Основные результаты работы за 2014-2015 годы
Направление 42. Биологическое разнообразие


Результаты сравнительного изучения морфологических, физиологических и молекулярно-биологических характеристик, а также скрещивания культур дрожжей, выделенных в различных регионах северного и южного полушарий Земли, продемонстрировано существование видов-убиквистов среди свободноживущих дрожжей, заселяющих значительно удаленные друг от друга регионы (наряду с обнаруживаемой таксономической гетерогенностью многих видов, считавшихся ранее космополитами и представляющими собой комплексы видов). Полученные данные свидетельствую, что большие расстояния не являются препятствием для распространения свободно живущих дрожжей, в т.ч., путем их переноса воздушными массами и морскими течениям. Выживание и наличие одних и тех же видов в различных регионах Земли определяют климатические условия, физико-химические и биотические характеристики конкретных  мест обитаний (д.б.н. В.И. Голубев.)


Впервые получены данные о разнообразии архей в многолетнемерзлых отложениях Арктики возраста 6-25 тыс. лет с использованием методов метагеномики (гены 16S рРНК, mcrA). Доминирующая группа метаногенных архей представлена известными и новыми родами и видами 4-х порядков (Methanomicrobiales, Methanobacteriales, Methanococcales и Methanocelles). Получены доказательства ранее высказанной авторами гипотезы о преобладании в многолетнемерзлых породах гидрогенотрофного метаногенеза (в отличие от мерзлых почв, где метан образуется по ацетокластическому пути) и аргументы в пользу биогенного происхождения метана в вечной мерзлоте Арктики (к.б.н. В.А. Щербакова).

Направление 55. Биохимия, физиология и биосферная роль микроорганизмов


На основе МАЛДИ масс-спектрометрии и анализа «housekeeping» генов (gyrB, recA, rpoB,  ppk) у 60 штаммов разработан метод ускоренной идентификации актинобактерий родов Clavibacter и Rathayibacter, включающих, преимущественно, фитопатогенные виды. Метод позволяет быстро и с высокой степенью точности идентифицировать штаммы вышеупомянутых родов на уровне вида/подвида, а также обнаруживать представителей новых таксонов, что актуально как для решения практических задач (фитопатология, фитосанитарный контроль и т. д.), так и фундаментальной науки (оценка  микробного разнообразия, вопросы эволюции, экологии) (д.б.н. Л.И. Евтушенко).

Доказана меланиновая природа пигмента у умеренно термофильных метанотрофов рода Methylocaldum, установлен путь его биосинтеза и участие в адаптации к флуктуациям температуры и окислительному стрессу (д.б.н.. проф. Ю.А. Троценко).


С использованием специально разработанных методов проведена идентификация нового фермента первичной атаки органофосфонатов у бактерий – глифосат-оксидоредуктазы, оценка его активности в клеточных гомогенатах и определение кинетических характеристик. Выявлено функционирование двух альтернативных путей деструкции органофосфонатов у бактерий – С-Р лиазы и метаболической ветви глифосат-оксидоредуктаза - фосфонатаза, активизируемых в зависимости от типа С-Р связи у органофосфонатов как источников фосфора. (д.б.н. А.А. Леонтьевский)..

Установлена различная роль двух полифосфатаз дрожжей (PPX1 и PPN1) в метаболизме полифосфатов: PPX1 не принимает непосредственного участия в метаболизме полифосфатов, тогда как PPN1 ответственен как за фрагментацию длинноцепочечных полимеров до более коротких, так и за полный гидролиз до ортофосфата. Гены, кодирующие эти ферменты, имеют ортологи в геноме человека, что и определяет необходимость изучения их функций и поиска альтернативных субстратов (д.б.н. Т.В. Кулаковская).
Направление 57. Структура и функции биомолекул и надмолекулярных комплексов, протеомика, биокатализ


С помощью рентгеноструктурного анализа и математического моделирования впервые в мире расшифрованы нативные и в комплексах с субстратами структуры ключевых ферментов бактериальных штаммов-деструкторов ксенобиотиков (хлорированных и полиароматических соединений). Полученные данные позволили детально расшифровать механизмы последовательных реакций разложения ксенобиотиков, осуществляемых ферментами подобных классов: гидроксилирования полиароматических соединений, расщепления ароматического кольца, дехлорирования и изомеризации интермедиатов расщепления ароматических соединений (д.б.н., проф. Л.А. Головлева).

