ìîæåò ïðèâîäèòü ê óìåíü-
øåíèþ èíâàçèè óñëîâíî-ïàòîãåííûõ áàêòåðèé, íàïðèìåð
â ðåçóëüòàòå óìåíüøåíèÿ àäãåçèè ïàòîãåííûõ Escherichia
coli (ExPEC) (Meng et al., 2016) è Yersinia pestis (Kolod-
ziejek et al., 2007; Tsang et al., 2010), èëè íàïðÿìóþ, áåç
âëèÿíèÿ íà àäãåçèþ, êàê ýòî ïîêàçàíî äëÿ Salmonella ente-
rica (Rosselin et al., 2010) è Cronobacter sakazakii (Kim
et al., 2010).

Ãåí ïîâåðõíîñòíîãî áåëêà OmpX îáíàðóæåí ó óñëîâ-
íî-ïàòîãåííûõ áàêòåðèé Serratia proteamaculans, ñïîñîá-
íûõ ïðîíèêàòü â êëåòêè ýóêàðèîò (Öàïëèíà è äð., 2009).
Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî OmpÕ ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü àäãå-
çèè è â äàëüíåéøåì — èíâàçèè áàêòåðèé-ïðîäóöåíòîâ.
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå äëÿ îöåíêè ó÷àñòèÿ OmpÕ â àäãåçèè
è èíâàçèè E. coli èñïîëüçîâàëè òðàíñôîðìàöèþ ïëàçìè-
äîé, íåñóùåé ãåí OmpX S. proteamaculans.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Á à ê ò å ð è è S. proteamaculans êóëüòèâèðîâàëè â ñðå-
äå LB (Sigma, ÑØÀ) ïðè 30 °Ñ ñ àýðàöèåé. Ãåí OmpX
S. proteamaculans 94 c 6-His íà Ñ-êîíöå áûë âñòàâëåí â
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âåêòîð pET-21a ïî ñàéòàì ðåñòðèêöèè NdeI/XhoI (OmpX-
His6), è ïîëó÷åííîé ïëàçìèäîé òðàíñôîðìèðîâàëè øòàìì
E. coli BL-21 (DE3) (Novagen, ÑØÀ). Ïîñëå òðàíñôîðìà-
öèè áàêòåðèè ðîñëè ñ àýðàöèåé â LB ïðè 30 °Ñ, íî íå ðîñ-
ëè ïðè 37 °Ñ, ÷òî õàðàêòåðíî äëÿ S. proteamaculans. Äëÿ
ïîëó÷åíèÿ ýêñòðàêòîâ áàêòåðèè îñàæäàëè 10 ìèí ïðè
12 000 îá/ìèí, ðàñòâîðÿëè â áóôåðå ýêñòðàêöèè (0.2 ìÌ
ÀÒÔ, 0.1 ìÌ CaCl2, 5 ìÌ Tris/HCl, pH 7.5, 0.02 % NaN3

(Sigma, ÑØÀ)), ðàçðóøàëè 7 öèêëàìè çàìîðàæèâà-
íèÿ—îòòàèâàíèÿ è îñâåòëÿëè. Äëÿ âûäåëåíèÿ èç îñàäêà
áåëêîâ, çàÿêîðåííûõ â ìåìáðàíå, ìåìáðàííóþ ôðàêöèþ
îáðàáàòûâàëè 2%-íûì ëàóðèëñàðêîçèíàòîì íàòðèÿ â òå-
÷åíèå 20 ìèí äëÿ óäàëåíèÿ ëèïèäîâ è äâàæäû îòìûâàëè
1%-íûì ëàóðèëñàðêîçèíàòîì íàòðèÿ. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ
÷óâñòâèòåëüíîñòè OmpX ê ïðîòåàëèçèíó êëåòî÷íûé ýêñò-
ðàêò èíêóáèðîâàëè ñ î÷èùåííîé ïðîòåàçîé 24 ÷ ïðè 4 °Ñ.
Áåëêîâûå ôðàêöèè àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôî-
ðåçà â 12.5%-íîì ÏÀÀÃ.

