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РЕГУЛЯЦИЯ ЭКСПРЕССИИ ГЕНА УРИДИНФОСФОРИЛАЗЫ 
У ESCHERICHIA COLI

А. С. МИРОНОВ

Изучена экспрессия гена udp в юном? бактерий ։:к>15 на фоне различных мутаций, 
затрагивающих структурный ген tnelE Показано, что в отличие от точковой мутации 
п>еШ ннссрция metE: :Тп5 супресснрует эффект мутации г1ю!5 на экспрессию rvtta 
udp. восстанавливая его чувствительность к действию специфических эффекторов—бел­
ка-ре :|!сссо|К1 cytR и комплекса цАМФ—CRP. На основании полученных данных де­
лается включение о том, что в геноме бактерий rholo экспрессия юна udp осуществ­
ляется под контролем промотора metE.

Ключевые слова: ген уридинфосфорилазы. регуляция экспрессии гена.

Структурный ген udp, контролирующий синтез фермента уридин- 
•фосфорнлазы (УДФ), расположен в районе 85 млн хромосомной карты 
Escherichia coli. Нромоторная область гена udp локализуется в участ­
ке. примыкающем к гену metE, т. е. транскрипция гена udp осуществля­
ется но часовой стрелке карты Е. coli [1. 4]. Экспрессия гена udp на­
ходится под негативным контролем регуляторного локуса cylR. колиру­
ющего синтез белка-репрессора [13].

Низкомолекулярными, эффекторами белка cytR служат цитидин 
(CR) и аденозин [8. 13]. Выражение гена udp подвержено строгой ка­
таболитной репрессии, о чем свидетельствует практически полное подав­
ление активности его промотора на фоне мутаций по адснилатциклазе 
(суа) или белку-рецептору циклического ЛМФ (стр) [5, 9, 12].
‘ Важную роль в регуляции экспрессии гена udp играет фактор тер­
минации транскрипции rho. Показано, что присутствие в геноме бакте­
рий мутации Г11015 is обусловливает полуконститутивный синтез УДФ, 
причем усиление экспрессии гена udp сопровождается нарушением регу­
ляции с участием белка cytR и комплекса цАМФ—CRP. На основании 
этих данных было сделано заключение о том, что в геноме rhol5 экс- 
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.пр.ессмя гена шЗр осуществляется за счет сквозной транскрипции с 
внешнего, более сильного промотора [2, б].

Кроме того показано, что активность .УДФ, находящейся под кон­
тролем внешнего промотора, снижается в 2—3 раза при выращивании 
бактерий на минимально»”։ среде в присутствии Ь-мстнОнниа [6]. Эти 
данные позволяют предположить, что усиление экспрессии ген:։ ш!р в 
геноме г1ю15 обусловлено сквозной транскрипцией этого гена, иници­
ируемой с промотора соседнего гена п։е1Е.

Для проверки этого предположения мы изучили влияние мутаций, 
затрагивающих структурны»։ ген шс1Е, включая мутации, обусловлен­
ные интеграцией в этот ген транспозонов Тп5 и То 10, на экспрессию 
гена т:р в геноме бактерий г!ю15. Результаты, представленные в на­
стоящей статье, показывают, что в отличии от точковой мутации ше1Е 
иисерции тё(Ё: :Тп5 или тё1Е::Тп10 супрессируют действие мутации 
г1ю15 па экспрессию гена ш1р, восстанавливая чувствительность его 
промотора к специфическим эффекторам—белку суШ и комплексу 
цАМФ СИР.

Материал и методика Бактериальные штаммы, использованные а работе, и их 
теистическая характеристика представлены в табл. I Состав используемых в рабо­
те сред и концентрации необходимых добавок описаны и работе Гб] Трансдукцнон- 
ные скрещивания проводили с помощью фага Р1 по Миллеру [3]. Для определенна 
активности УДФ бактерии выращивали и жидкой минимальной среде Адамса с пеоб. 
•.однмымц добавками и глюкозой и качестве источника углерода при 33՜ В яигарнф- 
мнческой фазе роста клетки осаждали центрифугированием н разрушали ультразву­
ком для получения бесклеточных экстрактов, Индукторы—цитидин (2 мМ) и цАМФ 
(ЗмМ) добавляли за 2 ч до прекращения роста бактерии. Активность УДФ опреде 
л!>ли спектрофотометрически по изменению поглощения при 290 им при распаде уриди­
на до свободного урацила [14]. Активность УДФ выражена и сд/мг белка. За еди­
ницу акгпвностк принимали количество превращенного субстрата о мкМ за I мин при 
37°; в таблицах представлены средние значения двух-грех определений Белок ищм-дс 
ляли по Лоури с со,авт [11]

