Анализ протеома бактерии  L.acidophilus, штамм NCFM.
А.Алипер, студент 1 курса, группа П1.

Введение.

[Русское название]
Русское название бактерии  Lactobacillus acidophilus – Молочнокислая лактобацилла( или молочнокислый стрептококк).
[Таксономия]

Царство Bacteria
   Отдел Firmicutes
      Класс Bacilli
         Порядок Lactobacillales
            Семейство Lactobacillaceae
               Род Lactobacillus
                  Вид Lactobacillus acidophilus
                     Штамм NCFM
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Вид бактерии под микроскопом см. в файле acidophilus.gif(взят с сайта www.theralac.com) . Длина бактерии примерно 2–10 μm, толщина 0,7μm. Соединены в цепочки(поэтому ее и называют молочнокислым стрептококком).
[Среда (среды) обитания  и условия]

Бактерия обитает в более кислой среде, чем большинство остальных бактерий: pH 4-5 или ниже. Оптимальная температура для роста бактерии – от 37°C до 42°C. L. acidophilus 
[Чем интересна человеку, почему ее геном секвенирован]

Геном бактерии  был секвенирован, поскольку он предствляет огромный практический  интерес, поскольку она играет незаменимую роль в деятельности пищеварительной системы. Эти бактерии применяются для производства кисло-молочный продуктов. Есть пищевые добавки содержащие  L. acidophilus, для нормализации работы пищеварительного тракта. 
Они представбяют значительный научный интерес: открытие новых генов, изучение механизмов приспособления к экстремальным условиям, изучение метаболизма некоторых углеводов(например, трегалозы), изучение свойств бактериокинов, изучение регуляции экспрессии генов(например, за счет альтернативных сигма-факторов). 

Для отбора статей, посвященных геному и протеому L.acidophilus, был составлен запрос: (l*acidophilus[title] OR lactobacillus acidophilus[title]) AND (genome or proteome)
По этому запросу было найдено 34 статьи. Наиболее полной статьей по этой теме(на мой взгляд) является:

http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?tool=pubmed&pubmedid=15671160
[(*) Интересные особенности бактерии]

Из 1,864 ORF’s(рамки считывания) только 72.5% функционально классифицированы, а 11.7% остаются неизвестными и 15.8% проявляют сходство с неклассифицированными генами других организмов.. 

В геноме обнаружены 32 определенных повтора из 29 оснований, видимо обеспечивающих продукцию каких-то уникальных для этого организма белков. 
Огромное значение для исследователей имеет содержание GC оснований. В геноме данной бактерии были обнаружены два  GC региона в районе 1.75 Mbp от начала цепи, кодирующих ферменты, ответственные за  продукцию экзополисахаридов. 
Обнаружен 61 вид тРНК, для 21 аминокислоты. Гены рибосомальных белков расположены в районе 260 kb.

Очень интересной особенностью является продукция этой бактерией особых веществ – бактериокинов. Бактериокины – это небольшие пептиды, вовлеченные в процесс антогонизма (конкуренции) у бактерий. Т.е. бактериокины имеют общее антимикробное действие. Лактакин B относится ко II классу бактериокинов и продуцируется именно L. acidophilus NCFM. За продукцию лактакина B отвечают 12 генов (расположены в регионе 9.5-kb от начала цепи). 

У L. acidophilus цикл Кребса проходит не полностью. Также данный штамм способен к образованию ионов аммония в ходе реакции превращения L-глутамина в L-глутамат, а также в ходе реакции превращения L-аспарагина в L-аспартат.

L. acidophilus способна синтезировать большинство витаминов и кофакторов, таких как рибофлавин, витамин B6, никотиновая к-та, никотинамид, биотин и фолат.

На основание анализов, проведенных в культуре над L. acidophilus NCFM, показано в культуре этот организм проявляет ауксотрофные черты. Он ауксотрофичен к 16 аминокислотам, большинству витаминов и кофакторов (даже таких как пантотеновая кислота, CoA – коэнзим А   и   CoQ – убихинон), а также к UTP и dTTP. Такой высокий уровень ауксотрофности говорит о потребности этой бактерии в определенных компонентах синтетической среды для выращивания.

Значительная ауксотрофность к аминокслотам, обнаруженная у L. acidophilus NCFM, согласуется с наличием большого количества протеаз и связанными системами транспорта аминокислот и белков. В ходе анализа в культуре было выявлено 9 АТФ-связывающих транспортера (АВС)-типа, переносящих как аминокислоты так и олигопептиды. Также были выявлены 2 ди- и олигопептидных транспортных системы (oppA, -B, и -C). Из них OppA обнаружен в периплазме (пространство, которое можно назвать «лизосомой грамположительных бактерий»). Также был обнаружен отдельный транспортер (АВС)-типа переносящий спермидин и путресцин (наиболее необычен из из этих белков спермидин, который вместе со спермином и ионами Mg выполняет функцию гистонов эукариот, связываясь с молекулой ДНК и стабилизируя её структуру).

Экстремальные условия. В геноме L. acidophilus закодировано некоторое количество белков, включающие несколько протеаз,  ответственных за стрессовый ответ. Ярким примером адаптации к экстремальным условиям является устойчивость к кислой среде обитания. Подобная устойчивость объясняется наличием протонных помп, процесс декарболизации аминокислот и шапероны, вовлеченные в процесс восстановления/деградации поврежденных белков. Также была обнаружена F1F0-ATФаза, отвечающая за синтез АТФ и кодируемая атф опероном. Также выявлены гены, кодирующие некоторые декарбоксилазы, например орнитин-декарбоксилаза, которая тоже играет определенную роль в устойчивости к кислой среде. Также L. acidophilus способен продуцировать супероксиддисмутазу, отвечающюю за инактиващию  активных форм кислорода.