Ê ë å ò î ÷ í û å ë è í è è êàðöèíîìû ïå÷åíè ÷åëîâåêà
Íåð G2 è äåðìàëüíûå ôèáðîáëàñòû ÷åëîâåêà DF-2 (Ðîñ-
ñèéñêàÿ êîëëåêöèÿ êëåòî÷íûõ êóëüòóð, Èíñòèòóò öèòîëî-
ãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) êóëüòèâèðîâàëè íà ñðåäàõ
DMEM è DMEM/F12 (Áèîëîò, Ðîññèÿ) ñîîòâåòñòâåííî,
ñîäåðæàâøåé 10 % áû÷üåé ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè
(Sigma, ÑØÀ), ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2 íà 6-ëó-
íî÷íîì ïëàíøåòå äî îáðàçîâàíèÿ 70—80%-íîãî ìîíî-
ñëîÿ. Áàêòåðèè E. coli (OmpXHis6) âûðàùèâàëè 3 ñóò
äî íàêîïëåíèÿ â ýêñòðàêòàõ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè äåòåê-
òèðóåìîãî êîëè÷åñòâà OmpX, îñàæäàëè 10 ìèí ïðè
12 000 îá/ìèí, ïåðåâîäèëè â áåññûâîðîòî÷íóþ ñðåäó
DMEM è îñàæäàëè íà ïîâåðõíîñòü êëåòî÷íûõ ëèíèé ïðè
2500 îá/ìèí â òå÷åíèå 5 ìèí èëè äîáàâëÿëè ê êëåòêàì áåç
îñàæäåíèÿ ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2 íà 50 ìèí äëÿ
îïðåäåëåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè àäãåçèè èëè íà 2 ÷ äëÿ îïðå-
äåëåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè èíâàçèè. Íåïðèêðåïèâøèåñÿ áàê-
òåðèè îòìûâàëè ÔÑÁ, êëåòêè ñíèìàëè ðàñòâîðîì òðèïñè-
íà/âåðñåíà (Áèîëîò, Ðîññèÿ).

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ èíòåíñèâíîñòè èíâàçèè êëåòêè èí-
êóáèðîâàëè â ñðåäå DMEM ñ 40 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà äëÿ
èíàêòèâàöèè âíåêëåòî÷íûõ áàêòåðèé. Èíôèöèðîâàííûå
êëåòêè ðàçðóøàëè 1.5%-íûì äåçîêñèõîëàòîì Na (Sigma,
ÑØÀ). Ñóñïåíçèþ ðàçâîäèëè LB ïðè 4 °Ñ â íåîáõîäèìîå
÷èñëî ðàç è âûñåâàëè íà 1.5%-íûé LB-àãàð (Sigma,
ÑØÀ). Îá ýôôåêòèâíîñòè àäãåçèè è èíâàçèè ñóäèëè ïî
êîëè÷åñòâó êîëîíèåîáðàçóþùèõ åäèíèö (ÊÎÅ).

Àíàëèç ýêñïðåññèè ðåöåïòîðîâ êëåòîê ýóêàðèîò ïðî-
âîäèëè ìåòîäîì ïîëóêîëè÷åñòâåííîé ÎÒ-ÏÖÐ. Äëÿ óâå-
ëè÷åíèÿ êëåòî÷íîãî îòâåòà óâåëè÷èâàëè êîëè÷åñòâî áàê-
òåðèé íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê ýóêàðèîò ïóòåì îñàæäåíèÿ
öåíòðèôóãèðîâàíèåì. Ïîñëå 50 ìèí èíêóáàöèè êëåòêè
ñíèìàëè ðàñòâîðîì òðèïñèíà/âåðñåíà, îñàæäàëè è âûäå-
ëÿëè òîòàëüíóþ ÐÍÊ ñ èñïîëüçîâàíèåì TRIzol Reagent
(Invitrogen, ÑØÀ) ñîãëàñíî ïðîòîêîëó ôèðìû-ïðîèçâî-
äèòåëÿ.

