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Проведено исследование роли шаперонов DnaKJE и триггер фактора (ТФ) в процессах фолдинга и
рефолдинга белков в Bacillus subtilis. В качестве исследуемых белков были использованы бактери-
альные люциферазы Photobacterium leiognathi и Photorhabdus luminescens. Показано, что в отличие от
Escherichia coli в клетках B. subtilis шаперон DnaKJE участвует в основном в фолдинге белков, но не
в рефолдинге термоинактивированных белков. Показано, что шаперон ТФ в B. subtilis участвует в
синтезе термолабильной люциферазы P. leiognathi, но значительно снижает уровень синтеза темо-
стабильной люциферазы P. luminescens.
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В грамотрицательных бактериях Escherichia coli
шаперон DnaK-DnaJ-GrpE (DnaKJE) выполняет
ключевую роль в процессе контроля за качеством
продукции (белки), разрушая белковые агрегаты
и восстанавливая нативные структуры непра-
вильно собранных (misfolded) и денатурирован-
ных (unfolded) белков (рефолдинг) [1–7].

Кроме того, DnaKJE участвует совместно с
шапероном триггер фактором (ТФ) в формиро-
вании нативной структуры белковой макромо-
лекулы в процессе синтеза на рибосоме (фол-
динг) [8–12].

В грамположительных бактериях исследованы
регуляция экспрессии белков-шаперонов [13–
15], влияние шаперонов на выживаемость бакте-
рий при повышенных (стрессовых) температурах
[16]. Показано, что шаперон DnaK Bacillus subtillis
комплементирует способность расти при высо-
кой температуре (40°C) мутантный штамм E. coli
ΔdnaK [17]. Показано, что у B. subtilis механизм ре-
гуляции экспрессии генов теплового шока значи-
тельно отличается от такового в клетках E. coli.
Относительно же участия шаперонов в процессах

фолдинга и рефолдинга белков эксперименталь-
ные данные малочисленные и носят фрагментар-
ный характер. Например, в работе [18] показано,
что шаперон DnaK B. subtilis in vitro осуществляет
рефолдинг денатурированного (5 М мочевина,
25°С) белка лактат-дегидрогеназы (LDH): за 50 мин
инкубации в рефолдируемой среде, содержащей
ATP, фосфоэнолпируват, NADH, пируваткиназу
и DnaK, процент активного фермента увеличи-
вался с 12 (спонтанный рефолдинг) до 75.

Аминогликозиды (стрептомицин, гентамицин,
канамицин и др.) значительно усиливают процесс
ошибочного синтеза белков на рибосоме, что при-
водит к формированию в клетке misfolded полипеп-
тидов [19–21]. Было также показано, что аминогли-
козиды индуцируют в клетках B. subtilis синтез бел-
ков теплового шока [22]. Поэтому представляло
интерес использовать стрептомицин как индук-
тор ошибок трансляции для получения непра-
вильно собранных полипептидов и оценить, как
шапероны DnaK и ТФ “исправляют” ошибки,
возникшие в процессе трансляции белка на рибо-
сомах.
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В настоящей работе проведено исследование
роли шаперонов DnaK и ТФ в процессах фолдин-
га и рефолдинга белков in vivo в клетках B. subtilis.
В качестве исследуемых белков были использова-
ны бактериальные люциферазы. Показано, что в
отличие от E. coli в клетках B. subtilis шаперон
DnaKJE участвует в основном в фолдинге белков, но
не в рефолдинге термоинактивированных белков.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Бактериальные штаммы и плазмиды

Штаммы и плазмиды, использованные в рабо-
те, представлены в табл. 1.

Ферменты, реактивы
Эндонуклеазное расщепление, лигирование

фрагментов ДНК, электрофорез в агарозном геле,
выделение фрагментов ДНК из агарозного геля
проводили согласно [23]. ПЦР проводили с по-
мощью высокоточной ДНК-полимеразы Q5
(NEB, США). Реакции молекулярного клониро-
вания проводили с использованием ферментов
фирм “Promega” (США) или Gibson Assembly
Master Mix (NEB, США). Субстрат бактериаль-
ной люциферазы n-деканаль получен от “Sigma”
(США). Антибиотики хлорамфеникол, тримето-
прим, спектиномицин и стрептомицин получены
от “Sigma”.