Результаты и обсуждение. Интеграция транспозонов в бактериаль­
ные опероны вызывает строгий полярный эффект на экспрессию гелоз, 
расположенных дистальнее от сайта интеграции, из-за присутствия в 
транспозонных структурах терминирующих транскрипцию сигналов 
[10]. Поэтому мы предположили, что если экспрессия гена пс1р в гено­
ме г1ю!5 действительно обусловлена сквозно»՝՞։ транскрипцией с промо­
тора гена шсЧЕ, то интеграция транспозона в последовательность по­
следнего гена должна прервать транскрипцию, восстанавливая чувстви­
тельность промотора иг1р к действию белка су1К и комплекса цАМФ— 
СКР. В то же время присутствие в структурном гене пте1Е обычной точ­
ковой мутации, вероятно, не должно существенно сказываться на ха­
рактере экспрессии гена щ|р в геноме гЬо15 штамма.

Для изучения влияния мутаций по структурному гену п։е1Е на экс­
прессию гена ц<1р в геноме г!ю15 мы сконструировали на основе штам 
ма АМО56 с помощью трансдукции фагом Р1 серию изогенных штам 
моа, содержащих различные комбинации мутаций по генам гйо, суЩ, 
суд. пюАЕ (табл. I).
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Т а 6 л и и а I
Штаммы Е. со11 К-12, использованные в работе

И,'та мм Генагип Источник

530 ага!) (згаАВ0|С- 1еи)А7679 1«с^х74 С. Браун (США)

£3111 йа!К Ну: :ТпЮ

БВК040 Н։у те։Е: : Тп5 К. Берг (США)
КК4349 Пу те։В ргоВ еША 1Н5 1ас гр$1. те!Е: : Ти10 Р. Кгднер (США)

тс1Е: : ТпЮ
АМ056 НН ирр 14
АМ058 ПН иррАсуа У'а! г 161

АМ059 ПИ иррА суа гЬо15 Уа1—г (61

АМ357 НН ирр гИо!5 7а1—г 161
АМ440 1Ы ирр хпсгЕ (И
АМ441 ЛН ирр те1Е г!1015 Х'е!— г АМ357/ АМ44О
АМ 1000 (1Н ирр су (R 16|
АМ1001 ПН ирр су!Й гЬо15 Уа1 I АМ357 ХАМ 1000
АМ1002 ПН ирр су։ИА суа Уа1—г АМ058ХАМ1000

АМ1003 ПН ирр суШДсуа гЬо!5 У’а1- г АМ059Х АМ 1000

АМ1004 (Ы ирр теШАсуа Уа1—г АМ058ХАМ440

АМ 1005 11Н ирр пкнЕАсуа гКо!5 Уа1- г АМ059ХАМ440

АМ 1006 ПН ирр П161Е ։ ։ Тп5 БВК040хАМ056
АМ 1007 ПН ирр ше։Е'. : Тп5 гЪо15 У’а! г АМ357ХАМ1005
АМ 1008 1Ы ирр гпс1Е: :Тп5Асуа \՝а1 —г $ВК040ХАМ058

АМ 1009 ПН ирр гпесЕ: :Тг.5Асуа гЬо15Уа1—г 5ВК040ХАМ059

АМ 1010 Пн ирр су։Г< те։Е: :Тп5 5ВК040Х АМ 1000
АМ1011 ПН ирр су։К те1Е: ։ Тг.5 гЬэ 15 \га1- г АМ357ХАМ1010
А М1012 ։Й1 ирр су1Х гпе։Е: :Тл5Асуа Уа1—г 5ВК040Х АМ 1002

