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Энтомопатогенные бактерии рода Photorhabdus секретируют протеазу S (PrtS), которая рассматри-
вается как фактор вирулентности. Нами обнаружено, что в геномах Photorhabdus непосредственно 
за генами  prtS расположены гены, которые кодируют небольшие гипотетические белки, гомоло-
гичные эмфорину, открытому недавно белковому ингибитору металлопротеаз. Ген эмфоринопо-
добного ингибитора из Photorhabdus laumondii  subsp. laumondii  TT01 был клонирован и экспрес-
сирован в клетках Escherichia coli. Рекомбинантный белок, названный фоторином (Phin), очищен 
с  помощью металл-хелатной аффинной и гельпроникающей хроматографии и охарактеризован. 
Установлено, что Phin является мономером и ингибирует активность протеализина и термолизина, 
относящихся, как и PrtS, к семейству пептидаз M4. Константы ингибирования составили 1,0 ± 0,3 
и  10 ± 2 мкМ соответственно. Продемонстрировано также, что Phin способен подавлять протео-
литическую активность культуральной жидкости P.  laumondii (концентрация полумаксимального 
ингибирования 3,9  ±  0,3  нМ). Получены поликлональные антитела к  Phin, и методом иммуно-
блоттинга показано, что Phin продуцируется клетками P.  laumondii. Таким образом, гены  prtS 
у  энтомопатогенных бактерий рода Photorhabdus колокализованы с генами эмфориноподобных 
ингибиторов, которые, вероятно, регулируют активность фермента при инфекции. Строгая регу-
ляция активности протеолитических ферментов является критической для функционирования 
всех живых систем. В  то же время принципы регуляции активности протеаз белковыми ингиби-
торами остаются малоизученными. Бактериальные пары протеаза–ингибитор, такие как пара PrtS 
и Phin, являются многообещающей моделью для in vivo исследований этих принципов. Бактерии 
рода Photorhabdus имеют сложный жизненный цикл с несколькими хозяевами, являясь симбион-
тами нематод и мощными патогенами насекомых. Это даёт уникальную возможность использо-
вать пару  PrtS и  Phin в качестве модели для изучения принципов регуляции активности протеаз 
белковыми ингибиторами в контексте взаимодействия бактерий с разными типами хозяев.
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ДСК  – дифференциальная сканирующая калориметрия; КД  – круговой дихроизм; МХАХ  – металл-хелатная 
аффинная хроматография; ППП  – протеализинподобные протеазы; ЭПИ  – эмфориноподобные ингибиторы; 
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laumondii subsp. laumondii TT01.
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ВВЕДЕНИЕ

Протеолитические ферменты играют прин-
ципиальную роль в функционировании всех 
живых систем. Активность протеаз в живых 
системах находится под строгим контролем, 
что обеспечивает высокую избирательность 
действия этих ферментов и предотвращает 
аберрантный протеолиз. Одним из факторов, 
регулирующих активность протеолитических 
ферментов, являются эндогенные селектив-
ные белковые ингибиторы протеаз  (БИП). 
В некоторых важных случаях о функциях БИП 
имеется достаточно много информации [1–5], 
однако общие принципы регуляции активно-
сти протеаз БИП в живых системах остаются 
малоизученными.

Перспективной моделью для изучения 
in vivo принципов регуляции белковыми инги-
биторами, на наш взгляд, могут стать бакте-
риальные пары протеаза–ингибитор. Основ-
ным достоинством такой модели является 
доступность биологической системы, как в 
плане её меньшей сложности, так и с точки 
зрения удобства экспериментальной работы. 
Кроме того, наличие большого количества 
ортологичных пар протеаза–ингибитор у бак-
терий из разных таксонов позволяет рассма-
тривать регуляцию в эволюционном аспекте. 
Однако о бактериальных БИП по сравнению 
с эукариотическими известно очень мало. Так, 
например, база данных пептидаз и их белко-
вых ингибиторов MEROPS (www.ebi.ac.uk/
merops/) [6] включает в настоящее время лишь 
около 18 000 последовательностей бактериаль-
ных и более 155 000 последовательностей эука-
риотических  БИП (данные на  22.03.2023). 
Для большинства бактериальных БИП при-
родные мишени и биологические функции не 
установлены. В то же время в некоторых случа-
ях вывод о функциональной связи между бак-
териальными протеазами и их ингибиторами 
может быть сделан из локализации их генов 
в одном опероне [7].

Недавно мы обнаружили новое семей-
ство белковых ингибиторов металлопротеаз, 
семейство I104 в базе данных MEROPS (www.
ebi.ac.uk/merops/cgi-bin/famsum?family=I104), 
и охарактеризовали прототип семейства эмфо-
рин (M4in) из Serratia proteamaculans. Гены эм-
фориноподобных ингибиторов (ЭПИ) у бакте-
рий и архей колокализуются с генами гомологов 
протеализина  (Pln) из  S.  proteamaculans  [8, 9], 
протеализинподобных протеаз  (ППП), кото-
рые относятся к семейству пептидаз М4 (www.
ebi.ac.uk/merops/cgi-bin/famsum?family=M4). 
У S. proteamaculans гены ЭПИ и ППП форми-

руют бицистронный оперон, однако у многих 
других видов бактерий – это, по-видимому, два 
независимых, но расположенных друг за дру-
гом гена. Для  M4in продемонстрировано, что 
он является сильным ингибитором Pln. Таким 
образом, природными мишенями  ЭПИ, оче-
видно, являются ППП, и эти белки, вероятно, 
связаны общей биологической функцией [7].

