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Вплив генотипу мутантiв Bacillus subtilis

на синтез лектинiв з використанням рiзних джерел

вуглецю

Дослiджено вплив генотипу мутантiв Bacillus subtilis у порiвняннi з природним шта-
мом B. subtilis на синтез лектинiв вiльної та зв’язаної форм з використанням середо-
вищ з рiзними джерелами вуглецю: глюкозою, галактозою та лактозою. Найiстотнiшi
мiжштамовi особливостi зафiксовано на середовищi з галактозою: рiвень продукування
лектинiв або пiдвищувався до 64 разiв, або зменшувався до повної їх вiдсутностi. Вияв-
лено вплив мутацiй в генах recP i recE4 штамiв B. subtilis, що належать до системи
репарацiї/рекомбiнацiї, на динамiку утворення лектинiв вiльної та зв’язаної форм, рi-
вень їх активностi, термiн присутностi в культуральнiй рiдинi та на поверхнi клiтин:
мутацiя в генi recE4 сприяла значному пiдвищенню лектинової активностi на середо-
вищi з галактозою, а мутацiя в генi recP призводила до втрати здатностi бактерiй
продукувати обидвi форми лектинiв. У зв’язку з цим висловлено припущення про ймо-
вiрну причетнiсть бацилярних лектинiв до репаративної функцiї.

Лектини — це бiлки або глiкопротеїни неiмунної природи, якi здатнi специфiчно i зворот-
но зв’язувати вуглеводи та вуглеводвмiснi бiополiмери без порушення їх хiмiчної структу-
ри [1, 2]. Лектини присутнi в усiх живих органiзмiв i мають широкий спектр бiологiчної
активностi. У лiтературi є достатньо даних вiдносно лектинiв рiзного походження, а саме:
їх властивостей, функцiональної ролi, бiологiчної дiї, можливих сфер застосування в рiз-
них галузях бiологiї та медицини тощо [3–8]. Однак на сьогоднi обмеженi вiдомостi щодо
особливостей лектинiв сапрофiтних бактерiй, якi протягом багатьох рокiв дослiджуються
авторами [2, 9, 10].

У даному повiдомленнi наведено результати порiвняльного дослiдження синтезу ле-
ктинiв природним штамом Bacillus subtilis та мутантами B. subtilis, що мають дефекти
в генах системи репарацiї/рекомбiнацiї, залежно вiд джерела вуглецю в живильному се-
редовищi.

Об’єктами дослiдження були природний штам B. subtilis IМВ В-7014 (далi штам
В-7014) — продуцент позаклiтинних сiалоспецифiчних лектинiв, видiлений з шлунково-киш-
кового тракту здорового новонародженого теляти (Українська колекцiя мiкроорганiзмiв
Iнституту мiкробiологiї i вiрусологiї iм Д.К. Заболотного НАН України), а також чотири
мутанти, що складають двi iзогеннi пари: B. subtilis SB25 (hisH2 trpC2 rec+) та B. subtilis

recP149 (hisH2 trpC2 recP), B. subtilis BD170 (thr-5 trpC2 rec+) та B. subtilis BD224 (thr-5
trpC2 recE4 ) (далi SB25, recP149, BD170 та BD224), якi походять вiд грунтового iзоляту
i одержанi з Мiжнародної колекцiї (Колумбус, Огайо, США) [11].

Культивування бактерiй та одержання клiтин i культуральної рiдини (КР) проводили
як описно ранiше на середовищах Гаузе, що вiдрiзнялися за джерелом вуглецю: у контролi
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Рис. 1. Синтез позаклiтинних (1 ) та поверхневих (2 ) лектинiв рiзними штамами B. subtilis на середовищi
Гаузе з глюкозою:
а — B. subtilis IМВ В-7014; б — B. subtilis SB25; в — B. subtilis recP149; г — B. subtilis BD170; д — B. subtilis

BD224

середовище мiстило глюкозу (1%), а в дослiдних варiантах — галактозу (1%) та лактозу
(1%) [9]. Присутнiсть лектинiв визначали в динамiцi росту в звiльненiй вiд клiтин КР (по-
заклiтинна або вiльна форма лектинiв) та на поверхнi нативних клiтин (поверхнева або
зв’язана форма лектинiв) у реакцiї гемаглютинацiї (РГА) з обробленими трипсином та фi-
ксованими глутаровим альдегiдом еритроцитами кроля в серiї двократних розведень [12].
Гемаглютинуючу (лектинову) активнiсть (ГАА) визначали як log2 титру РГА, де log2 титру
РГА 1 дорiвнює 2 гемаглютинуючим одиницям (ГАО), log2 титру РГА 2 = 4 ГАО, log2 ти-
тру РГА 3 = 8 ГАО i т. д. Вiдмiнностi реєстрували за такими параметрами: максимальним
рiвнем продукування лектинiв, початком їх синтезу i формою кривої накопичення лектинiв
та впливом мутацiй на процес бiосинтезу лектинiв.