АМ 1013 НН ирр су!Й п-.е1Е: ։Ти5Дсуа гЬо15 Уа1 —г БВКО4ОХЛМ1ООЗ

В табл. 2 приведены результаты определения активности УДФ в 
бесклеточных экстрактах этих штаммов при выращивании бактерий 
как в обычных условиях, так и в присутствии индукторов-СК и п.ЛМФ. 
Из этих данных прежде всего следует, что в геноме бактерий те1+ 
мутация гпо!5 обусловливает полуконститутивный синтез УДФ незави­
симо от аллельного состояния генов суа и су1К. Действительно, штаммы, 
содержащие мутацию > 1ю15:АМ357 суШ * суа*. АМ059 су1Р ‘ суа, 
АМ 1001 су»й суа ь и АМ 1003 су1К суа, обнаруживают очень близкие 
значения активности УДФ (от 814 до 1211 сд/мг), в то время как у 
контрольных штаммов гйо * мутация су1И вызывает .15-кратную дерсп- 
рессию синтеза УДФ (штамм АМ 1000), а мутация суа, напротив, по­
давляет экспрессию гена нбр в штамме АМ 1002. В соответствия с этим 
добавление и в дукторов-СК и пАМФ практически не влияет на актив- 
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Активность УДФ у штаммои rholS и rho+, несущих регуляторные мутапнн суа и 
cytR. а также мутации metE (точковая) и metE: :Тп5

Таблица 2

Сравниваемые 
штаммы

Генотип по локусам 
суа, cytR, metE Инцукгор

Активность УДФ. 
ел мг, в геноме

rho 15 rho*'

ДМ357 дикий тип — 1112 116

н АМ056 CR+нМАФ 1235 1268

АМО59 АСув — 1104 139

и АМ058 CR+иАМФ 958 762
АМ 1001 cytR — 1211 1555

и АМ 1000 цАМФ 1363 1610

AM1Q03 eytRAcya — 314 121
и АМ 1002 цАМФ 1087 862

АМ441 metE — 574 132
и АМ44О CR+ВАМФ 617 896

АМ1005 metEAcya — 538 128

я АМ1С04 CR+иАМФ 614 1078
АМ 1007

metE t »Tn5
— 190 134

и АМ 1006 CR+иАМФ 489 968

АМ 1009 melE: :Тя5Дсуа — 140 154
и АМ 1008 CR+иАМФ 469 965
АМЮП

metE : : Tn5 cytR
— 603 830

м АМ 1010 цАМФ 862 1372
АМ 1013 metE : : Tn5 cylRAcya — 147 115

и АМ1012 цАМФ 591 1214

ность УДФ у всех четырех исследуемых штаммов rho (табл. 2). Таким 
образом, в геноме бактерий met * мутация rho 15 практически полно­

стью подавляет чувствительность промотора гена uclp к действию белка 
•cy.LR и комплекса цАМФ—СКР.

Характер экспрессии гена нг]р в геноме rho 15 существенно нс меня­
ется при внесении томкокой мутации melE (табл. 2). Несмотря на то, 
что на фоне томкокой му гании inciE активность УДФ у штамма АМ441 
rho 15 снижена примерно в 2 раза по сравнению с соответствующим 
штаммом mel -tAM357h экспрессия гена udp в геноме metE rhol5, 
очевидно, осуществляется не с собственного промотора. Об этом сви­
детельствует, во-первых, сохранение довольно высокого базального 
уровня активности УДФ у штамма А.Ч441 rho 15 (574 ед/мг) по срав­
нению с контрольным инаммом ААА44О rho*՜ (132 ед/мг) и, во-вторых, 
отсутствие снижения активности фермента у'штамма АхМ.1005 (538 ед/ 
мг) при внесении мутации суа. Кроме того, у штаммов АМ441 и \M1005, 
каки \ соответствующих штаммов те*. 4 АМ 357 и АМ059, не наблюда­
ется существенного увеличения активности УДФ при выращивании бак­
терий в присутствии индукторов CR и цАМФ. В этих же условиях \ 
контрольных штаммои rho՜ (АМ440 и АМ 1004) обнаруживается 7-10-
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кратная индукция синтеза УДФ (табл. 2). Таким образом, присутствие 
точковой мутации metE в геноме бактерии rho 15 »։с восстанавливает 
чувствительное։ь промотора udp к действию белка cyiR в комплекса 
и А МФ—CRP.