Äëÿ ñèíòåçà êÄÍÊ ïðîâîäèëè îáðàòíóþ òðàíñêðèï-
öèþ ñ ïîìîùüþ RevertAid Standart cDNA Synthesis Kit
(Thermo Fisher Scientific, ÑØÀ) ñîãëàñíî ïðîòîêîëó ôèð-
ìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåí-ñïåöèôèöå-
ñêèõ ïðàéìåðîâ ïîëó÷àëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû
Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/). Èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ïðàéìåðû: äëÿ b-àêòèíà
ïðÿìîé 5R-AATCTGGCACCACACCTTCTACA-3R è îáðàò-
íûé 5R-GACGTAGCACAGCTTCTCCTTA-3R; äëÿ ðåöåï-
òîðà ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà ôèáðîáëàñòîâ (ÝÔÐ)
ïðÿìîé 5R-GTGCAGCTTCAGGACCACAA-3R è îáðàòíûé

5R-AAATGCATGTGTCGAATATCTTGAG-3R; äëÿ ôèáðî-
íåêòèíà ïðÿìîé 5R-CCCATCACAGGGTACAGAATAG-3R
è îáðàòíûé 5R-CGGTGTTGTAAGGTGGAATAGA-3R.

Ê ðåàêöèîííîé ñìåñè (Ñèíòîë, Ðîññèÿ) äîáàâëÿëè
1/50 îáúåìà êÄÍÊ, 2.5 ìÌ MgCl2 è 20 ïM îáîèõ ïðàéìå-
ðîâ. Óñëîâèÿ ÎÒ-ÏÖÐ: ïåðâè÷íàÿ äåíàòóðàöèÿ ïðè 95 °C
3 ìèí, 40 öèêëîâ àìïëèôèêàöèè (95 °C 30 ñ, îòæèã ïðè
61 °C äëÿ b-àêòèíà èëè 58 °C äëÿ ôèáðîíåêòèíà è ðåöåï-
òîðà ÝÔÐ â òå÷åíèå 30 ñ, 72 °C 1 ìèí) è ôèíàëüíàÿ ýëîí-
ãàöèÿ 15 ìèí ïðè 72 °C. Êîëè÷åñòâî êÄÍÊ â îáðàçöàõ âû-
ðàâíèâàëè ïî êîëè÷åñòâó ÏÖÐ-ïðîäóêòà ñ ïðàéìåðàìè ê
ãåíó b-àêòèíà.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Òðàíñôîðìàöèÿ áàêòåðèé E. coli BL-21 (DE3) ïëàçìè-
äîé OmpXHis6 ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî E. coli ïåðåñòàþò
ðàñòè ïðè 37 °Ñ è òåìïåðàòóðà èõ ðîñòà ñíèæàåòñÿ äî
30 °Ñ, ÷òî õàðàêòåðíî äëÿ S. proteamaculans. Êðîìå òîãî,
áàêòåðèè ïðèîáðåëè ñïîñîáíîñòü ê ñàìîàãðåãàöèè, çà êî-
òîðóþ áåëîê OmpX îòâå÷àåò ó Yersinia pestis (Kolodziejek
et al., 2007).