Среды и условия культивирования
Компоненты питательных сред триптон,

дрожжевой экстракт, агар-агар, NaCl были при-
обретены в “Helicon” (Россия).

E. coli выращивали в LB-среде (1%-ный трип-
тон, 0.5%-ный дрожжевой экстракт и 0.5% NaCl ),

B. subtilis выращивали в LB или в триптоновой среде
(1.5%-ный триптон, 0.5% NaCl) при 37°С, если не
указано иное, и постоянной аэрации (200 об./мин).
Селективные среды для мутантов B. subtilis содержат
хлорамфеникол 10 мкг/мл и/или спектиномицин
150 мкг/мл в LB-среде. Для трансформации и пе-
ресева штаммов B. subtilis, содержащих плазмиды,
использовалась триптоновая среда с добавлением
триметоприма 8 мкг/мл; для штаммов B. subtilis
168 и NBS2001 могла использоваться также среда
LB с добавлением хлорамфеникола 10 мкг/мл.
Селективные среды для E. coli c плазмидами со-
держат ампициллин 100 мкг/мл. Твердые среды
дополнительно содержат 1.5%-ный агар-агар.

Для исследования фолдинга B. subtilis выращива-
ли в течение ночи при 30°С при постоянной аэрации
(200 об./мин), в триптоновой среде с добавлением
триметоприма, далее разводили в 100 раз в LB-среде
(+триметоприм) и выращивали при температуре,
указанной в опыте.

Для индукции промотора PxylA использовалась
1%-ная D(+)-ксилоза (AppliChem, Германия).

При исследовании роста клеток и фолдинга
люцифераз в присутствии аминогликозидов ис-
пользовались среда, приготовленная на деиони-
зованной воде, и стрептомицин в концентрации 8
и 15 мкг/мл соответственно.

Трансформация
Трансформацию B. subtilis проводили по мето-

ду Спицайзена [24], E. coli трансформировали
кальциевым методом.

Конструирование челночных плазмид
Праймеры, используемые при конструирова-

нии плазмид, приведены в табл. 2. Челночные

Таблица 1. Штаммы и плазмиды, используемые в работе

Бактерии и плазмиды Источник

Escherichia coli MG1655 Получен из ВКПМ
Escherichia coli PK202 ∆dnaKJ14 dksA::kan Получен от Craig E. [7]
Bacillus subtilis 168 Получен из ВКПМ

Bacillus subtilis NBS2001 ∆dnaK-dnaJ::Spcr Получен от Yoshikawa H. [16]

Bacillus subtilis NBS1001 ∆tig::Cmr »

Bacillus subtilis NBS2002 ∆dnaK-dnaJ::Spcr ∆tig::Cmr »

pMWAL-1TPpur_dhfr_t1t2_MCS Настоящая работа
pPfbaA_MCS »
pPxylA_MSC »
pPfbaA_xenAB »
pPfbaA_leoAB »
pPxylA_xenAB »
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плазмиды конструировали на основе pMWAL-
1TPpur, содержащей два ориджина репликации –
pMW118 [GenBank accession number AB005475]
для E. coli и pBS72 репликон тета-типа для B. sub-
tilis [25], а также содержащей гены bla и cat, сооб-
щающие устойчивость к ампициллину и хлорам-
фениколу в E. coli и B. subtilis соответственно.
Дополнительно с помощью пары праймеров
P1/P2 под промотор Ppur по сайту XbaI был кло-
нирован ген dhfr из B. cereus ATCC14579, кодиру-
ющий дигидрофолатредуктазу и сообщающий
устойчивость к триметоприму при малых концен-
трациях фолатов в питательной среде, в результа-
те была получена плазмида pMWAL-1TPpur_dhfr.
В плазмиду pMWAL-1TPpur_dhfr с помощью па-
ры праймеров P3/P4 по сайтам BamHI/KpnI были
встроены терминатор t1t2 гена rrnB и полилин-
кер, в результате была получена беспромоторная
плазмида pMWAL-1TPpur_dhfr_t1t2_MCS. В эту
плазмиду далее были клонированы промоторы.
Конститутивный промотор PfbaA [26] был клони-
рован с помощью пары праймеров P5/P6 по сайту
рестрикции SacI, в результате была получена плаз-
мида pPfbaA_MCS. Аналогичным образом по сай-
ту SacI с помощью пары праймеров P7/P8 был кло-
нирован индуцируемый промотор PxylA без CRE
элемента и его репрессор xylR [27], в результате бы-
ла получена плазмида pPxylA_MSC. В полученные
плазмиды по сайтам рестрикции NotI/ApaI были
клонированы гены luxAB с оптимизированными
последовательностями Шайн-Дальгарно, коди-
рующие α и β субъединицы люцифераз Photorhab-
dus luminescens и Photobacterium leiognathi, из плаз-
мид pXen5 [28] и pLF22ABleo [29] с помощью пар
праймеров P9/P10 и P11/P12 соответственно. В
результате были сконструированы плазмиды
pPfbaA_xenAB, pPfbaA_leoAB и pPxylA_xenAB,
используемые в настоящей работе для изучения
процессов фолдинга и рефолдинга бактериаль-
ных люцифераз в клетках грамположительных
бактерий B. subtilis.