Биологическая роль ЭПИ и ППП не впол-
не понятна. Однако есть данные, указывающие 
на участие ППП в проникновении бактерий в 
клетки человека  [10–14], подавлении иммун-
ной защиты насекомых  [15, 16] и  рыб  [17], 
а также в разрушении белков клеточной стен-
ки растений  [18, 19]. Кроме того, предполага-
ется, что  ЭПИ и  ППП являются элементами 
неустановленной системы межбактериальной 
конкуренции  [7, 20]. Таким образом, ППП, 
вероятно, являются мультифункциональными 
белками, вовлечёнными во взаимодействие 
бактерий с высшими организмами и, в част-
ности, в патогенез, а также во взаимодействие 
бактерий между собой, в то время как ЭПИ ре-
гулируют активность ППП во всех упомянутых 
контекстах. Исходя из этого, пара ЭПИ–ППП 
могла бы стать моделью для исследований 
принципов регуляции активности протеаз бел-
ковыми ингибиторами. При этом успешность 
таких исследований, очевидно, будет в значи-
тельной степени зависеть от выбора модель-
ного организма.

В качестве модельного организма много-
обещающе выглядят энтомопатогенные бак-
терии рода Photorhabdus, наиболее изученным 
представителем которого является Photorhabdus 
laumondii  subsp. laumondii  TT01  (TT01) (преж-
нее название Photorhabdus luminescens  subsp. 
laumondii  TT01). Эти бактерии имеют слож-
ный жизненный цикл, в котором они высту-
пают то в качестве симбионтов нематод се-
мейства Heterorhabditidiae, то как мощные 
инсектопатогены, что даёт уникальную воз-
можность для исследования различных типов 
взаимодействий бактерий с хозяином  [21]. 
В  контексте нашего обсуждения следует от-
метить, что Photorhabdus инвазируют клетки 
ректальной железы нематод  [22] и манипули-
руют иммунной системой инфицированных 
насекомых  [21]. Кроме того, бактерии рода 
Photorhabdus проявляют противобактериаль-
ную и противогрибковую активность  [23, 24]. 
ППП  нескольких штаммов Photorhabdus (про-
теазы S, PrtS) в разной степени охарактеризо-
ваны [15, 16, 25, 26].

Опубликованные данные позволяют заклю-
чить, что PrtS, по-видимому, не является основ-
ным инсектотоксином бактерий, но при этом, 
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вероятно, участвует во взаимодействии бакте-
рий с иммунной системой насекомых, действуя 
на антибактериальные пептиды и индуцируя 
процесс меланизации [15, 16]. Однако эти дан-
ные фрагментарны, и биологические функ-
ции PrtS, как и других  ППП, требуют даль-
нейшего изучения. Многие предполагаемые 
функции  ППП, по-видимому, реализуются у 
Photorhabdus, и данная модель представляется 
перспективной для изучения этих ферментов. 
В частности, она может быть использована для 
изучения регуляции активности ППП с помо-
щью  ЭПИ. Однако никаких данных об ЭПИ 
у бактерий рода Photorhabdus в настоящее вре-
мя нет.

В геномах Photorhabdus непосредственно за 
генами  prtS расположены гены, кодирующие 
гипотетические белки, гомологичные  M4in. 
В  этой работе один из таких генов (из  TT01) 
был впервые клонирован и экспрессирован в 
клетках Escherichia coli. Рекомбинантный бе-
лок, названный фоторином  (Phin), был очи-
щен и охарактеризован. Было показано, что 
Phin ингибирует  ППП и продуцируется клет-
ками  TT01. Полученные данные указывают 
на то, что пара ППП–ЭПИ функциональна у 
бактерий рода Photorhabdus, и эти организмы 
могут быть использованы в качестве модели 
для изучения принципов регуляции активно-
сти протеаз белковыми ингибиторами.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Общие методы. Концентрацию белка опре-
деляли по модифицированному методу Брэд-
форда, используя IgG в качестве стандар-
та [27, 28].

Концентрацию очищенных белков 
в растворе определяли по поглощению 
при  280  нм, используя коэффициенты экс-
тинкции, рассчитанные с помощью сервера 
ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/): 
ε280 = 52 370 M−1 · см−1 – для Pln, 
ε280 = 58 200 M−1 · см−1 – для термолизина (Tln) 
и ε280 = 11 460 M−1 · см−1 – для Phin.

Белки анализировали электрофорезом в 
15%-ном полиакриламидном геле, содержащем 
0,1% додецилсульфата натрия, по Лэммли [29]. 
Зоны белков окрашивали Кумасси бриллиан-
товым синим R-250 («Reanal», Венгрия). В ка-
честве маркера молекулярных масс исполь-
зовали набор Precision Plus Protein Unstained 
Standards («Bio-Rad», США).

Трансформацию клеток E. coli плазмид-
ной ДНК проводили, как описано ранее  [30]. 
Для получения плазмид использовали штамм 

E. coli  TG1. Для очистки ДНК применяли на-
боры Plasmid Miniprep или Cleanup Standard 
(«Евроген», Россия).

Гельпроникающую хроматографию про-
водили на колонке Superdex  75 10/300  GL 
(«GE  Healthcare», Швеция). Для калибровки 
колонки использовали набор Gel Filtration 
Markers Kit for Protein Molecular Weights 6500–
66 000 Da («Sigma», США).

Секвенирование полученных генетиче-
ских конструкций, а также синтез всех исполь-
зованных олигонуклеотидов проводили в ком-
пании «Евроген».