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ èíòåíñèâíîñòè íàêîïëåíèÿ áåëêà
OmpX íà ðàçíûõ ñðîêàõ ðîñòà êóëüòóðû ïîëó÷àëè ýêñò-
ðàêòû áàêòåðèé è áåëêè èç ìåìáðàííîé ôðàêöèè, êîòîðûå
àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà. Çîíà îêîëî
18 êÄà, ñîîòâåòñòâóþùàÿ ìîëåêóëÿðíîé ìàññå OmpX, â
ýêñòðàêòå áàêòåðèé E. coli (OmpXHis6) ñòàíîâèòñÿ çàìåò-
íîé íà ïîçäíåé ñòàöèîíàðíîé ñòàäèè ïîñëå 67 ÷ ðîñòà
è îòñóòñòâóåò â ýêñòðàêòå êîíòðîëüíûõ E. coli BL-21
(ðèñ. 1, à). Ïðè ýòîì çíà÷èòåëüíîãî íàêîïëåíèÿ OmpX âî
ôðàêöèè áåëêîâ, âûäåëåííûõ èç ìåìáðàíû, íå ïðîèñõî-
äèò (íå ïîêàçàíî). Ãåííî-èíæåíåðíûé áåëîê OmpX èç
áàêòåðèàëüíîãî ýêñòðàêòà ïîëíîñòüþ ðàñùåïëÿëñÿ ïðîòå-
àëèçèíîì (ðèñ. 1, à).

Äëÿ áåëêîâ ñåìåéñòâà OmpX ïîêàçàíà ñïîñîáíîñòü
ñâÿçûâàòüñÿ ñ ðåöåïòîðîì ÝÔÐ è ôèáðîíåêòèíîì (Tsang
et al., 2010; Wiedemann et al., 2016), òåì ñàìûì âûçûâàÿ
ïðèêðåïëåíèå áàêòåðèé ê êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè è çà-
õâàò êëåòêîé-õîçÿèíîì. Èíòåíñèâíîñòü àäãåçèè íà ïîâåðõ-
íîñòè êëåòîê ýóêàðèîò ìîæåò çàâèñåòü îò íàáîðà ïîâåðõ-
íîñòíûõ ðåöåïòîðîâ è áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà,
ñèíòåçèðóåìûõ êëåòêîé-õîçÿèíîì. Ôèáðîíåêòèí ñèíòå-
çèðóþò ôèáðîáëàñòû, îñíîâíàÿ ôóíêöèÿ êîòîðûõ çàêëþ-
÷àåòñÿ â ïîääåðæàíèè ñòðóêòóðíîé öåëîñòíîñòè ñîåäèíè-
òåëüíûõ òêàíåé ïóòåì íåïðåðûâíîé ñåêðåöèè ïðåäøåñò-
âåííèêîâ âñåõ êîìïîíåíòîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà.
Ïîýòîìó äëÿ ðàáîòû áûëè âûáðàíû äâå êëåòî÷íûå ëèíèè
ðàçëè÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ — äåðìàëüíûå ôèáðîáëàñòû
÷åëîâåêà DF-2, ñèíòåçèðóþùèå ôèáðîíåêòèí, è ýïèòåëèî-
ïîäîáíûå êëåòêè êàðöèíîìû ïå÷åíè ÷åëîâåêà Íåð G2,
ñèíòåçèðóþùèå ðåöåïòîð ÝÔÐ.

Íà ïåðâîì ýòàïå ìû îöåíèëè âîçìîæíîñòü ïðèìåíå-
íèÿ ìåòîäèêè, âêëþ÷àþùåé â ñåáÿ îñàæäåíèå áàêòåðèé
íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê ñ ïîìîùüþ öåíòðèôóãèðîâàíèÿ,
êîòîðàÿ øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ äëÿ óâåëè÷åíèÿ èíâàçèâ-
íîé àêòèâíîñòè. Îäíàêî ìåòîäèêà ìîæåò íèâåëèðîâàòü
âëèÿíèå íà àäãåçèþ/èíâàçèþ ïåðâîé ñòàäèè áåëîê-áåëêî-
âîãî âçàèìîäåéñòâèÿ áàêòåðèè ñ ïîâåðõíîñòüþ êëåò-
êè-õîçÿèíà. Òðàíñôîðìàöèÿ áàêòåðèé E. coli ïëàçìèäîé
OmpXHis6 óâåëè÷èâàåò àäãåçèþ íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê
DF-2 â 2 ðàçà, åñëè èñïîëüçîâàòü îñàæäåíèå áàêòåðèé
öåíòðèôóãèðîâàíèåì, è â 3 ðàçà, åñëè îñàæäåíèå íå èñïîëü-
çîâàòü. Ïðè ýòîì àáñîëþòíîå çíà÷åíèå èíòåíñèâíîñòè àä-
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ãåçèè E. coli â îïûòàõ ñ îñàæäåíèåì â 5 ðàç âûøå, ÷åì â
îïûòàõ áåç îñàæäåíèÿ (ðèñ. 1, á). Ïîýòîìó äëÿ äàëüíåé-
øèõ ýêñïåðèìåíòîâ ïî îöåíêå èíòåíñèâíîñòè àäãåçèè íå
èñïîëüçîâàëè îñàæäåíèå áàêòåðèé íà ïîâåðõíîñòü êëåòîê
ýóêàðèîò.