Измерение интенсивности биолюминесценции
Бактериальная люцифераза катализирует окис-

ление длинноцепочечного альдегида (RCHO) атмо-
сферным кислородом (O2) в присутствии восста-
новленного флавинмононуклеотида (FMNH2):

In vivo измерение активности люциферазы прово-
дили с использованием люминометра Biotox 7
(OOO “Ekon”, Россия). Суспензию синтезирующей
люциферазу бактериальной культуры (200 мкл)
смешивали с 0.001%-ным n-деканалем (2 мкл) в
этаноле и через 5–10 с проводили измерение ин-
тенсивности биолюминесценции.

Рефолдинг термоинактивированных люцифераз

В суспензию бактерий E. coli для ингибирования
синтеза белка перед началом термоинактивации
люцифераз вносили 167 мкг/мл хлорамфеникола.
Термоинактивацию люцифераз проводили, вы-
держивая клетки при температуре 46°С 5 мин для
люциферазы P. leiognathi и 10 мин при 48°C для
P. luminescens.

В бактериях B. subtilis термоинактивацию лю-
циферазы P. leiognathi проводили, инкубируя сус-
пензию клеток B. subtilis с аэрацией при 46°C
30 мин, для P. luminescens – при 49°C 30 мин. Для
ингибирования синтеза белка перед термоинак-
тивацией был добавлен тетрациклин в концен-
трации 60 мкг/мл.

Рефолдинг люцифераз проводили при темпе-
ратуре, оптимальной для активности данной лю-
циферазы: 23°C для P. leiognathi и 36°C для P. lumi-
nescens [30, 31], рефолдинг люцифераз в B. subtilis
проводили с аэрацией суспензии клеток. Измере-
ния проводили через определенные интервалы
времени, отбирая пробу (200 мкл) и сразу после

2 2

2

max

FMNH RCHO O
FMN RCOOH H O

квант света 4 )нм .( 90

+ + →
→ + + +

+ λ =

Таблица 2. Праймеры, используемые в работе
P1 5-GTTTCTACCCGGCTGCCGTAATAAAGGAGGTTTACCGATGATTGTTTCATTTATGGTCGCTATG-3
P2 5-TCGGTACCCGGGGATCCTCGATTCTCCTCCTCTTTCTATATTAGT-3
P3 5-GTACTAATATAGAAAGAGGAGGAGAATCGAGCTGATGCAAAAACGAGGCTAGTTTAC-3
P4 5-GAGCTCGGTACCGCGGCCGCTCGAGGGGCCCGGCGCGCCGGATCCCCATGCCGAACTCAGAAGTGAA-3
P5 5-GCCGCGGTACCGAGCTTTTTCTCCATAACTAGGATACCAAC-3
P6 5-AAAGAAGAGCTTTCAGGTATTCGAATCATGTCATTATGTTGCCGATTTG-3
P7 5-AGAAGAGCTTTCAGGAATTCGTTCTATTTTAGAACTCCTTTTTCATATGAGAAGGT-3
P8 5- GCCGCGGTACCGAGCTCGATTGAGCCAAGTTATTTCCTCCTTA-3
P9 5-ACCGCGGCCGCTCGAGGAAGCAAGAGGAGGACTCTCTATG-3
P10 5-GCCGGGCCCCTCGAGATTTCAACCTGGCCGTTAATAATGAATGA-3
P11 5-ATCGCGGCCGCTCTCAGATCGGAAGGTGGAAGAA-3
P12 5-TCGGGGCCCGTACCTCGCGAATGCATCTA-3