Клонирование гена фоторина и конструиро-
вание экспрессионного вектора. Штамм P.  lau-
mondii  subsp. laumondii  TT01  (TT01) был полу-
чен из Немецкой коллекции микроорганизмов 
и клеточных культур (штамм DSM 15139, номер 
доступа в  RefSeq NC_005126.1). TT01  культи-
вировали в течение ночи с аэрацией при 30 °C 
в среде  LB по Ленноксу  [31]. Клетки из  1 мл 
бактериальной суспензии осаждали центрифу-
гированием (4000 g, 10 мин), ресуспендировали 
в 100 мкл деионизированной воды, прогревали 
при 95 °С в  течение 10  мин и центрифугиро-
вали (13 000 g, 10  мин). Супернатант  (1 мкл) 
использовали для ПЦР с Pfu ДНК-полимера-
зой («СибЭнзайм», Россия) и парами олигону-
клеотидных праймеров EcoRI_D1 и  TT01_R1 
или TT01_D2 и HindIII_R2 (табл. 1). Продукты 
ПЦР после очистки использовали вместе с 
праймерами EcoRI_D1 и HindIII_R2 для ПЦР 
с достройкой перекрывания. Полученный 
фрагмент генома  TT01, содержащий гены  prtS 
(PLU_RS06905) и  phin (PLU_RS06900), а так-
же фланкирующие участки, очищали, обра-
батывали рестриктазами  EcoRI и  HindIII 
(«New England Biolabs», США) и использовали 
для клонирования. В  качестве клонирующего 
вектора использовали фрагмент плазмиды 
pBR322, который амплифицировали с исполь-
зованием праймеров  HindIII_R3 и  EcoRI_D3 
(табл.  1), очищали, расщепляли теми же фер-
ментами и лигировали с использованием 
Quick-TA T4  ДНК-лигазы («Евроген») с ука-
занным выше фрагментом генома TT01. Полу-
ченная плазмида была названа pTT01.

Для конструирования экспрессионной 
плазмиды pET-Phin ген  phin амплифициро-
вали, используя в качестве матрицы  pTT01 и 
праймеры  FauNDI_D4 и  XhoI_R4 (табл.  1). 
Для клонирования в праймерах были преду-
смотрены сайты FauNDI и XhoI. Кроме того, в 
праймере XhoI_R4 был предусмотрен участок, 
обеспечивающий введение в ген  phin допол-
нительной последовательности, кодирующей 
6  остатков гистидина перед стоп-кодоном 
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Таблица 1. Последовательности праймеров, использованных в работе

Обозначение праймера Последовательность

EcoRI_D1 TCAAGAATTCGCAAAAAACTGGATATGATTTTCCATC

TT01_R1 TCATTGAACGAATCCCTAC

TT01_D2 GTAGGGATTCGTTCAATGA

HindIII_R2 CTCGAAGCTTTAATCCGCCAATTGTTGTGATCCACG

HindIII_R3 ACTCAAGCTTCCGGATCTGCATCGCAGGATG

EcoRI_D3 ATGAGAATTCTTGAAGACGAAAGGGGGCCTCGT

FauNDI_D4 GGAACATATGAATAATAAAACGCTCAA

XhoI_R4 GAATCTCGAGTTAATGGTGATGGTGATGGTGACCACCCTTTTTGTCGGT

Примечание. Сайты EcoRI, HindIII, FauNDI и XhoI подчёркнуты. Участок, обеспечивающий введение в ген phin допол-
нительной последовательности, кодирующей 6 остатков гистидина перед стоп-кодоном, выделен жирным шрифтом.

(выделена жирным шрифтом в последователь-
ности праймера в табл. 1). Продукты ПЦР очи-
щали, обрабатывали рестриктазами  FauNDI 
(«СибЭнзайм») и XhoI («New England Biolabs») 
и лигировали с вектором pET-23a, расщеплен-
ным теми же ферментами.

Структура всех клонированных фрагмен-
тов была подтверждена секвенированием.

Получение фоторина. Клетки E. coli BL21 
(DE3) («Novagen», США), трансформирован-
ные плазмидой pET-Phin, культивировали при 
перемешивании в 250 мл среды, содержащей (в 
расчёте на  литр) 7,1 г  Na2HPO4, 6,8 г  KH2PO4, 
3,3 г  (NH4)2SO4, 3,3 г  MgCl2 · 6H2O, 5 г  глице-
рина, 10 г  пептона, 5 г  дрожжевого экстракта, 
25 г глюкозы, 50 г лактозы и 100 мг ампицилли-
на, при 37 °C в течение 3 ч, а затем при 16 °С – 
в течение 72 ч. Клетки осаждали центрифуги-
рованием (4000 g, 4 °C, 10 мин), ресуспендиро-
вали в 25 мл 50 мМ Tris-HCl (pH 8,0) и обраба-
тывали ультразвуком при 4 °C два раза в течение 
5 мин с импульсом 1 с и паузой 2 с. Лизат кле-
ток центрифугировали (9000 g, 4 °C, 10 мин), 
и супернатант наносили на колонку с  1 мл 
Nickel XPure Agarose Resin («UBPBio», США), 
уравновешенную 50 мМ  Tris-HCl (pH 8,0). 
Колонку промывали тем же буфером, а затем 
элюировали Phin линейным градиентом кон-
центрации имидазола (0–250  мМ) в том же 
буфере. Фракции, содержащие Phin по резуль-
татам электрофоретического анализа, объеди-
няли и концентрировали ультрафильтрацией 
на Vivaspin Turbo 15,5 kDa MWCO («Sartorius», 
Германия). Полученный образец наносили на 
колонку Superdex 75 10/300 GL, уравновешен-
ную 50 мМ  Tris-HCl (pH 7,4), содержащим 

150 мМ  NaCl, и элюировали тем же буфером 
со скоростью потока 0,5 мл/мин. Фракции, 
содержащие наибольшее количество  Phin по 
результатам электрофоретического анализа, 
объединяли и дважды диализовали  (6 и  16 ч) 
против 100 объёмов 50 мМ NH4HCO3 с исполь-
зованием диализной трубки SnakeSkin, 3.5 kDa 
MWCO («Thermo Fisher Scientific», США) 
при 4 °C. После диализа раствор Phin центри-
фугировали (8600 g, 4 °C, 15 мин) и лиофили-
зировали супернатант.

