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ВЛИЯНИЕ МУТАЦИЙ КОМПОНЕНТОВ БЕЛОКСИ1Г1ЕЗИРУК)1ЦЕЙ СИСТЕМЫ 
НА ОБРАЗОВАНИЕ КАПСУЛЯРНЫХ ПОЛИСАХАРИДОВ

У ESCHERICHIA COLI К-12

Г.Г. ОГАНЕСЯН, А.А. БАРСЕГЯН

Ипсппуг микробиологии НАН Армении, 378510, г. Абовяп

Изучено влияние мутаций в генах, детерминирующих биосинтез компонентов 
белоксикгезирующей системы клетки, па сверхсинтез капсулярных полисахаридов (KI 1С) 
у Ion мутантов Escherichia co/i К-12. Показано, что гроВ мутации, затрагивающие 
структуру р-субъединицы РНК-полимсразы, приводят как к увеличению, так и снижению 
синтеза КПС. Рибосомные же мутации rpsL приводили к снижению или полной остановке 
биосинтеза KI IC. Сочетание рибосомных и РНК-полимсразных мугапий в одной клетке 
усугубляет их действие на образование К1 К’.

Ուսումնասիրված է յյջջի սպիտակուց սինթեղոդ ապարատի կոմպոնենտների բիոսինթեզը 
պայմանավորող գենային մուտացիաների ազդեցությունը, որը Escherichia coli К-12-ի Ion 
մուտանտների մոտ առաջ I: բերում կապսուլյսւր (պատիճի) բազմաշաքարների (ԿՈՇ) գեր սինթեզ: 
Ցույց 1 տրված, որ гроВ մուտացիաները, որոնք ազդում են ՌՆԶ-պոլիմերազի ի-ենթամիավորի 
կաոուցվածքի վրա, ավելացնում կամ նվազեցնում են ԿԸՇ սինթեզը; Ռիբոսոմային rpsL 
մուտացիաները առաջ են բերում ԿԶՕ րիոսինթեղի նվաղում կամ լրիվ կանգ; Ուսումնասիրված 
է ՌՆԶ-պոլիմերազի և ոիբոսոմսւյին մուտացիաների համատեղ ազդեցությունը ԿԶՇ առաջացման 
վրա;

The influence of mutations in genes, determining the biosynthesis of components of protein 
synthesising system of cell, for overproduction of capsular polysaccharides (CPS) of Ion mutants of 
Escherichia coli K.-12 is studied. The rpoB՜ mutations effecting on the structure of 0-subunits of 
RNA-polymcrasc bring to increase or decrease the synthesis of CPS. Ribosomal rpsL mutations 
bring to decrease or stop the biosynthesis of CPS. The combined action of ribosomal and RNA- 
polymcrasc mutations on formation of CPS is investigated.

Капсулярные нашеахарплы - мутация - рибосома - РНК- нан/мсрата.

Биосинтез КПС у /:. coli К-12 находится под негативным контролем Ion гена 
[11,12]. Этот ген детерминирует биосинтез АТФ-зависимой щхугеазы, избирательно 
подвергающей протеолизу дефектные и краткоживущие нативные белки клетки, в 
том числе белки, контролирующие инициацию се необразован ия и биосинтез КПС 
колановой кислоты [5,6,9,12]. Мутации в Ion гене приводят к более чем 100-кратному 
увеличению биосинтеза колановой кислоты, тогда как биосинтез составляющих ее
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мономеров увеличивается нс более чем в 20 раз [8,13]. Lon- протеаза разрушает 
RcsA позитивный регуляторный белок, который на уровне транскрипции инициирует 
активность cps генов, детерминирующих биосинтез КПС [7,11,12]. В отсугствие АТФ- 
зависимой протеазной активности cps гены переходят в состояние конститутивного 
синтеза колановой кислоты, в результате чего клетки капсулируются [7]. Помимо 
изменений действия специфических регуляторов, сдвиги в экспрессии cps генов могут 
произойти также па этапах их транскрипции и трансляции. Известно, что мугации в 
РНК-полимеразных и рибосомных генах, обладающих плейотроппым действием, 
приводят к ошибкам биосинтеза белков на стадии их транскрипции и трансляции.