Охарактеризована новая гликозилгидролаза, участвующая в процессинге кислого экзополисахарида (ЭПС) у симбиотических бактерий Rhizobium leguminosarum. Полученные приоритетные данные свидетельствуют о том, что наличие неуглеводных заместителей в структуре ЭПС влияет на образование низкомолекулярных форм полисахарида (экзоолигосахаридов), необходимых для дифференцировки свободноживущих бактерий в бактероидные формы (к.б.н. Т.В. Ивпшина). 
Направление 62. Биотехнология 

Впервые установлена возможность применения лакказ-медиаторных систем для окисления 3β-гидроксистероидовандростанового и прегнанового ряда. Разработан метод получения 11альфа-гидроксиандростендиона из фитостерина. Разработан способ трансформации ацетата кортикостерона культурой Absidiacoerulea (д.б.н. М.В. Донова).
Получены маркерные мутанты грибов Penicillium funiculosum и проведена их транс-формация плазмидами рSTA10 и рPrCBH-βGluAsp c целью повышения активности β-глюкозидазы. В результате созданы рекомбинантные штаммы с активностью в 5-6 раз выше, чем у реципиентного. Оптимизация состава среды и условий ферментации позволили повысить продуктивность трансформантов в 15-17 раз (к.б.н. О.Н. Окунев)
Впервые в макете микробного биотопливного элемента (БТЭ) в качестве биоматериала использованы мембранные фракции бактерий рода Gluconobacter, представляющие конгломераты PQQ-зависимых дегидрогеназ и обладающие их каталитическими свойствами. Мембранные фракции иммобилизованы на электроды, полученные из графеноподобного наноматериала (терморасширенного графита), что позволило получить БТЭ с удвоенной удельной мощностью (~ 10 мкВт/см2) по сравнению с контрольной. Впервые для БТЭ создан макет по накоплению электрической энергии с помощью конвертера постоянного напряжения. Исходное значение 0,5 В поднимали до результирующего напряжения 3,1 В, которое сохраняли на конденсаторе емкостью 6000 мкФ. Созданные макеты определяют возможный путь миниатюризации БТЭ и его практического использования (д.х.н., проф. А.Н. Решетилов).
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Направление 55. Биохимия, физиология и биосферная роль микроорганизмов

Завершен важный этап многолетних работ и исследований, направленных на достижение Всероссийской коллекцией микроорганизмов (ВКМ) уровня мировых стандартов по всем видам коллекционной деятельности. Решены основные научно-техническик задачи по трансформации ВКМ в Биологический ресурсный центр (БРЦ) мирового уровня: от обеспечения гарантированного сохранения фонда – крупнейшего в России по показателям видового разнообразия и одного из крупнейших по общей численности (20000 культур), до информационного сопровождения объектов хранения и организационно-методического обеспечения создания микробного БРЦ немедицинского профиля. Работы выполнены с учетом рекомендаций ОЭСР и международного опыта деятельности БРЦ, в оперативном взаимодействии с ведущими БРЦ Европы и Международным центром данных по микроорганизмам, действующим под эгидой Всемирной федерации коллекций культур (д.б.н. Л.И. Евтушенко).
Из природных биотопов выделены 18 представителей новых форм ультрамикробактерий (УМБ). Изучение ультратонких срезов показало, что по тонкому строению оболочек новые формы УМБ подразделяются на грамотрицательные и грамположительные формы. Установлено, что для изученных штаммов характерен небольшой размер генома (2,4-1,7 Mb). Проведена инвентаризация набора клеточных структур (на уровне органелл и органоидов) у 15 модельных штаммов различных видов свободноживущих УМБ. Установлена связь минимизации размеров клеток с редукцией у УМБ включений и вторичных клеточных структур. Разработаны способы получения герметизованных магнитотактных наноконтейнеров на основе бактериальных наноклеток для адресной доставки лекарственных средств в определённые локусы органов и тканей животных (д.б.н., проф. В.И. Дуда).
Из Пущинских очистных сооружений выделено более 250 штаммов, устойчивых к 2 и более антибиотикам в различных сочетаниях. Изолировано 10 плазмид резистентности к тетрациклину, стрептомицину и гентамицину. В результате конъюгационных скрещиваний установлен плазмидный контроль резистентности к тетрациклину еще у 10 штаммов флуоресцирующих псевдомонад (к.б.н. И.А. Кошелева)
Направление 57. Структура и функции биомолекул и надмолекулярных комплексов, протеомика, биокатализ