Згiдно з одержаними даними (рис. 1), динамiка синтезу обох форм лектинiв на середо-
вищi Гаузе з глюкозою характеризувалася мiжштамовими вiдмiнностями. За максимальним
рiвнем лектинової активностi в КР на середовищi з глюкозою штами розподiлились таким
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Рис. 2. Синтез позаклiтинних (1 ) та поверхневих (2 ) лектинiв рiзними штамами B. subtilis на середовищi
Гаузе з галактозою:
а — B. subtilis IМВ В-7014; б — B. subtilis SB25; в — B. subtilis recP149; г — B. subtilis BD170; д — B. subtilis

BD224

чином у порядку зменшення: B-7014 > SB25 (rec+) > BD170 (rec+) > BD224 (recE4 ) =

= recP149 (recP), що вiдповiдало значенням ГАО 64 : 16 : 8 : 2 : 2.
Динамiка лектинової активностi в КР у штамiв з пошкодженою репаративною функ-

цiєю описувалась кривими складної форми, якi мали два (В-7014) або три пiки (SB25,
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Рис. 3. Синтез позаклiтинних (1 ) та поверхневих (2 ) лектинiв рiзними штамами B. subtilis на середовищi
Гаузе з лактозою:
а — B. subtilis IМВ В-7014; б — B. subtilis SB25; в — B. subtilis recP149; г — B. subtilis BD170; д — B. subtilis

BD224

BD170). Мутацiї в генах recP та recE4 iстотно пригнiчували рiвень продукування лектину.
Слiдова лектинова активнiсть у штаму recP149 реєструвалася починаючи з 4 до 16 год,
у штаму з мутацiєю в генi recE4 — з 12 по 48 год росту. Лектини поверхневої форми ви-
явленi в усiх дослiджуваних штамiв. За динамiкою прояву мутанти вiдрiзнялись як вiд
природного штаму, так i мiж собою. За характером прояву ГАА iзогеннi мутанти BD170
(rec+) i BD224 (recE4 ) були подiбнi мiж собою i природним штамом, але iстотно вiдрiз-
нялися вiд пари мутантiв SB25 (rec+) та recP149 (recP). В останньому випадку лектино-
ва активнiсть з’являлась iз значною затримкою (через 36–40 год росту) i не перевищу-
вала 4 ГАО.

Замiна ключового вуглеводу на галактозу спричиняла значне пiдвищення (до 64 разiв)
рiвня продукування обох типiв лектинiв у штамiв В-7014, BD170 (rec+), BD224 (recE4 )
(рис. 2). У штамiв SB25 (rec+) та recP149 (recP) галактоза iстотно пригнiчувала проду-
кування позаклiтинних лектинiв. У штаму SB25 (rec+) максимальний рiвень ГАА в КР
не перевищував 4 ГАО, а у штаму recP149 (recP) лектинова активнiсть не реєструвалась.
Бiльшою мiрою мiжштамовi вiдмiнностi виявлялися у поверхневих лектинiв на середови-
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щi з галактозою. Внаслiдок мутацiї лектинова активнiсть значно зросла i у штамiв BD170
(rec+), BD224 (recE4 ) та SB25 (rec+) перевищила рiвень активностi природного штаму.
Лише у штаму recP149 мутацiя в генi recP призводила до повної втрати лектинової ак-
тивностi.

Застосування дисахариду лактози виявило загальну тенденцiю до пригнiчення лектино-
вої активностi, яка у природного штаму позначилася на синтезi позаклiтинних лектинiв, а
у мутантiв — на синтезi обох форм лектинiв (рис. 3). На фонi незначної активностi лектинiв
мiжштамовi вiдмiнностi мутантiв не мали вираженого характеру.

Таким чином, за даними проведених дослiджень встановлено залежнiсть синтезу по-
заклiтинних i поверхневих лектинiв вiд джерела вуглецю в ростовому середовищi та ге-
нотипу штамiв B. subtilis. Порiвняно з контрольним середовищем, що мiстило глюкозу,
найбiльш вираженi мiжштамовi особливостi зафiксованi на середовищi з галактозою, де
рiвень продукування лектинiв мiг як пiдвищуватись до 64 разiв, так i зменшуватись до
повної їх вiдсутностi; на середовищi з лактозою синтез обох форм лектинiв у всiх випад-
ках значно пригнiчувався. Виявлено вплив мутацiй в генах recP i recE4 штамiв B. subtilis,
що належать до системи репарацiї/рекомбiнацiї, на динамiку утворення лектинiв вiльної
та зв’язаної форм, рiвень їх активностi, термiн присутностi в культуральнiй рiдинi та на
поверхнi клiтин. Мутацiя в генi recE4 сприяла значному пiдвищенню лектинової актив-
ностi на середовищi з галактозою, а мутацiя в генi recP призводила до втрати здатностi
бактерiй продукувати обидвi форми лектинiв. Встановлення впливу мутацiй, якi належать
до системи репарацiї/рекомбiнацiї, на лектинову активнiсть штамiв B. subtilis дозволяє
висловити припущення про ймовiрну причетнiсть бацилярних лектинiв до репаративної
функцiї.
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Influence of Bacillus subtilis mutants’ genotype on lectin synthesis with

use of different carbon sources

We research the different Bacillus subtilis mutants’ genotype influence on the synthesis of extracel-
lular and surface lectins by using the growth medium with different carbon sources in comparison
with natural strain B. subtilis. The biggest interstrain features are seen on a medium with galactose,
where the level of lectin production can rise by 64 times, as well as decrease to the complete absence.
We discovered an impact of a mutation in recP and recE4 genes B. subtilis, which belong to the
reparation/recombination system, on the constitution dynamics of extracellular and surface lectins,
level of their activity, and the duration of their presence in cultural medium and on cell surface. The
mutation in recE4 gene contributed to a considerable increase of the lectin activity on a medium
with galactose; the mutation in recP gene resulted in a loss of the bacterial ability to produce both
lectin forms. The established mutation influence on the lectin activity allowed us to presume a
possible relation of bacillary lectins to the reparation function.
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