Масс-спектрометрический анализ. Лио-
филизированный очищенный Phin растворя-
ли в концентрации 5 мкМ в смеси вода/мета-
нол/муравьиная кислота  =  50/49,5/0,5  (v/v). 
Масс-спектрометрический анализ проводили 
на приборе Exactive Orbitrap («Thermo Fisher 
Scientific»), оснащённом специальным источ-
ником ионов [32]. Расчёт молекулярной массы 
белка проводили по набору пиков, соответ-
ствующих многократно протонированным мо-
лекулам белка в полученных электроспрейных 
масс-спектрах.

Дифференциальная сканирующая калори-
метрия (ДСК). Измерения проводили при кон-
центрации Phin 4,2 мг/мл на приборе MicroCal 
VP-Capillary DSC («Malvern Instruments», США). 
Эксперименты по  ДСК и обработку данных 
осуществляли, как описано ранее [7].

Спектроскопия кругового дихроизма  (КД). 
Спектры  КД регистрировали на спектрофото-
метре Chirascan  VX («Applied Photophysics», 
Великобритания) при комнатной температуре в 
кювете с длиной оптического пути 0,05 см. Для 
получения спектров Phin растворяли в  кон-
центрации 0,15 мг/мл в 10 мМ Tris-HCl (pH 7,4) 
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и центрифугировали при 8600 g в течение 5 мин 
при 4 °C. Спектры анализировали с помощью 
программы DichroWeb с использованием мето-
да CDSSTR и эталонного набора данных 4 [33]. 
Значения стандартного отклонения для каждо-
го типа структуры рассчитывались только для 
предсказаний DichroWeb с общей суммой до-
лей вторичных структур – 100%. Для предска-
зания спектров КД и расчёта долей вторичных 
структур по пространственным структурам ис-
пользовали сервер PDBMD2CD [34].

Иммуноблоттинг. Электрофоретически го-
могенный Phin был передан в НПО «БиоТест 
Системы» (Россия) для иммунизации кроли-
ков по стандартному протоколу. Полученную 
антисыворотку использовали для проведения 
иммуноблоттинга по описанной ранее мето-
дике  [35]. Для подтверждения специфичности 
полученных антител использовали очищен-
ный Phin.

Для проведения анализа TT01 культивиро-
вали в течение 48 ч с аэрацией при 30 °C в 
среде  LB по Ленноксу  [31]. Через 16, 24, 30 
и 48 ч после начала культивирования отбира ли 
по  100  мкл бактериальной суспензии. Клетки 
осаждали центрифугированием (6000 g, 10 мин) 
и суспендировали в  100  мкл буфера, содер-
жащего 125 мМ  Tris-HCl (pH 6,8), 2% Ds-Na, 
5% β-меркаптоэтанола, 2 мМ  1,10-фенантро-
лина, 0,01% бромфенолового синего и 20% гли-
церина. К супернатанту (культуральной среде) 
добавляли 100 мкл 50%-ной ТХУ, центри-
фугировали (10 000 g, 10 мин), осадок промы-
вали ацетоном для удаления ТХУ и добавляли 
100 мкл того же буфера. Образцы клеток и 
культуральной среды инкубировали 5 мин при 
95 °С. После инкубации, основываясь на раз-
личиях в оптической плотности исходной бак-
териальной суспензии, образцы разбавляли 
тем же буфером так, чтобы 15 мкл полученного 
раствора (количество, которое использовали 
для электрофоретического анализа) содержа-
ли материал, соответствующий 100 мкл бак-
териальной суспензии с оптической плот-
ностью  1 о.е. Белки разделяли с помощью 
электрофореза с додецилсульфатом натрия в 
16%-ном полиакриламидном геле в буферной 
системе Tris-Tricine [36].

Определение констант ингибирования про-
теализина и термолизина фоторином. Анализ 
ингибирующего действия Phin на Pln и  Tln 
проводили с использованием пептидного суб-
страта с внутренним тушением флуоресцен-
ции, 2-аминобензоил-L-аргинил-L-серил-L-
валил-L-изолейцил-L-(ε-2,4-динитрофенил)
лизин (Abz-RSVIK(Dnp)) («Peptide  2.0», 
США) [37], как описано ранее [38]. Для реги-

страции флуоресценции (длина волны возбу-
ждения  – 320  нм; длина волны испускания  – 
420 нм) использовали прибор CLARIOstar 
Plus («BMG», Германия). Реакцию проводили 
в  50 мМ  Tris-HCl (pH  7,4). Концентрации Pln 
и Tln в реакционной смеси составляли 50 пМ, 
Abz-RSVIK(Dnp) – 30 или 90 мкМ. Концентра-
ции Phin в случае Pln были 0,5; 1; 2; 4; 6 и 8 мкМ, 
а в случае Tln – 1; 5; 10; 20; 30 и 40 мкМ. При 
каждых экспериментальных условиях проводи-
ли три независимых измерения.

При медленном связывании ингибитора с 
ферментом кинетические кривые аппрокси-
мировали интегральным уравнением скорости 
и рассчитывали константы ингибирования, 
как описано ранее [39]. Константы ингибиро-
вания K i как для Pln, так и для Tln были полу-
чены по методу Диксона  [40, 41]. Константу 
изомеризации  K i

* для Pln рассчитывали в два 
этапа с использованием уравнений (1) и (2):

ka = k−4 + 
k+4[I]

K i (1 + [S] / KM) + [I]
, (1)

K i
* = K i 

k−4

(k+4 − k−4)
. (2)

Для Pln в расчётах использовали константу 
Михаэлиса  KM  =  35  мкМ  [37]. Анализ данных 
проводили при помощи программы GraphPad 
Prism версии 8.0 («GraphPad Software», США).