Êðîìå îöåíêè èíòåíñèâíîñòè àäãåçèè ê ïîâåðõíîñòè
äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ìû ïðîâåðèëè, ïðèêðåïëÿþò-
ñÿ ëè E. coli ê ïîâåðõíîñòè ýïèòåëèîïîäîáíûõ Hep G2.
Òðàíñôîðìàöèÿ ïëàçìèäîé, íåñóùåé ãåí OmpX, òàêæå
ïðèâîäèò ê 3-êðàòíîìó óâåëè÷åíèþ àäãåçèè, åñëè êëåò-
êà-õîçÿèí ýïèòåëèîïîäîáíàÿ. Òàêèì îáðàçîì, èíòåíñèâ-
íîñòü àäãåçèè íà ïîâåðõíîñòè êëåòêè-õîçÿèíà íå çàâèñèò
îò åå ïðîèñõîæäåíèÿ è îò íàáîðà ñèíòåçèðóåìûõ â íîðìå
ïîâåðõíîñòíûõ áåëêîâ. Ïðè ýòîì, íåñìîòðÿ íà óâåëè÷å-
íèå àäãåçèè, áàêòåðèè E. coli íå ïðèîáðåëè â ðåçóëüòàòå
òðàíñôîðìàöèè ïëàçìèäîé OmpXHis6 ñïîñîáíîñòü ïðî-
íèêàòü íè â êëåòêè DF-2, íè â êëåòêè Hep G2.

×òîáû âûÿâèòü êëåòî÷íûå ðåöåïòîðû, îòâå÷àþùèå çà
ïðèêðåïëåíèå áàêòåðèé-ïðîäóöåíòîâ OmpX, áàêòåðèè
îñàæäàëè íà ïîâåðõíîñòè êëåòî÷íûõ ëèíèé, èíêóáèðîâà-
ëè 50 ìèí è îöåíèâàëè ýêñïðåññèþ âåðîÿòíûõ êëåòî÷íûõ
ó÷àñòíèêîâ áàêòåðèàëüíîé àäãåçèè. Äëÿ êîíòðîëÿ èñïîëü-
çîâàëè áàêòåðèè äèêîãî øòàììà S. proteamaculans è
øòàìì E. coli BL-21.

Ðåöåïòîð ÝÔÐ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé òèðîçèíêèíàçó,
êîòîðàÿ ðåãóëèðóåò ðÿä êëþ÷åâûõ ïðîöåññîâ, à óâåëè÷å-
íèå åãî ýêñïðåññèè ÷àñòî îáíàðóæèâàþò â ðàçëè÷íûõ
îïóõîëÿõ (Zhao et al., 2013). Îäíàêî â êëåòêàõ Hep G2 ðå-
öåïòîð ÝÔÐ íå ýêñïðåññèðóåòñÿ íè â íîðìå, íè ïðè âçàè-
ìîäåéñòâèè ñ áàêòåðèÿìè (íå ïîêàçàíî).

