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В настоящей работе был получен штамм Bacillus subtilis с ги-
перпродукцией белка HtrA и охарактеризованы его физиологические 
особенности.

Введение. Htra (high temperature requirement A) – это индуциру-
емые тепловым шоком сериновые протеазы. Они осуществляют каче-
ственный белковый контроль, гидролизуя поврежденные белки [1]. У 
многих патогенных микроорганизмов протеазы HtrA являются факто-
ром патогенности [2]. Так, например, у Streptococcus mutans HtrA не-
обходима для биогенеза внеклеточных белков, развития генетической 
компетентности и образования биопленки для выживания в стрессовых 
условиях [3, 4, 5]. У млекопитающих снижение активности HtrA связано 
с такими тяжелыми заболеваниями, как артрит, рак, болезнь Паркинсо-
на, болезнь Альцгеймера [6, 7, 8, 9, 11].

Цели. Оценить влияние гиперпродукции протеазы HtrA Bacillus 
subtilis в адаптации клеток бацилл к стресовым условиям.

Материал и методика. Оценку жизнеспособности клеток бацилл 
при температурном стрессе проводили с помощью дифференциально-
го флюоресцентного окрашивания мертвых и живых клеток и Drop Plate 
анализа. Для оценки синтеза внеклеточного матрикса, использовали 
краситель Congo Red, окрашивающий аммилоидные белки матрикса 
[12]. Чтобы установить влияние HtrA на уровень экспрессии оперонов, 
участвующих в синтезе внеклеточного матрикса биопленки, были по-
лучены рекомбинантные штаммы с репортерными конструкциями eps-
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LacZ и yqxM-LacZ. Способность повышенного синтеза HtrA также повли-
ять на протеом организма, в том числе и клеток, находящихся в составе 
биопленки, проверили с помощью 1D и 2D электрофореза.

Результаты исследований и их обсуждения. Оценка жизнеспо-
собности клеток бацилл при высоких температурах показала, что при 
температуре свыше 60 0С жизнеспособность клеток штамма бацилл с 
гиперпродукцией белка HtrA повысилась в 6 раз по сравнению с ис-
ходным штаммом. Также в ходе исследования обнаружено различной 
степени роение колоний клетками B.subtilis с повышенным содержа-
нием HtrA. Предполагается, что роение связано с кворум-зависимыми 
процессами, включая образование биопленок и синтез внеклеточного 
матрикса. Ранее методом окрашивания кристаллическим фиолетовым 
мы обнаружили способность штаммов с гиперпродукцией протеазы 
образовывать более плотные биопленки. Окрашивание клеток красите-
лем Congo Red показало, что колонии клеток с гиперпродукцией белка 
характеризовались более интенсивным красным окрашиванием, что 
свидетельствовало о синтезе в матриксе амилоидов, а толщина окра-
шенной колонии была в 1,5 раза больше, чем у контрольного штамма. 
Уровень активности b-галактозидазы в прикрепленных клетках у полу-
ченных рекомбинантных штаммов с репортерными конструкциями eps-
LacZ и yqxM-LacZ показал повышенную экспрессию eps оперона и гена 
yqxM и образование более плотной биопленки клетками гиперпроду-
цента HtrA. 1D и 2D электрофорезы также показали различия в протео-
мах рекомбинантного штамма и штамма дикого типа.

Заключение. Таким образом, повышенное содержание HtrA 
привело к повышению жизнеспособности клеток бацилл в условиях 
температурного стресса. Полученный штамм характеризуется образо-
ванием более плотной биопленки с повышенным содержанием вне-
клеточного матрикса. С помощью репортерных штаммов установлено, 
что при гиперпродукции протеазы наблюдается повышенный уровень 
экспрессии генов eps и yqxM, кодирующих компоненты матрикса био-
пленки, а также приводит к изменению протеомного профиля клеток, 
находящихся в составе биопленки. Вероятно, это связано с влиянием 
фермента на регуляторные процессы. Молекулярные механизмы по-
вышения уровня синтеза матрикса биопленки в результате гиперпро-
дукции протеазы HtrA пока остаются непонятными и требуют дальней-
ших исследований.
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THE HYPERPRODUCTION OF HTRA INCREASES THE 
SURVIVAL OF BACILLUS SUBTILIS CELLS IN STRESS 
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FORMATION
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HtrA proteases carry out the qualitative protein control by hydrolysis 

of denatured proteins. In many pathogenic bacteria they are apathogenicity 
factors. In Streptococcus mutans HtrA participates in quorum-dependent 
processes and a biofilm formation. Here we show that the hyperproduction 
of HtrA in Bacillus subtilis increases cell viability at high temperature. Also 
cells exhibited more intensive swarming and biofilm formation suggesting 
the enzyme’s influence on regulatory processes.