ГЕНЕТИКА  том 56  № 9  2020

ШАПЕРОН DnaK УЧАСТВУЕТ В ФОЛДИНГЕ 1037

добавления n-деканаля (субстрат люциферазной
реакции) измеряли интенсивность биолюминес-
ценции.

Фолдинг бактериальных люцифераз
в клетках B. subtilis

Для исследования фолдинга штаммы B. subtilis
выращивали в течение ночи при 30°С при посто-
янной аэрации (200 об./мин) в триптоновой среде
с добавлением триметоприма, далее разводили в
100 раз в LB-среде (+триметоприм) и инкубиро-
вали при температуре, указанной в опыте. Для
индукции промотора PxylA использовалась кси-
лоза (1%).

При исследовании роста клеток и фолдинга
люцифераз в присутствии аминогликозидов ис-
пользовался стрептомицин в концентрации 8 и
15 мкг/мл соответственно.

Через определенные интервалы времени отби-
рали аликвоты (200 мкл) и сразу после добавле-

ния n-деканаля измеряли интенсивность люми-
несценции.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Рефолдинг термоинактивированных люцифераз

На рис. 1 представлена кинетика рефолдинга
термоинактивированных бактериальных люцифе-
раз – термолабильной P. leiognathi и термостабиль-
ной P. luminescens в клетках E. coli (а) и B. subtilis (б).
Оптимальные температуры для активности лю-
цифераз в E. coli: P. leiognathi – 23°С и P. luminescens –
36°C. Активность люциферазы определяли, проводя
измерение интенсивности люминесценции. Тер-
моинактивацию люцифераз в E. coli проводили,
выдерживая клетки при повышенной температу-
ре, до снижения уровня биолюминесценции на
3–4 порядка от исходного.

В клетках E. coli MG1655 dnaKJ+ наблюдается
эффективный и быстрый рефолдинг люцифераз
(для термолабильной люциферазы P. leiognathi уро-
вень максимума рефолдинга достигает примерно

Рис. 1. Кинетика рефолдинга люциферазы P. leiognathi (1, 2) и P. luminescens (3, 4) в клетках E. coli (а): 1, 3 – MG1655
dnaKJ+, 2, 4 – PK202 ΔdnaKJ14; в клетках B. subtilis (б): 1, 3 – 168 dnaKJ+, 2, 4 – NBS2001 ΔdnaK-dnaJ.
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80%, а для термостабильной люциферазы P. lumi-
nescens – 8–9%), который осуществляется в ос-
новном шапероном DnaKJE, так как в мутантном
штамме E. coli PK202 ΔdnaKJ14 рефолдинг термо-
инактивированных люцифераз практически от-
сутствует.

Так как оптимальные температуры для актив-
ности люцифераз в B. subtilis значительно превы-
шают (примерно на 4–5°С) таковые в E. coli:
P. leiognathi – 28°С, P. luminescens – 40°С, то для
определения уровня рефолдинга люцифераз в
B. subtilis предварительную термоинактивацию фер-
ментов проводили, выдерживая клетки при 46°С

для P. leiognathi и 49°С для P. luminescens в течение
30 мин с аэрацией, при этом активность люцифе-
раз снижалась примерно в 10 раз. В клетках B. sub-
tilis 168 dnaKJ+ наблюдается восстановление ак-
тивности термоинактивированных люцифераз
(как P. leiognathi, так и P. luminescens) примерно до
60–70%, однако такой же уровень рефолдинга
осуществляется и в мутантном штамме B. subtilis
NBS2001 ΔdnaK-dnaJ.