Впервые получена конструкция, содержащая полноразмерный ген эндонуклеазы рестрикции Ecl18kI с пришивкой части гена, кодирующего N-концевой ДНК-связывающий домен эндонуклеазы EcoRII, уникальной по своим свойствам и являющейся эволюционным интермедиатом среди специфических эндонуклеаз, рекомбиназ и транспозаз. Создан уникальный жизнеспособный штамм E.coli, продуцирующий рекомбинантную эндонуклеазу рестрикции, оптимизирована методика индукции гибридного гена и выделения активного гибридного белка в штамме–продуценте. Получены новые данные, подтверждающие, что конвергентная транскрипция с промотора гена МТ ecoRII может существенно влиять на экспрессию гена ЭР ecoRII. Описан принципиальный механизм переключения экспрессии генов системы рестрикции-модификации Cfr9I и построена модель регуляции этой системы (к.б.н. М.В. Захарова).

Направление 62. Биотехнология 

Впервые в мировой практике проведена имплантация микробного биотопливного элемента в организм лягушки Rana temporaria. Электроды (размер 8×5×0.5 мм) были созданы на основе бактерий рода Gluconobacter, иммобилизованных на наноматериале - терморасширенном графите. Напряжение на выходных клеммах топливного элемента (~50 мВ) и время его наработки (7-12 мин) находились в пределах, достаточных для практического использования в гибридных системах и соответствовали таковым, описанным в литературе по имплантации биотопливных элементов в другие организмы (улитки, лобстеры). Дальнейшие работы направлены на оценку возможности улучшения этих параметров (д.х.н., проф. А.Н. Решетилов).

На основе бактериолитического фермента Л5 грамотрицательной бактерии Lysobaceter sp. XL1 и фосфолипидов, полученных из внешнемембранных везикул этой бактерии, сконструирован липосомальный антимикробный препарат. Первые испытания показали высокое антимикробное действие препарата на штаммы грамположительных бактерий, множественноустойчивых к антибактериальным препаратам. В дальнейшем будет изучено лечебное действие нового препарата на модельной инфекции у белых мышей, вызванной множественноусточивым штаммом стафилококка (MRSA) (к.б.н. Н.В. Васильева).

Разработан и масштабирован до уровня лабораторных биореакторов (объем 10 л) эффективный способ получения 3β,7α-дигидроксиандрост-5-ен-17-она на основе селективного 7α-гидроксилирования дегидроэпиандростерона культурой Fusarium graminearum. Способ обеспечивает высокий (свыше 70 %) выход целевого продукта при нагрузке субстрата 20 г/л. Разработана процедура выделения и очистки, обеспечивающая получение кристаллического продукта с чистотой свыше 97 % (д.б.н. М.В. Донова).
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Направление 55. Биохимия, физиология и биосферная роль микроорганизмов