Ингибирование активности культуральной 
среды P. laumondii subsp. laumondii TT01 фото-
рином. TT01  культивировали в течение 24 ч 
с аэрацией при 30 °C в среде  LB по Леннок-
су  [31]. Клетки осаждали центрифугировани-
ем при 4000 g в течение 10 мин. Супернатант 
разводили в 1000  раз, используя 50 мМ  Tris-
HCl (pH  7,4), и 10 мкл полученного раствора 
использовали для измерения активности, как 
описано выше для Pln и  Tln. Концентрация 
Abz-RSVIK(Dnp) в реакционной смеси состав-
ляла 30 мкМ, концентрации Phin – 1; 2,5; 5; 7,5 
и 10 нМ. Скорость гидролиза субстрата в при-
сутствии ингибитора определяли на линейном 
участке кинетических кривых, соответствую-
щем диапазону 150–300 с после начала реги-
страции флуоресценции. IC50  рассчитывали с 
использованием нелинейной регрессии при 
помощи GraphPad Prism.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Получение фоторина. Ген предполагае-
мого эмфориноподобного ингибитора был 
клонирован из генома P. laumondii  subsp. lau-
mondii  TT01, модифицирован для введения 
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Рис. 1. Очистка рекомбинантного фоторина  (Phin) и анализ очищенного белка. а  – Электрофоретический анализ 
препарата Phin на разных стадиях очистки; б – анализ очищенного Phin с помощью гельпроникающей хроматогра-
фии на колонке Superdex  75 10/300  GL. М  – Стандарты молекулярных масс; КЛ  – супернатант клеточного лизата; 
МХАХ и ГПХ – образцы после металл-хелатной аффинной хроматографии и гельпроникающей хроматографии соот-
ветственно

Таблица 2. Ход очистки рекомбинантного фоторина (Phin)

Стадия очисткиа Общий белок (мг) Содержание Phin (%)б Выход (%) Степень очистки

Клеточный лизат 138 38 100 1,0

МХАХ 48 86 80 2,3

ГПХ 10 98 20 2,6

Примечание. a МХАХ – металл-хелатная аффинная хроматография; ГПХ – гельпроникающая хроматография.
б Содержание Phin оценивали с помощью денситометрии электрофоретических гелей, окрашенных Кумасси брилли-
антовым синим R-250.

His6-последовательности на С-конце белка 
и экспрессирован в клетках E.  coli. Рекомби-
нантный белок, названный фоторином (Phin), 
был очищен до электрофоретической гомоген-
ности с помощью металл-хелатной аффинной 
хроматографии  (МХАХ) и гельпроникающей 
хроматографии  (ГПХ); ход очистки представ-
лен на рис. 1, а и в табл. 2.

Определённая экспериментально методом 
масс-спектрометрии средняя молекулярная 
масса очищенного Phin (12 517,1 Да) хорошо со-
ответствует теоретической молекулярной массе 
белка  (12 517,81 Да), рассчитанной по выведен-
ной из гена аминокислотной последовательно-
сти, которая включает N-концевой метионин и 
C-концевую His6-последовательность.

По результатам ГПХ молекулярная масса 
очищенного Phin составила около 15,4 кДа 
(рис. 1, б). Это значение несколько выше рас-
чётного, вероятно, из-за структурных осо-
бенностей белка. В то же время этот результат 
позволяет сделать вывод о том, что основной 
формой Phin в растворе является мономер.

Фоторин обнаруживается в клетках и куль-
туральной жидкости P. laumondii. С  использо-
ванием полученных нами кроличьих поли-
клональных антител к  Phin методом иммуно-
блоттинга было продемонстрировано, что Phin 
накапливается в клетках и культуральной жид-
кости TT01 при периодическом культивирова-
нии (рис. 2). Количество детектируемого белка 
меняется в ходе культивирования. Максималь-
ное количество Phin регистрируется через 
24–30  ч после инокуляции, что соответствует 
началу стационарной фазы роста бактерий. 

Рис. 2. Анализ накопления фоторина в клетках и культу-
ральной среде P. laumondii subsp. laumondii TT01 методом 
иммуноблоттинга. К  – клетки  TT01; С  – культуральная 
среда; Phin – рекомбинантный Phin (0,5 нг)
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В  поздней стационарной фазе (48 ч) количе-
ство Phin заметно снижается, что, возможно, 
связано с регуляцией активности гена  phin с 
участием системы Quorum Sensing.

Неожиданным оказалось то, что ингиби-
тор детектируется в клетках и культуральной 
среде P.  laumondii в примерно равных коли-
чествах. Ранее для  M4in была продемонстри-
рована локализация внутри клеток, что кор-
релирует с отсутствием известных сигналов 
сортировки в последовательностях ЭПИ (в том 
числе в последовательности Phin) [7]. Возмож-
но, выход Phin из клеток является неспеци-
фическим и обусловлен особенностями  TT01. 
Кроме того, иммуноблоттинг показывает, что 
после завершения логарифмической фазы 
роста (24, 36 и  48 ч) вне клеток детектирует-
ся белок с молекулярной массой ниже, чем у 
внутриклеточного, а также значительно боль-
шее снижение количества внеклеточного Phin, 
чем внутриклеточного, в поздней стационар-
ной фазе  (48 ч). Это может свидетельствовать 
о нестабильности Phin во внеклеточной среде, 
но в то же время может отражать работу неиз-
вестных регуляторных систем. Так или иначе 
полученные данные указывают на то, что во-
прос о клеточной локализации  ЭПИ остаётся 
открытым. Это, однако, не влияет на основ-
ной вывод из описываемого эксперимента: 
ген  phin экспрессируется в клетках природ-
ного продуцента ингибитора P. laumondii subsp. 
laumondii ТТ01.