Фолдинг люцифераз в B. subtilis

Для оценки сборки белка в процессе синтеза
(фолдинг) в B. subtilis были использованы термо-
лабильная люцифераза P. leiognathi и термоста-
бильная люцифераза P. luminescens. На рис. 2 и 3
представлены гистограммы синтеза активных лю-
цифераз в клетках B. subtilis 168 и мутантных штам-
мах (с делециями в генах, кодирующих шапероны
DnaKJ и ТФ) при различных температурах инкуба-
ции. На рис. 2 представлены гистограммы интен-
сивности биолюминесценции клеток B. subtilis,
содержащих плазмиду pPfbaA_leoAB с генами
luxAB, кодирующими термолабильную люцифе-
разу P. leiognathi, при OD600 = 0.5 и температурах
28, 37 и 40°С.

Рис. 2. Фолдинг люциферазы P. leiognathi при разных
температурах: а – 28°С, б – 37°C, в – 40°C. Представ-
лена интенсивность люминесценции при OD600 = 0.5
штаммов B. subtilis 168 dnaKJ+, NBS1001 Δtig, NBS2001
ΔdnaK-dnaJ, NBS2002 ΔdnaK-dnaJ; Δtig.
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Рис. 3. Фолдинг люциферазы из P. luminescens при
разных температурах: а – 40°С, б – 46°C. Представле-
на интенсивность люминесценции при OD600 = 0.5
штаммов B. subtilis 168 dnaKJ+, NBS1001 Δtig, NBS2001
ΔdnaK-dnaJ, NBS2002 ΔdnaK-dnaJ; Δtig.
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Как видим, уровень синтеза активной люци-
феразы зависит от наличия шаперонов DnaKJ и
TФ, а также от температуры инкубации. При оп-
тимальной температуре 28°С для проявления ак-
тивности люциферазы, синтез нативного фер-
мента в B. subtilis 168 при OD600 = 0.5 происходит в
40 раз более активно, чем в двойном мутанте
NBS2002 Δtig ∆dnaK-dnaJ в тех же условиях. В
одиночных мутантах NBS2001 ∆dnaK-dnaJ и
NBS1001 Δtig уровень фолдинга активной люци-
феразы также снижен, но в меньшей степени
(синтез активного фермента снижен в 5 раз в
NBS2001 и в 2.5 раза в NBS1001). При инкубации
клеток при более высоких температурах – 37°С
(рис. 2,б) и 40°С (рис. 2,в) одновременно с синтезом
активного фермента происходит термоинактива-
ция белка, что видно на гистограммах по уровню
биолюминесценции. Однако зависимость уровня
фолдинга от активности шаперонов сохраняется,
причем в одиночном мутанте NBS1001 Δtig сниже-
ние синтеза активного фермента менее значи-

тельно по сравнению с таковым при оптимальной
температуре 28°С.

На рис. 3 представлены гистограммы, показы-
вающие интенсивность биолюминесценции кле-
ток B. subtilis, содержащих плазмиду pPfbaA-xenAB
с генами luxAB, кодирующими термостабильную
люциферазу P. luminescens, при OD600 = 0.5 и тем-
пературах 40 и 46°С.

При температуре 40°С (рис. 3,а) в клетках му-
танта NBS1001 Δtig, содержащего только делецию
гена tig, уровень синтеза активного белка пример-
но в 3 раза превышает таковой, характерный для
бактерий дикого типа, при этом почти нет разни-
цы между диким типом и мутантными штаммами
с делецией ΔdnaK-dnaJ (NBS2001) и ΔdnaK-dnaJ;
Δtig (NBS2002). Однако при повышенной темпе-
ратуре 46°С (рис. 3,б) делеция ΔdnaK-dnaJ снижает
уровень синтеза активного фермента по сравне-
нию с диким типом в 2 раза, при этом дополни-
тельная делеция по гену tig еще сильнее снижает
уровень фолдинга, как и в варианте с термола-
бильной люциферазой, но в клетках одинарного
мутанта NBS1001 ∆tig сохраняется повышенный
уровень синтеза активного фермента, примерно в
2 раза выше, чем в диком типе. Нужно также от-
метить, что уровень биолюминесценции в штам-
ме дикого типа при температурах 40 и 46°С прак-
тически одинаков, но заметно отличается в му-
тантных штаммах.