Адаптивная регуляция. Адаптивная регуляция у L. аcidophilus осуществляется в основном за счет альтернативных сигма-факторов. Сигма-фактор – это структурный компонент РНК-полимеразы, ответственный за специфическое узнавание промотора и за прочное  присоединение к нему других белков РНК-полимеразы(напомним, что РНК-полимераза состоит из кор-фермента и сигма-фактора). Сигма-фактор освобождается, когда будут синтезированы 8-9 оснований в цепи РНК. Таким образом за счет сигма-фактора осуществляется специфичность экспрессии генов.

Функционирование альтернативных сигма-факторов часто происходит при кардинальных перестройках экспрессии генов, например в ответ на изменение образа жизни бактерии при переходе к споруляции или сильном изменении условий окружающей среды.

У L. acidophilus обнаружен один главный сигма-фактор RpoD и один альтернативный минорный сигма-фактор RpoE.
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Геном и протеом S.simplicita  

[Статистические данные о геноме]

Статистические данные о геноме приведены в табл.1 Они взяты с сайта http://www.ebi.ac.uk/genomes/bacteria.html

Табл.1 Статистические данные о геноме S.simplicita
	Хромосома или плазмида
	Число пар нуклеотидов
	Число генов
	Суммарная длина генов (% от длины хромосомы или плазмиды) 
	Суммарная длина межгенных промежутков (%)
	GC состав (%)

	хр.1 кольцевая
	1993564
	1862
	88,13%
	12%
	34.7%


[(*) Длины межгенных промежутков]

Я вычислил длины межгенных промежутков в единственной двухцепочечной хромосоме(расчеты см. файл L_acido_chr_table.xls).
Оказалось что средняя длина межгенных промежутков составляет 126,9 п.о., тогда как средняя длина генов составляет 943,57 п.о.. Такие данные  говорят о значительно большей длиной генов п о сравнению с межгенными промежутками. Это является одним из отличительных признаков прокариот. Они не содержат такого большого количества junk’a как эукариоты  =). Существование межгенных промежутков может быть связано с выполняемой ими функцией защиты от мутаций.
Мною была замечена особенность. Между некоторыми генами длины межгенных промежутков отрицательные!! Это может быть связано с тем, что анализ генома бактерии проводился компьютерной программой, анализирующей нуклеотидную последовательность. Помимо собственных генов бактерии она может находить в её геноме и гены других организмов, имеющихся в базе данных. В итоге собственные гены могут наслаиваться на гипотетические гены других организмов, что и дает в итоге отрицательные межгенные промежутки. Существование нескольких рамок считывания вполне возможно. Но в одном случае длина межгенного промежутка оказалась равной -3!!
Это говорит о том, что следующий белок будет начинаться со стоп кодона предыдущего(в том числе UGA , однако UGA помимо функции стоп-кодона еще выполняет функцию кодирования селеноцистеина), но это невозможно. Видно на оценку этой ситуации программа не рассчитана =)
[(*) Распределение генов по двум цепям ДНК] 
54,72% генов одной хромосомы расположены на одной цепи ДНК.

Подсчет, проведенный с помощью Excel, говорит о значительном различии состава двух

цепочек(расчеты см. файл L_acido_chr_table.xls). Расчет проводился согласно формуле:
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; значение параметра n>1 => распределение генов в хромосоме не равномерное.
 [Длины белков]

По данным с сайта http://www.ebi.ac.uk/genomes/bacteria.html число белков протеома L.acidophilus совпадает с числом генов.  Это удивительное совпадение объясняется наличием между генами знаков препинания(стоп-кодонов).
Типичная длина белка 50-500 а.о.
Самым маленьким белком является гипотетический протеин, состоящий из 27 а.о., существование которого не доказано(но ген этого белка существует). Самым маленьким белком с известной функцией является энтеролизин А. 

Самым большим белком является протеин Mub(Mucus binding protein), по видимому участвующий в осуществлении соединения клеток в цепочках или прикрепление к различным поверхностям, а также участвует в формировании слизистого чехла бактерии. Слизистый чехол защищает клетку от механических повреждения, высыхания, создает дополнительный осмотический барьер и служит препятствием для проникновения фагов.

[Гистограмма длин белков]

(*)  Я построил гистограмму длин белков L.acidophilus NCFM (расчеты см. файл L_acido_chr_table.xls). Предлагаю следующее деление белков по их размеру (табл.2)

Табл.2 Распределение протеома L.acidophilus по категориям на основании их размера, исчисляемого в числе а.о.

	Категория
	Критерий
	Число белков (%)

	Маленькие 
	< 50 а.о
	54 (2,9%)

	Средние
	50-500
	1559 (83,72%)

	Большие
	500-2000
	245 (13,15%)

	Очень большие
	>2000
	4 (0,214%)



Как видно основную массу белков составляют средние по размеру белки. При чем самым маленьким белком является гипотетический протеин, состоящий из 27 а.о., существование которого не доказано(но ген этого белка существует). Самым маленьким белком с известной функцией является энтеролизин А. 

Самым большим белком является протеин Mub(Mucus binding protein), по видимому участвующий в осуществлении соединения клеток в цепочках или прикрепление к различным поверхностям, а также участвует в формировании слизистого чехла бактерии. Слизистый чехол защищает клетку от механических повреждения, высыхания, создает дополнительный осмотический барьер и служит препятствием для проникновения фагов.
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