Ôèáðîíåêòèí èíòåíñèâíî ñèíòåçèðóåòñÿ êëåòêàìè
DF-2, è îñàæäåíèå íà ïîâåðõíîñòè êëåòêè-õîçÿèíà áàêòå-
ðèé äàæå äèêîãî øòàììà S. proteamaculans íå âëèÿåò íà
ýêñïðåññèþ åãî ãåíà. Â êëåòêàõ Hep G2 â íîðìå ãåí ôèá-
ðîíåêòèíà ýêñïðåññèðóåòñÿ ñëàáî. Ïðèêðåïëåíèå áàêòå-
ðèé S. proteamaculans è E. coli (OmpXHis6) ê ïîâåðõíîñòè
êëåòêè-õîçÿèíà âûçûâàåò óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè ôèáðî-
íåêòèíà â 2 ðàçà, ïðè ýòîì ñõîæèé ðåçóëüòàò âûçûâàåò
ïðèêðåïëåíèå êîíòðîëüíûõ E. coli BL-21 (ðèñ. 2). Òàêèì

Ó÷àñòèå ïîâåðõíîñòíîãî áåëêà Serratia proteamaculans OmpX â àäãåçèè áàêòåðèé ê êëåòêàì ýóêàðèîò 819

Ðèñ. 1. Âëèÿíèå ãåííî-èíæåíåðíîãî áåëêà OmpX â Escherichia ñoli íà àäãåçèþ øòàììà ê êëåòî÷íûì ëèíèÿì äåðìàëüíûõ ôèáðîá-
ëàñòîâ ÷åëîâåêà DF-2 è êàðöèíîìû ïå÷åíè ÷åëîâåêà Íåð G2.

à — ýëåêòðîôîðåãðàììû ýêñòðàêòîâ êîíòðîëüíîãî øòàììà E. coli BL-21 (äîðîæêà 1) è E. coli OmpXHis6, ñèíòåçèðóþùåãî OmpX (äîðîæêè 2, 3), äî
(äîðîæêà 3) è ïîñëå (äîðîæêà 4) èíêóáàöèè ñ î÷èùåííûì ïðîòåàëèçèíîì (Pln). ÌÌ — ìàðêåðû ìîëåêóëÿðíîé ìàññû. á — èíòåíñèâíîñòü àäãåçèè,
îöåíåííàÿ ïî ÷èñëó êîëîíèåîáðàçóþùèõ åäèíèö (ÊÎÅ), êîíòðîëüíîãî øòàììà E. coli BL-21 è E. coli (OmpXHis6), ñèíòåçèðóþùåãî OmpX. Áàêòåðèè
ïîñëå îñàæäåíèÿ íà ïîâåðõíîñòü êëåòî÷íûõ ëèíèé (DF-2(+)) èëè áåç îñàæäåíèÿ (DF-2(–) è Hep G2) èíêóáèðîâàëè ñ êóëüòóðàìè êëåòîê 50 ìèí. Ïðåä-

ñòàâëåíû ñðåäíèå òðåõ íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ, Ð < 0.05.

Ðèñ. 2. Ýêñïðåññèÿ ãåíà ôèáðîíåêòèíà (ÝÔ) â äåðìàëüíûõ
ôèáðîáëàñòàõ ÷åëîâåêà DF-2 (1 è 2) è êëåòêàõ êàðöèíîìû ïå-
÷åíè ÷åëîâåêà Íåð G2 (3—6) äî (1 è 3) è ïîñëå (2 è 4) îñàæäå-
íèÿ íà èõ ïîâåðõíîñòü áàêòåðèé Serratia proteamaculans, à òàê-
æå Escherichia coli BL-21 (5) è OmpXHis6, ñèíòåçèðóþùåãî

ãåííî-èíæåíåðíûé OmpX (6).