Влияние антибиотиков аминогликозидов
на фолдинг люцифераз в клетках B. subtilis

На рис. 4 представлены экспериментальные
данные зависимости роста клеток B. subtilis (a) и
синтеза люциферазы P. luminescens (б) от времени
инкубации в питательной среде, содержащей
стрептомицин.

Как видим, делеции генов tig и особенно dnaK-
dnaJ значительно снижают как скорость роста по-
пуляции клеток (рис. 4,а), так и синтез активных
форм фермента (рис. 4,б). Что же касается двой-
ного мутанта NBS2002 Δtig ΔdnaK-dnaJ, то при
максимальном снижении скорости роста бакте-
рий в этом штамме наблюдается несколько повы-
шенный уровень синтеза активной люциферазы
по сравнению с таковым в одиночном мутанте
NBS2001 ΔdnaK-dnaJ.

ОБСУЖДЕНИЕ
В грамотрицательных бактериях основная функ-

ция АТФ-независимого шаперона ТФ – фолдинг
вновь синтезируемой полипептидной цепи – тесно
связана с работой рибосомы, с 50S-субъедини-
цей, с которой ТФ формирует прочный комплекс
(основной контакт с белком L23) [32]. Согласно
основной схеме, ТФ, локализованный на рибосо-

Рис. 4. Рост бактерий B. subtilis 168 dnaKJ+ и мутант-
ных штаммов NBS1001 Δtig, NBS2001 ΔdnaK-dnaJ,
NBS2002 ΔdnaK-dnaJ Δtig в присутствии стрептоми-
цина 8 мкг/мл при 37°С за 5 ч (а). Фолдинг люцифе-
разы P. luminescens в присутствии стрептомицина
15 мкг/мл (б). Индукцию проводили при 40°С, стреп-
томицин был внесен в образцы за 5 мин до индукции
1%-ной ксилозой. По оси ординат приведена актив-
ность люциферазы (за 100% принята активность в
штамме B. subtilis 168 dnaKJ+), через 25 мин после на-
чала индукции.
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ме в области рибосомного туннеля, при высво-
бождении полипептидной цепи в цитоплазму
осуществляет первичную сборку белка, заверше-
ние же процесса сборки белка (фолдинг) осу-
ществляют в цитоплазме шапероны DnaKJE и
GroEL/ES [10, 12, 33, 34]. ТФ в процессе первичной
сборки белка, действуя совместно с рибосомой, за-
держивает (замедляет) окончательный фолдинг по-
липептида, значительно понижая вероятность фор-
мирования неправильных (misfolded) конформа-
ций и агрегирования за счет введения в процесс
дополнительных стадий, определяющих частич-
ную раскрутку (unfolding) предварительно со-
бранного домена, с последующим правильным
процессом укладки цепи [11, 35, 36].

ATФ-зависимый шаперон DnaKJE в E. coli
осуществляет в основном рефолдинг неправиль-
но собранных и денатурированных белков, но
также участвует в процессе фолдинга совместно с
ТФ [1]. DnaKJE формирует комплекс с белком в
результате Ван-дер-Ваальсового взаимодействия с
гидрофобными участками в полипептидной цепи
субстрата. С энергетической точки зрения действие
шаперона DnaKJE состоит в совершении работы
против барьера свободной энергии за счет гидро-
лиза АТФ, в результате которой стабильная дена-
турированная форма белка-субстрата с низкой
свободной энергией переходит в процессе рас-
кручивания полипептидной цепи (активность
шаперона – “unfoldase”) в “открытый” конфор-
мер с высокой свободной энергией, который за-
тем может спонтанно перейти в состояние натив-
ного конформера с низкой свободной энергией
[37, 38].

В настоящей работе в качестве белков-суб-
стратов использованы гомологичные ферменты –
бактериальные люциферазы, характеризующиеся
различной термочувствительностью. В работе
[31] было показано, что в клетках E. coli шаперон-
ная активность DnaKJE значительно понижается
с ростом термостабильности белка-субстрата.

Однако согласно данным, представленным на
рис. 1, в грамположительных бактериях B. subtilis
рефолдинг термоинактивированных люцифераз
не зависит от активности шаперона DnaKJE, а
уровень рефолдинга термостабильной и термола-
бильной люцифераз практически одинаков.