Целью настоящей работы являлось изучение влияния РНК-полимеразных и 
рибосомных мутаций на экспрессию генов, детерминирующих биосинтез КПС.

Материалн методика. бактериальные культуры. В работе были использованы штаммы K.coli 
К-12. JC335 (F',leu, his՜, arg . metB ); А200 lcu‘ Ion дериват штамма JC335 [2]. P НК-пол имсразпые 
rpoB и рибосомные rpsL рекомбинанты штамма А200 (2,41.

/^7ъряоул1гя.-Т|>аислу։гирую1циебактериофаги Pl virn Pike, вирулентныйфагМ59 [2-4,10].
Питательные среды: синтетическая среда М9 с необходимыми добавками ростовых факторов 

по Адамсу [1]; мясо-пептонный бульон (МПБ) и мясо-пептонный агар (МПА) для выращивания 
бактерий и Т-агар (0,6% и 1.2%) ;щя трансдукиии [2-4]. Для ферментации использовали среду М9 с 
10%-пой пнокозой и 0,5% СаСО։.

Трансдукция Pl vir и Pike фагами, константа скорости адсорбции и морфология негативных 
колоний бактериофага М59. биосинтез полисахаридов производились по ранее описанным методикам 
[2-4].

В работе использовали устойчивые к рифампицину, стрептомицину и одновременно к обоим 
антибиотикам штаммы. Мутации rpoB (ri Г - г) и rpsl. (sir - г), имеющие плейотропное проявление, 
методом трансдукиии были перенесены в рсципиентпый капсулированный нггамм .4200. Отбор 
грансдуктаптов производили по устойчивости к антибиотикам и по близлежащим тесносцсплснпым 
маркерам. У отобранных рекомбинантов изучалось сохранении плейотропного характера каждой 
мутации. Были поставлены опыты по ферментации полисахаридов. После трехсуточной ферментации 
определяли титр жизнеспособных клеток, количество синтезированного полисахарида, вязкость 
культуральных растворов и вязкость 0.1% водных растворов очищенных полисахаридов.

Результаты и обсуждение. Результате!, представленные в табл. 1, показывают, 
что н РНК-полимеразные, и рибосомные мутации в разной степени влияют на 
биосинтез КПС. Все проверенные рибосомные мутации приводили к снижению 
выхода полисахаридов, а мугапия rpsL59 вызывала полное прекращение их биосинтеза.

Таблица 1. Сравнительное изучение биосинтеза капсулярных полисахаридов у гроВ и rpsL՜ 
трансдуктантов штамма А200.

Штамм rpoB
rpsL

IUL1C.1V .

Конечный IMip 
бактерий xlO’ 

КЛ'-МЛ

Уровень енптсзя
КПС. %

Вязкость КЖ. 
СПЗ*

•■՛ ՛ ■ :
Вязкость 0.1% 
раздоров KI IC.

CUT

А200 7.1 100 3.6250 0.8526
А-р! rpoIMOI 2.1 74 2r$192 0.8428
А-р2 rpo В402 1.7 6-1 2.4444 0.8428
А-рЗ rpo B403 9.4 177 8.9280 0,8624
А-р9 rpo H409 6.7 95 3.3300 0.8526
А-р23 rpo B423 «.7 51 1.9656 0,8232
А<2 rpsL 2 2.1 43 1,4112 0,8996
А<9 rpsl.9 1.9 39 1.2114 0.8426
А-С10 rpsL 10 3.7 48 1.9304 0,8424
А-с37 rpsl. 37 3.9 W 2,5200 0,8428
А<<9 rpsl. 59 0.9 1______________ 0,6930 0.0121

• Условное обозначение: спз - сантипуаза • единица вязкости.
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Из РНК-полимеразных мутаций гроВ403 вызвало двухкратное увеличение биосинтеза 
КИС, остальные - снижение от 1,1 до 2 раз.

Наблюдалась четкая корреляция между количеством синтезированного 
полисахарида и вязкостью культуральных растворов. Но вязкости 0,1% водных 
растворов мутанты почти нс отличались между собой, что свидетельствует о том, чти 
РНК-полимсразныс и рибосомные мутации нс вызывают структурных изменений К11С.