îáðàçîì, äàæå åñëè êëåòêè â íîðìå ñëàáî ýêñïðåññèðóþò
ãåí ôèáðîíåêòèíà, îñàæäåíèå áàêòåðèé íà ïîâåðõíîñòü
êëåòêè-õîçÿèíà âûçûâàåò íàêîïëåíèå ôèáðîíåêòèíà, ñ
êîòîðûì ìîæåò ñâÿçûâàòüñÿ ïîâåðõíîñòíûé áåëîê
OmpX, åñëè áàêòåðèè åãî ñèíòåçèðóþò. Â ðåçóëüòàòå ñâÿ-
çûâàíèÿ ôèáðîíåêòèí îñàæäàåòñÿ íà ïîâåðõíîñòè áàêòå-
ðèé è, âçàèìîäåéñòâóÿ ñî ñâîèì ïðèðîäíûì ëèãàíäîì èí-
òåãðèíîì, ïðèâîäèò ê àäãåçèè áàêòåðèé.

Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû íàøåé ðàáîòû ïîêàçûâà-
þò, ÷òî ñèíòåç ïîâåðõíîñòíîãî áåëêà áàêòåðèé S. protea-
maculans OmpX âûçûâàåò óâåëè÷åíèå àäãåçèè áàêòåðèé
íà ïîâåðõíîñòü êëåòîê ýóêàðèîò â 3 ðàçà íåçàâèñèìî îò
ïðîèñõîæäåíèÿ êëåòî÷íîé ëèíèè. Âåðîÿòíî, áåëîê OmpX
S. proteamaculans âçàèìîäåéñòâóåò ñ ñèíòåçèðóåìûì êëåò-
êîé-õîçÿèíîì áåëêîì âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà ôèáðîíåê-
òèíîì. Ïðè ýòîì â êëåòêàõ ñ âûñîêèì ñèíòåçîì ôèáðî-
íåêòèíà îñàæäåíèå áàêòåðèé íå âëèÿåò íà ýêñïðåññèþ åãî
ãåíà, à â êëåòêàõ, êîòîðûå â íîðìå ñëàáî ñèíòåçèðóþò
ôèáðîíåêòèí, ýêñïðåññèÿ åãî ãåíà óâåëè÷èâàåòñÿ â îòâåò
íà êîíòàêò ñ áàêòåðèÿìè, ÷òî ïðèâîäèò ê íàêîïëåíèþ
ôèáðîíåêòèíà. Íåñìîòðÿ íà óâåëè÷åíèå àäãåçèè, òðàíñ-
ôîðìàöèÿ ïëàçìèäîé, íåñóùåé ãåí OmpX, íå ïðèäàåò áàê-
òåðèÿì E. coli ñïîñîáíîñòü ïðîíèêàòü â êëåòêè ýóêàðèîò.
Òàêèì îáðàçîì, ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî â áàêòåðèÿõ S. pro-
teamaculans OmpX ìîæåò áûòü ðåãóëÿòîðîì èíòåíñèâíî-
ñòè àäãåçèè, íî íå îïðåäåëÿòü ñïîñîáíîñòü áàêòåðèé ê èí-
âàçèè.
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The first stage of the interaction of bacteria with eukaryotic cells is adhesion, which occurs as a result of
the complex interaction of bacterial and cellular factors. Bacterial surface proteins are capable of binding to the
surface receptors of eukaryotic cells involved in intercellular contacts or in cell interactions with the extracellu-
lar matrix. Bacterial outer membrane proteins (OMPs) can regulate invasion of opportunistic bacteria directly
or by regulating the adhesion. Opportunistic pathogen Serratia proteamaculans capable of penetration into
eukaryotic cells (Tsaplina et al., 2009) contain the surface protein OmpX. In this paper we have shown that the
transformation of Escherichia coli by a plasmid carrying the OmpX gene causes a 3-fold increase in the adhesi-
on of bacteria to the surface of eukaryotic cells, which does not depend on the origin of the cell line. Probably,
the S. proteamaculans OmpX interacts with the extracellular matrix protein fibronectin synthesized by the host
cell. Despite the increase in the adhesion, the transformation by the plasmid carrying the OmpX gene does not
confers to E. coli the ability to penetrate into eukaryotic cells. Thus, we assume that OmpX may regulate the ef-
ficiency S. proteamaculans adhesion but does not affect the invasion ability.
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