Вторичная структура фоторина. Вторичную 
структуру Phin оценивали с помощью КД-спек-
троскопии. Анализ спектра  (рис. 3) показал, 
что относительный вклад α-спиралей, β-ли-
стов, поворотов и областей, не формирующих 
регулярных вторичных структур, составляет 
14 ± 5, 34 ± 2, 23 ± 3 и 30 ± 2 % соответственно. 
Аналогичные значения, рассчитанные по про-
странственной структуре M4in [42, 43], прото-
типа семейства ингибиторов  I104, к которо-
му относится  Phin, составляют 32 ± 3, 23 ± 9, 
19 ± 5 и 27 ± 3%.

Таким образом, вторичные структуры 
Phin и M4in заметно различаются, что неуди-
вительно, учитывая существенные различия 
в последовательностях белков (25%  идентич-
ности и 47% сходства). В то же время, несмотря 
на примерно двукратную разницу в количестве 
α-спиралей, обе молекулы характеризуются 
высокой долей α- и β-структур. Это свидетель-
ствует о том, что оба белка относятся к одному 
структурному классу α + β и могут иметь об-
щий тип укладки.

Термостабильность фоторина. Тепловая дена-
турация Phin была изучена методом ДСК (рис. 4). 

Phin демонстрировал одиночный тепловой пе-
реход с максимумом (Tmax) при 60,2 °С. Суммар-
ная калориметрическая энтальпия (ΔHcal) Phin 
составляла 130,7 кДж/моль. Тепловая денату-
рация Phin была почти полностью необратима, 
так как при втором нагреве образца наблюда-
лась ΔHcal  =  12,2 кДж/моль, что соответствует 
всего ~9%  начальной калориметрической эн-
тальпии. При третьем и четвёртом нагревании 
энтальпия падала до 6% и 5% от исходного зна-
чения, что соответствует стандартному паде-
нию энтальпии обратимой тепловой денатура-
ции при каждом последующем нагреве.

Термостабильность Phin близка к термо-
стабильности M4in, прототипа семейства I104, 
для которого Tmax = 61,2 °C. Однако, в отличие 
от Phin, денатурация  M4in полностью необ-
ратима, демонстрирует 3  тепловых перехода и 
характеризуется ΔHcal = 62,8 кДж/моль [7].

Энтальпия денатурации определяется об-
щим числом нековалентных взаимодействий, 

Рис. 3. КД-спектр фоторина

Рис. 4. Термограмма дифференциальной сканирующей 
калориметрии фоторина. Чёрная и серая кривые  – пер-
вый и второй нагрев образца соответственно
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стабилизирующих белковую глобулу [44]. Уве-
личение энтальпии в случае  Phin можно объ-
яснить меньшей, по сравнению с M4in, долей 
областей с нерегулярной вторичной структу-
рой и наличием более плотно упакованных об-
ластей, где могут реализовываться более силь-
ные стабилизирующие взаимодействия. При 
этом Tmax определяется не только количеством 
связей, но и их силой, локализацией и другими 
факторами. Таким образом, результаты  ДСК, 
а также результаты спектроскопии  КД указы-
вают на заметные структурные различия  Phin 
и M4in, которые, однако, не приводят к суще-
ственной разнице в их термостабильности.

Фоторин ингибирует протеализин и термоли-
зин по различным механизмам. Ингибирующее 
действие Phin было изучено по отношению к Pln 
и  Tln. Кинетические кривые, полученные при 
действии Phin на  Pln, имели форму, характер-
ную для медленно связывающихся ингибиторов, 
и соответствовали интегральному уравнению 
скорости [39] для этого типа ингибирования (во 
всех случаях R2  выше  0,98). Значения началь-
ной скорости реакции  (v0) и кажущейся кон-
станты скорости первого порядка (ka), получен-
ные нелинейной регрессией, использовали для 
построения диагностических диаграмм (рис.  5, 
Pln + Phin). Гиперболический характер зависи-
мостей  v0 и  ka от концентрации  Phin указывает 
на двухстадийный механизм (уравнение  (3)), 
при котором быстрообразующийся исходный 
комплекс фермент–ингибитор  (EI) подверга-
ется медленному конформационному переходу 
в изомеризованный комплекс EI*:

E + I ⇌ EI ⇌ EI*. (3)
k+3

k−3

k+4

k−4

Таблица 3. Константы ингибирования протеализина (Pln) 
и термолизина (Tln) фоторином (Phin)а

Константы для Phin Pln Tln

Ki (мкМ) 1,0 ± 0,3 10,2 ± 1,9

k−4 (10–4⋅с–1) 3,5 ± 0,6 н/п

k+4 (10–3⋅с–1) 2,0 ± 0,4 н/п

Ki
* (нМ) 153 ± 46 н/п

Примечание. а  Значения представлены как среднее ± 
± стандартная ошибка; н/п – неприменимо.

Исходя из этого, равновесная константа ин-
гибирования (K i = k−3/k+3) была определена ме-
тодом Диксона на основе набора значений  v0. 
Для расчёта констант скоростей k−4 и k+4 зави-
симость  ka от концентрации  Phin аппрокси-
мировали уравнением (1) (рис. 5, Pln + Phin). 
Равновесную константу изомеризации  (K i

*) 
рассчитывали по уравнению  (2). Полученные 
значения констант представлены в табл. 3.