Завершен важный этап многолетних работ и исследований, направленных на достижение Всероссийской коллекцией микроорганизмов (ВКМ) уровня мировых стандартов по всем видам коллекционной деятельности. Решены основные научно-техническик задачи по трансформации ВКМ в Биологический ресурсный центр (БРЦ) мирового уровня: от обеспечения гарантированного сохранения фонда – крупнейшего в России по показателям видового разнообразия и одного из крупнейших по общей численности (20000 культур), до информационного сопровождения объектов хранения и организационно-методического обеспечения создания микробного БРЦ немедицинского профиля. Работы выполнены с учетом рекомендаций ОЭСР и международного опыта деятельности БРЦ, в оперативном взаимодействии с ведущими БРЦ Европы и Международным центром данных по микроорганизмам, действующим под эгидой Всемирной федерации коллекций культур (д.б.н. Л.И. Евтушенко).
Из природных биотопов выделены 18 представителей новых форм ультрамикробактерий (УМБ). Изучение ультратонких срезов показало, что по тонкому строению оболочек новые формы УМБ подразделяются на грамотрицательные и грамположительные формы. Установлено, что для изученных штаммов характерен небольшой размер генома (2,4-1,7 Mb). Проведена инвентаризация набора клеточных структур (на уровне органелл и органоидов) у 15 модельных штаммов различных видов свободноживущих УМБ. Установлена связь минимизации размеров клеток с редукцией у УМБ включений и вторичных клеточных структур. Разработаны способы получения герметизованных магнитотактных наноконтейнеров на основе бактериальных наноклеток для адресной доставки лекарственных средств в определённые локусы органов и тканей животных (д.б.н., проф. В.И. Дуда).
Из Пущинских очистных сооружений выделено более 250 штаммов, устойчивых к 2 и более антибиотикам в различных сочетаниях. Изолировано 10 плазмид резистентности к тетрациклину, стрептомицину и гентамицину. В результате конъюгационных скрещиваний установлен плазмидный контроль резистентности к тетрациклину еще у 10 штаммов флуоресцирующих псевдомонад (к.б.н. И.А. Кошелева)
Направление 57. Структура и функции биомолекул и надмолекулярных комплексов, протеомика, биокатализ

Впервые получена конструкция, содержащая полноразмерный ген эндонуклеазы рестрикции Ecl18kI с пришивкой части гена, кодирующего N-концевой ДНК-связывающий домен эндонуклеазы EcoRII, уникальной по своим свойствам и являющейся эволюционным интермедиатом среди специфических эндонуклеаз, рекомбиназ и транспозаз. Создан уникальный жизнеспособный штамм E.coli, продуцирующий рекомбинантную эндонуклеазу рестрикции, оптимизирована методика индукции гибридного гена и выделения активного гибридного белка в штамме–продуценте. Получены новые данные, подтверждающие, что конвергентная транскрипция с промотора гена МТ ecoRII может существенно влиять на экспрессию гена ЭР ecoRII. Описан принципиальный механизм переключения экспрессии генов системы рестрикции-модификации Cfr9I и построена модель регуляции этой системы (к.б.н. М.В. Захарова).

Направление 62. Биотехнология 

Впервые в мировой практике проведена имплантация микробного биотопливного элемента в организм лягушки Rana temporaria. Электроды (размер 8×5×0.5 мм) были созданы на основе бактерий рода Gluconobacter, иммобилизованных на наноматериале - терморасширенном графите. Напряжение на выходных клеммах топливного элемента (~50 мВ) и время его наработки (7-12 мин) находились в пределах, достаточных для практического использования в гибридных системах и соответствовали таковым, описанным в литературе по имплантации биотопливных элементов в другие организмы (улитки, лобстеры). Дальнейшие работы направлены на оценку возможности улучшения этих параметров (д.х.н., проф. А.Н. Решетилов).

На основе бактериолитического фермента Л5 грамотрицательной бактерии Lysobaceter sp. XL1 и фосфолипидов, полученных из внешнемембранных везикул этой бактерии, сконструирован липосомальный антимикробный препарат. Первые испытания показали высокое антимикробное действие препарата на штаммы грамположительных бактерий, множественноустойчивых к антибактериальным препаратам. В дальнейшем будет изучено лечебное действие нового препарата на модельной инфекции у белых мышей, вызванной множественноусточивым штаммом стафилококка (MRSA) (к.б.н. Н.В. Васильева).

Разработан и масштабирован до уровня лабораторных биореакторов (объем 10 л) эффективный способ получения 3β,7α-дигидроксиандрост-5-ен-17-она на основе селективного 7α-гидроксилирования дегидроэпиандростерона культурой Fusarium graminearum. Способ обеспечивает высокий (свыше 70 %) выход целевого продукта при нагрузке субстрата 20 г/л. Разработана процедура выделения и очистки, обеспечивающая получение кристаллического продукта с чистотой свыше 97 % (д.б.н. М.В. Донова).
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