В отличие от точковой мутании metE, инсерния metE: Т::5 (а так­
же инсерпия metE::T։i!0 тайные по представлены) практически пол­
ностью супрессирус г действие мутации rhol5 на экспрессию гена udp. 
Гак, у штаммов AMI007, АМ 1009 и AM10I3, содержащих мутацию 
г1ю15, на фоне инсериии metE: :Тн5 активность УДФ снижается почти 
до базального уровня, характерного для соответствующих штаммов 
rho AMI006, ЛМ1008 и AM10I2 (табл. 2). Важно подчеркнуть, что при­
сутствие в геноме rho 15 инеерцни metE: :Тп5, кроме того, восстанавли­
вает чувствительность промотора udp к действию CR и цАМФ. Как сле­
дует из данных табл. 2. у штаммов АМ1007, АМ 1009 н АМ1013 наблю­
дается достаточно четко выраженная индукция синтеза УДФ при добав­
лении CR в нАМФ, хотя она у этих штаммов примерно в два раза ни­
же, чем у соответствующих контрольных штаммов nielE: :Тп5 rho՜. В 
связи с этим следует отметить, что уровень дсренрссспн УДФ у штам­
ма АМГ011 metE: :Тп5 cylR rholo также несколько снижен по сравне­
нию с таковым у контрольного штамма АМ К) 10 cytR rhor. Получен­
ные данные указывают ла то, что интеграция транспозона Тн5 в ген 
inetE прерывает сквозную транскрипцию гена udp с промотора metE 
в геноме г1ю15. восстанавливая чувствительность промотора udp к 
действию белка сур и комплекс:։ цЛМФ—CRP. Частичное подавление 
Функций промотора udp и отношении способности к cytR-дерепрессни мо­
жет быть объяснено активностью промоторов интегрированного транс­
позона Тн5» которые могут инициировать в геноме rho сквозную транс­
крипцию примыкающих бактериальных генов, подавляя активность их 
собственных промоторов [7].

Итак, полученные данные в целом позволяют заключить, что экс­
прессия гена udp в jphomo бактерий rholo осуществляется за счет сквоз­
ной транскрипции, инициируемой на промоторе соседнего гена metE. 
В соответствии с ->тим заключенном отмеченное выше снижение экспрес­
сии гена inlp па фоне точковой мутации metE, очевидно, связано с по­
давлением активности промотора metE экзогенным L-метионино.м (при­
сутствие которого в случае метионнновых ауксотрофои необходимо для 
поддержания роста бактерий). Примерно такое же снижение активно­
сти УДФ под влиянием L-метионина наблюдалось и у прототрофных 
по метионину бактерий, содержащих мутацию rhol5 [6].

Автор выражает благодарность профессору В. В. Суходольцу за 
полезные дискуссии по ходу выполнения данной работы, а также Г. II. 
Сергеевой за квалифицированную техническую помощь.
ВНИИгснетика. Москва Поступило 5.JX 1985 г.
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Ոհ1ԴԴԻՆՖՈ11ՖՈՐ1ՎԱԱԱՅԻ ԴԵՆԻ ԷՔՍՊՐԽՍԻԱՅՆ ԿԱՐԴԱՎՈՐՈԻՄՐ. 
ESCHERICHIA COLI-ի ՄՈՏ

Ա. Ս. Մ1ՓՈՆՈՎ

RhO տրանսկրիպցիայի տերմ ինացիայի ֆակտորով թևրի բակտերիանե­
րի դենոմում ճնշվում Լ ուրիղինֆոսֆորիլաղային դենի (Tldp^) պրոմ ոսւորի 
ակտիվությանը !ւ Ա(1|) դենի 1,ր Ապրես ft ան իրագործվում /, միշանցիկ տ րանսկ- 
VhllDl,u,lll հէյյշՎին, որը հավանաբար նախաձեռնվում Լ HIPlE հարևան դենի 
պրոմ ոտռրի у: U ա ումն ա սի րված Լ udp դենի էրսպրեսիան г!10 1օ մուտան- 
տում' HltlE կառուցվածքային դենը շոշափող տարրեր մուտացիաների ֆոնի 
վրա: Unijg Լ տրված, որ ի տարրերու թյուն mctE կետային մուտացիայի, 
illCtEl : I fl 5 ինսերցիան ճնշում Լ г!10 /5 մուտացիայի էֆեկտը lldp դենի 
էրէւպրեէւիայի վրա, վերականգնելով նրա գգայունությունր ռղեցիֆիկ Էֆեկ- 
տորների' CVtR ոեպրեսորի и պ ի ա ակ ուց ի L цЛМФ-CRP կոմպլեքսի նկատ­
մամբ» Ստացված տվյալների հիման վրա հետևութ յուն է արված, որ г110 /5 
բակտերիաների դենոմ ում 11<1[) դենի էքսպրեսիան ի րական ա ցվում Լ 11101։՜- 
պրոմոտորի հսկողության տակւ

REGULATION OF THE URIDINE PHOSPHORYLASE GENE 
EXPRESSION IN ESCHERICHIA COL!