В принципе, конформационные измене-
ния при взаимодействии ингибитора с фер-
ментом могут происходить как до первоначаль-
ного столкновения их молекул (конформаци-
онный отбор, conformational selection), так и 
после (индуцированная подстройка, induced-
fit)  [45,  46]. Двухстадийный механизм, опи-
сываемый уравнением  (3) и характерный для 
взаимодействия Phin и Pln, представляет собой 
простейший случай, когда связывание ингиби-
тора проходит быстро по сравнению с дальней-
шими конформационными изменениями. Этот 
механизм реализуется при наличии большого 
избытка ингибитора по отношению к ферменту 

Рис. 5. Кинетические кривые гидролиза субстрата Abz-RSVIK(Dnp) протеализином (Pln) и термолизином (Tln) в при-
сутствии фоторина  (Phin), и определение констант ингибирования. Кинетические кривые были получены для раз-
личных концентраций ингибитора и двух концентраций субстрата (30 и 90 мкМ). Abz-RS является продуктом гидро-
лиза субстрата. Зависимость значений  1/v0 и  ka для  Pln и зависимость величины  1/v для  Tln от концентрации  Phin 
использовали для расчёта констант ингибирования. Значения представлены как среднее ± стандартная ошибка
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Рис. 6. Ингибирование фоторином (Phin) активности 
культуральной среды P.  laumondii  subsp. laumondii  ТТ01. 
IC50 – концентрация полуингибирования

(в наших экспериментах концентрация Phin 
была как минимум на 4 порядка выше концен-
трации  Pln). Таким образом, этот механизм 
можно рассматривать как индуцированную 
подстройку  – конформационную адаптацию 
фермента к ингибитору или наоборот [47].

Таким образом, Phin, подобно M4in, явля-
ется медленно связывающимся конкурентным 
ингибитором Pln, но ингибирует этот фермент 
значительно слабее. Мы обнаружили также, 
что Phin взаимодействует с Pln по двухстадий-
ному механизму, в отличие от  M4in, который 
действует по одностадийному механизму с 
медленным формированием комплекса фер-
мент–ингибитор [7]. Однако различия в меха-
низмах, вероятно, обусловлены в первую оче-
редь различиями в условиях эксперимента, 
которые диктуются драматическими разли-
чиями в эффективности связывания.

Кинетические кривые при действии 
Phin на  Tln выглядят слегка изогнутыми 
(рис.  5,  Tln + Phin). В  то же время они плохо 
аппроксимируются интегральным уравне-
нием скорости для медленно связывающихся 
ингибиторов  [39], но хорошо описываются 
линейной регрессионной моделью (R2 > 0,98). 
Поэтому в данном случае K i  рассчитывали по 
методу Диксона, как для классического инги-
бирования (табл. 3).

Таким образом, Phin является классиче-
ским ингибитором  Tln, что, вероятно, опре-
деляется структурными различиями в области 
активного центра Tln и  Pln  [48]  – двух фер-
ментов, относящихся к одному структурному 
семейству пептидаз, а не структурными раз-
личиями ингибиторов. К  сожалению, данных 
о механизме ингибирования  Tln эмфорином 
в настоящее время нет.

Способность культуральной среды P.  lau-
mondii гидролизовать Abz-RSVIK(Dnp) ингибиру-
ется фоторином. Культуральная среда P. lau mondii 
subsp. laumondii ТТ01 через 24 ч роста проявляет 
существенную активность в отношении субстра-
та Abz-RSVIK(Dnp) (~4000 мкмоль/(мин мл)). 
Эта активность эффективно подавляется Phin, 
концентрация полуингибирования IC50 со-
ставляет 3,9 ± 0,3 нМ (рис. 6).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В представленной работе мы впервые 
получили данные, позволяющие предполо-
жить, что у протеазы  S из P. laumondii  subsp. 
laumondii  TT01  (TT01) есть специфический 
ингибитор  – фоторин. Phin является вто-
рым охарактеризованным ингибитором из 
семейства  I104 (по классификации базы дан-
ных  MEROPS). Сравнение Phin с другим 
известным представителем этого семейства, 
его прототипом эмфорином  (M4in), показы-
вает, что эти два белка заметно различаются. 
По  последовательности они имеют лишь чет-
верть идентичных и около половины сход-
ных аминокислотных остатков, что обуслов-
ливает зарегистрированные нами с помощью 
КД-спектроскопии различия во вторичной 
структуре. Структурные различия влекут за со-
бой различия в характере плавления белков и, 
что более важно, различия в их ингибирующей 
способности.

Ингибирующее действие Phin было из-
учено по отношению к Pln и Tln, металлопро-
теазам из различных эволюционных групп 
семейства  M4 (по классификации MEROPS). 
Оказалось, что ингибирование Pln фоторином 
происходит по-иному, чем в случае  M4in, ме-
ханизму, а константы ингибирования на 3 (K i

*) 
и  4  (K i) порядка выше (K i  для M4in составля-
ет 52  пМ  [7]). Такой результат не кажется не-
ожиданным, так как Pln является природной 
мишенью  M4in, a Phin должен быть оптими-
зирован для взаимодействия с  PrtS. В  пользу 
такой оптимизации свидетельствует эффек-
тивное подавление Phin гидролиза пептид-
ного субстрата для протеализинподобных 
протеаз  [37] культуральной жидкостью  TT01, 
одной из основных протеаз в которой являет-
ся  PrtS  [49]. Концентрация полуингибирова-
ния (IC50) при этом находится в наномолярном 
диапазоне, то есть примерно в 40 раз ниже K i

*, 
наблюдаемой в случае действия Phin на  Pln. 
Активность Tln, в отличие от Pln и  PrtS, не 
являющегося  ППП  [50], Phin подавляет ещё 
на порядок хуже, чем активность Pln (табл. 3). 
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Таким образом, сопоставление имеющихся 
данных об ингибирующей способности Phin 
и  M4in указывает на эволюционную адапта-
цию ингибиторов семейства  M104 к являю-
щимися их природными мишенями  ППП 
из тех же организмов.