После трехсуючной ферментации но конечному титру жизнеспособных клеток 
нггаммы сильно отличались друг от друга. Способность единичной клетки к биосинтезу 
полисахаридов определялась с помощью вирулентного бактериофага М59. 
лизирующего только капсулированные клетки. Эффективность его адсорбции зависит 
от толщины полисахаридною слоя вокруг клетки. Резуль таты проверки эффективности 
посева, определения размера негативных колоний и константы скорости адсорбции 
бактериофага М59 на клетках мутантных штаммов приведены в табл. 2.

Таблица 2. Кинетика адсорбции и эффективность посева бактериофага М59 на гроВ и 
грвЬ* штаммах.

Штамм Эффективность посева 
фага М59*

Размер негативных 
катояин. мм

Константа скорости 
адсорбции х 1?10’кл'Ч|

А200 1 10-12 6.6
Л-р1 0.99 7-9 5.4
Л-р2 0.97 7-9 4.9
А-рЗ 1.05 В-15 15.0
А-р9 1.00 8-10 6.4
Л-р23 0.97 6-7 2.5
А-с2 0.98 5-6 23
Л-с9 0.96 5-6 1.9
Л-сН) 0.99 5-6 2.4
Л-с37 0.99 0-11 5.2
А-с59 _______ 0_____ ______ ________________о___________________ I

Примечание: " Соотношение между количеством негативных колоний, образованных на мутантных штаммах, и 
исходной культуры А200.

Бактериофаг М59 с одинаковой эфс|к՝ктивностью образует՛ негативные колонии 
па газонах исследуемых штаммов (кроме штамма А-с59). Ра «меры негативных колоний 
широко варьируют от пггамма к ш тамму о т 3 до 15 мм, что зависит՛ от соотношения 
скорости биосинтеза полисахарида с циклом развития фага. Если биосинтез КИС 
происходит՛ медленно, то бляшки получаются мелкими, а при обильном их синтезе 
вокруг прозрачных негативных колоний образуются полупрозрачные ободки 
вследствие разложения полисахаридов, индуцируемых фагом полисахарид* 
дс полимеразой. В связи с отсутствием капсулы у штамма А-с.59 бактериофаг М59 на 
нем нс адсорбируется. Обнаружена корреляция между синтезом КИС и константой 
скорости адсорбции фага М59. У всех исследованных лггаммов, кроме активного 
пггамма А-рЗ, константы скорости адсорбции существенно ниже но сравнению с 
исходным штаммом А200.

Изучено совместное влияние мутантных аллелей гроВ и гр$Ь генов на биосинтез 
КИС. ИроВ аллели в стрснтомицинусюйчивые нггаммы А-с2 и А-с59были перенесены 
методом трансдукции. Отбирались устойчивые к рифампицину метиониловые 
прототрофы. У отобранных рекомбинантов изучали выход полисахаридов, вязкость 
культуральных растворов и кинетику скорости адсорбции бактериофага М59 (табл.З).
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Таблица 3. Совместное влияние РНК-полнмерэзных и рибосомных мутаций на биосинтез 
полисахаридов и константу адсорбции фага М59.

PHK- Рябосо.млме мутации
ПМЖМС- ____ . . n>sL2 rpsl.59
paiuwe количество вяткостъ копстапта количеств» ВЯЗКОСТЬ константа
мупщии KI IC. % КПС. % КЖ. CUT

влсо(м:>иии ядсорбннв
M59.X I ■10'’ M59x 1/10’

КЛ'МЛ кд/ил

- 100 1,4112 2.3 100 0,6930 0
78 0.9450 1.9 100 0,6804 0

po B402 87 1,1700 2,0 100 0,6300 0
xpoJMO.3 94 1.3332 2.2 200 0,7560 0
ГООВ409 74 0.9198 1.7 100 0.680-1 0
гро B423 71 0,8820 l.s 100 0.6990 0

При совместном действии РНК-полимсразных и рибосомных мутаций биосшпез 
КИС снижается еще больше. Даже гро В403 мутация, способствующая 2-кратному 
повышению выхода КИС, во взаимодействии с гр$Ь՜ мутациями приводит к его 
снижению.

Таким образом показано, что РНК-полимсразные и рибосомные мутации мо։уг 
играть ^щественную роль при биоежггсзе К11С. В ряде случаев их можно использовать 
в качестве селективных факторов для повышения активности штаммов-продуцентов 
полисахаридов.
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