A. S. MIRONOV

In bacterial cells deficient lor the active transcription termination 
factor RhO the uridine phosphorylase promoter activity is inhibited and 
the udp gene expression is due to read—through transcription initiated, 
possibly, from the promoter of the neighbouring mctE gene. The udp 
gene expression in rho!5 background is studied In the presence of va­
rious mctE mutations. It is found that in contrast to the point metE mu­
tations, metE::Tno insertion Suppresses the effect of rholo mutation on 
the udp gene expression, restoring udp promoter response to the action 
of specific effectors cytR protein and cAMP- CRP complex. Based on 
these data, it is concluded that In rhol5 background the udp gene ex ­
pression is under the control of inetE promoter.
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ГЕНЕТИКА И БИОХИМИЯ ВТОРОЙ 
ПУРИННУКДЕОЗИДФОСФОРИЛАЗЫ ESCHERICHIA COL1 К-12

Ill М КОЧАРЯН, X О. БЕЗИРДЖЯН. М. А МЕЛКУМЯН. Н. А. ОГАНЕСЯН.
А. М. КОЧАРЯН, Ж И. АКОПЯН

Структурный ieti pndA. ответственный за синтез второй нуриннуклеозидфосфорн- 
лазы Е. со!։ К-12. расположен на 51 мни генетической карты к тесно сцеплен с ге­
ном-регулятором синтеза ПНФазы 2—pndR Порядок генов на .хромосоме, установлен­
ный с помощью многофакторных трансдукнионнм.х скрещиваний; nupC—proR-— 
pndA- plsll. Осуществлено молекулярное клонирование гена pndA в составе вектор­
ной плазмиды pBR322. Мутации pndA рецессивны но отношению к дикому аллелю 
pud А ՛ на ншеомс F' или в составе плазмиды pBR322.

Установлено наличие двух форм фермента, различающихся ыежд\ собой четвер­
тичной структурой, молекулярной массой нативного фермента и субъединиц, а также 
субстратной специфичностью. Это, по-ииднмому. обусловлено поеттрансляцнонной мо­
дификацией продукта гена pndA. поскольку единичные мутации по гену pndA пол­
ностью элиминируют активность III [Фазы 2 у бактерий

Ключевые слово; регуляции генной активности. структура и функция ферменте;. 
п ур и н никл ео лп< '/фосфор и ла за.

11сследонаиие метаболизма тимина ՝. Е. coli К-12 способствовало 
обнаружению deo-оперона, который состоит из четырех сцепленных ге­
нов катаболизма нуклеозидов и расположен иа 99 мин генетической 
карты [1. 8. 9]. В состав dco-ouepoiia входит структурный ген dcoD, 
который кодирует пурипнуклеозидфосфорилазу (КФ2.4.2.1; ПНФазу!) 
и подвержен весьма сложному регуля горному контролю с участием 
двух белков-репрессоров—продуктов генов-регуляторов dcoR и cytR 
[16]. ПНФаза! катализирует обратимую реакцию фосфоролитического 
расщеплении нуклеозидов аденина, гипоксантина и гуанина и не рас­
щепляет ксантозин |12].

Изучение фенотипических ревертантов, полученных у мутантов 
dcoD. показало существование у Е. coli второй пуринпуклсолидфосфо- 
рилазы (ПНФазы2) [2,1,6,10,13]. ГП1Фаза2, в отличие от ПНФазы!, 
обладает субстратной специфичностью к ксантозину [2. 1, 13]. Синтез 
ПНФазы2 находится под контролем гена-регулятора pndR. продуктом 
которого является белок-активатор [3, 5, 10]. Индуктором синтеза 
ПНФазы2 у штаммов дикого типа служит ксантозин, а у нётокорых му­
тантов с измененным продуктом гена-регулятора pndR синтез фермен-
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