Возвращаясь к ассоциации Phin и  PrtS, 
следует обратить внимание на то, что орга-
низация их генов у  P.  laumondii отличается от 
того, как организованы соответствующие гены 
ингибитора и протеазы у  S. proteamaculans. 
У  этой бактерии гены  pln и  m4in, как упо-
миналось выше, формируют бицистронный 
оперон, причём стоп-кодон гена протеазы 
перекрывается со стартовым кодоном гена 
ингибитора, что указывает на трансляцион-
ное сопряжение [7]. В случае генов prtS и phin 
анализ последовательности генома  TT01 по-
казывает, что в межгенном промежутке про-
тяжённостью  160 п.н. перед геном ингиби-
тора расположен промотор. Таким образом, 
в случае P. laumondii протеаза и ингибитор 
кодируются следующими друг за другом, но 
автономными генами, что указывает на диф-
ференциальную регуляцию транскрипции 
этих генов.

Различия в регуляции экспрессии пар 
генов протеаза–ингибитор, вероятно, отра-
жают различия в функциях, которые кодируе-
мые этими генами белки выполняют у разных 
бактерий. Независимый контроль на уровне 
транскрипции даёт возможность гибко ме-
нять соотношение ЭПИ/ППП в клетке, в то 
время как интеграция генов в одном опероне 
с трансляционным сопряжением, напротив, 
жёстко фиксирует этот параметр. Принимая 
во внимание вероятную мультифункциональ-
ность  ППП, можно предположить, что неза-
висимая регуляция является необходимым 
условием для реализации одних функций этих 
протеаз, но избыточна для выполнения других. 
Так, снижение соотношения ЭПИ/ППП, что 
требует независимой регуляции, может быть 
триггером, например, для начала атаки на им-
мунную систему хозяина. А в том случае, когда 
ингибитор играет роль антитоксина в системе 
межбактериальной конкуренции, достаточно, 
чтобы его концентрация в клетке была про-
порциональна концентрации протеазы. Впро-
чем, независимая регуляция позволяет реали-
зовать оба варианта и в целом, несомненно, 
имеет больший потенциал. В  этом контек-
сте независимая регуляция генов, вероятно, 
возникает при увеличении числа функций 
пары ЭПИ–ППП.

Наличие Phin в культуральной среде, в от-
личие от  M4in, наблюдаемого только внутри 
клеток, также указывает на вероятные раз-
личия в функциях этих ингибиторов. Дей-
ствие  Phin, находящегося вне клеток, может 
быть направлено на регуляцию активности 
PrtS в среде. В то же время мишенью Phin мо-
гут быть и другие ферменты. Это могут быть, 
например, термолизинподобные протеазы, 
продуцируемые микроорганизмами-конку-
рентами, или протеазы организма-хозяина. 
Таким образом, нельзя исключить, что Phin 
имеет биологические функции, не связанные 
с работой PrtS.

Заканчивая обсуждение, следует подчерк-
нуть, что пара Phin и  PrtS у бактерий рода 
Photorhabdus представляется многообещающей 
моделью для исследований фундаментальных 
принципов регуляции протеолиза. Однако 
таким исследованиям должно предшествовать 
выяснение функции этих белков у Photorhabdus 
и детальная характеристика взаимодействия 
Phin и PrtS.
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PRODUCTION AND CHARACTERISATION OF PHOTORIN, 
A NEW PROTEIN PROTEASE INHIBITOR 

FROM THE ENTOMOPATHOGENIC BACTERIA Photorhabdus laumondii
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Entomopathogenic bacteria of the genus Photorhabdus secrete protease  S (PrtS), which is considered 
as a virulence factor. We found that in Photorhabdus genomes, immediately after the prtS genes, there are 
genes that encode small hypothetical proteins homologous to emfourin, a recently discovered protein inhib-
itor of metalloproteases. Emfourin-like inhibitor gene from Photorhabdus laumondii subsp. laumondii TT01 
was cloned and expressed in Escherichia coli cells. The recombinant protein, named photorin (Phin), was 
purified by metal chelate affinity and gel permeation chromatography and characterized. It has been estab-
lished that Phin is a monomer and inhibits the activity of protealysin and thermolysin, which, like PrtS, 
belong to the M4 peptidase family. The inhibition constants were 1.0 ± 0.3 and 10 ± 2 μM, respectively. 
It was also demonstrated that Phin is able to suppress the proteolytic activity of P. laumondii culture broth 
(half-maximal inhibition concentration 3.9 ± 0.3 nM). Polyclonal antibodies to Phin were obtained, and it 
was shown by immunoblotting that P. laumondii cells produce Phin. Thus, the prtS genes in entomopatho-
genic bacteria of the genus Photorhabdus are colocalized with the genes of emphorin-like inhibitors, which 
probably regulate the activity of the enzyme during infection. Strict regulation of the activity of proteolytic 
enzymes is essential for the functioning of all living systems. At the same time, the principles of regula-
tion of protease activity by protein inhibitors remain poorly understood. Bacterial protease-inhibitor pairs, 
such as the PrtS and Phin pair, are a promising model for in  vivo studies of these principles. Bacteria of 
the genus Photorhabdus have a complex life cycle with multiple hosts, being both nematode symbionts and 
powerful insect pathogens. This provides a unique opportunity to use the PrtS and Phin pair as a mod-
el for studying the principles of regulation of protease activity by proteinaceous inhibitors in the context 
of bacterial interactions with different types of hosts.

Keywords: proteinaceous protease inhibitor, Photorhabdus, entomopathogenic bacteria, protealysin, emfourin, 
photorin