В работе [39] было показано, что в клетках
штамма E. coli Δtig ΔdnaKJ (клетки не способны
расти при температуре выше 30°С) образуется
примерно в 10 раз больше белков-агрегатов по
сравнению с таковыми в клетках штамма с оди-
ночной мутацией ΔdnaKJ, что прямо указывает на
кооперативное участие шаперонов ТФ и DnaKJE
в фолдинге синтезируемых на рибосоме полипеп-
тидов. На основании данных, представленных на
рис. 2 и 3, подобный вывод справедлив и для
грамположительных бактерий B. subtilis, так как в

двойном мутанте NBS2002 уровень синтеза ак-
тивных люцифераз значительно снижен по срав-
нению с таковым в клетках штаммов, содержа-
щих одиночные мутации Δtig или ΔdnaK-dnaJ. В
работе [39] также показано, что в клетках E. coli
увеличение внутриклеточной концентрации ТФ
примерно в 4 раза носит летальный характер,
причем не только в мутантных штаммах, но также
и в клетках дикого типа, причем летальность ТФ
связана в основном с формированием агрегата –
белка OmpF (outer membrane porin), который в
процессе синтеза формирует прочный комплекс с
ТФ и не способен поэтому к дальнейшему процес-
сированию, проводимому шаперонами SecB и
SecA. Можно предположить, что наблюдаемое в на-
стоящей работе усиление фолдинга термостабиль-
ной люциферазы P. luminescens в клетках B. subtilis
Δtig по сравнению с таковым в клетках дикого типа
(рис. 3) также связано с формированием прочного
комплекса синтезируемой на рибосоме полипеп-
тидной цепи с шапероном ТФ в результате Ван-дер-
Ваальсового взаимодействия гидрофобных сайтов,
замедляющего фолдинг. Необходимо отметить, что
для термолабильной люциферазы P. leiognathi по-
добного эффекта не наблюдается (рис. 2).

Как видно из данных, представленных на
рис. 4,б, в присутствии аминогликозида стрептоми-
цина в бактериях B. subtilis уровень синтеза активной
люциферазы P. luminescens значительно снижается в
штамме, содержащем делецию ΔdnaK-dnaJ, и в
меньшей степени в мутантном штамме Δtig. От-
метим, что повышения уровня фолдинга люци-
феразы в одиночном мутанте Δtig по сравнению с
таковым в диком штамме (рис. 3) в данном случае
не наблюдается, что указывает на необходимость
шаперона ТФ в проводимом в присутствии ами-
ногликозида фолдинге белка, содержащего боль-
шое количество трансляционных ошибок.

Полученные в настоящей работе результаты, с
использованием на модели бактериальных люци-
фераз, различающихся по термостабильности, по-
казывают, что шаперон DnaKJE в B. subtilis прини-
мает непосредственное участие в процессе синтеза
белка на рибосоме, но в отличие от соответствую-
щего шаперона в клетках E. coli практически не
способен проводить рефолдинг термоинактивиро-
ванных белков. Следовательно, система ATФ-за-
висимых шаперонов в грамположительных бак-
териях значительно отличается по механизму
действия от шаперонов, работающих в грамотри-
цательных бактериях. Согласно нашим предвари-
тельным данным важную роль в системе ATФ-за-
висимых шаперонов в клетках B. subtilis выполня-
ют белки “теплового шока” группы Hsp90.

Работа поддержана государственным задани-
ем № 595-00003-19 ПР.
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DnaK Сhaperone Takes Part in Folding but Not in Refolding
of Thermal Inactivated Proteins in Bacillus subtilis
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The role of DnaKJE and trigger factor (TF) chaperones in folding and refolding of proteins in Bacillus subtilis
is studied. Bacterial luciferases of Photobacterium leiognathi and Photorhabdus luminescens as protein sub-
strates have been used. It is shown that DnaKJE takes part in folding but not in refolding of the thermal in-
activated proteins. It is shown that the TF take part in the synthesis of thermolabile P. leiognathi luciferase,
but significantly decreases the level of synthesis of thermostable P. luminescens luciferase.

Keywords: folding, refolding, chaperone, DnaKJE, trigger factor, streptomycin, mistranslation, bacterial lu-
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