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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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та является конститутивным или индуцируемым, наряду с ксантозином, 
и другими пуриновыми нуклеозида ми [5, 6, 10]. Ген ршШ локализу­
ется на 51 мин генетической карты [3, 10].

В настоящей работе осуществлено генетическое картирование и 
молекулярное клонирование структурного юна 1II !Физы2— рш1А, а так 
же установлено наличие двух форм фермента, различающихся п.кого 
рымн физико-химическими и каталитическими свойствами.

Материал и методика. Генетическая характеристика и происхождение штаммов 
Е соИ К-12, использованных п работе, приведены в табл. I Составы сред, используе­
мых для культиннронання бактерии, и концентрации необходимых добавок рекомендо­
ваны ранее [3, 7].

КдиъюгйнИонные и трансдукциопные (фаг Р1) скрешннаннк. введение в геном 
бактерий мутантного аллеля гесЛ с помощью транспозона ТнЮ (донор -штамм 
ХК6659) и элнмннзиию эпнеомы р' осуществляли ио ранее описанным методикам [3. 7].

Выделение, рестрикцию, ли нронанне и электрофорез ДНК в агарозном геле, п 
также тра^ф'ор.мпцию бактерий плазмндноп ДНК приводили по Мзпнатасм <• созгл 
[15]

Фосфоролиз нуклеозидов н спите । нуклеозидов ал сохкгиетствуютих оснований и 
рнбозо-1 -фосфата ПНФазой 2 определяли с помощью методой, описанных ранее [2] 
Выделение обеих форм ПНФазы 2 осу тестил ил и из экстрактов штамма Ы<46|>. .юла 
дающего в результате мутации рп<1Р1 коневых тинным синтезе.։ фермента и несущею 
п геноме делению по гену деоО, по ранее использованной схеме [2 1 Чистоту фер­
мента определяли аналитическим электрофорезом при pH 8.9 в 6,2%-ном полипкрн.'.а- 
мндном геле ПАЛГ [II] Молекулярную массу фермента определяли гсльфилы ранней 
на калиброванной колонке с сефадексом 6-150 (1.6X89 см), а молекулярную массу 
субъелнинц— электрофорезом в ПЛАТ н присутствии додециле ул ьфзта натрия [17| 
В качестве маркерных белков использовали цитохром С (12400), химотрипсиноген А 
(25700), яичный альбумин (15000), бычий сьлюроточныи альбумин (мономер 67000, 
димер—134000), альдолазу 1148000. субъед и ниш.՛—37000) и каталазу (субъединицы 
60000). Изоэлектрическую точку фосфорилазы определяли методом вертикального 
нзофоьуенрования и столбиках П.АЛГ (3.8X1 Н) мм). содержащих 1.6% ймфолнноа 
с pH 5—7 и 0,4% с pH 3,5—10, а таккже 9 М мочевину.

Результаты и обсуждение. Отбор и идентификация мутантов по 
структурному гену рп<!А. Известно, что мутанты Е. соН, дефектные по 
уранилфосфорибозилтрансферазе (нрр), могут приобретать устойчи­
вость к 5-фторуранилу в комбинации с пуриновым дезоксирибонуклео- 
зидами за счет мутаций по ПНФазе I [16]. Дли отбора мутантов, де­
фектных по ННФлзеЗ, использовали среды с 2.5 мкг/мл 5-фторурацила 
и 400 мкг/мл дезоксиаденозила, а в качестве родительского штамма— 
мутант 5К737, лишенный активности ПНФазы! (мутация <1еоО), но 
обладающий за счет мутации рш1Г<10 конститутивным синтезом ПНФа- 
зы2 и несущий в геноме мутацию нрр (табл. I). В результате были по՛ 
лучены мутанты, утратившие способность к росту на средах со всеми 
пуриновыми нуклеозидами, включая ксантозин, как источниками угле­
рода и энергии.

У таких мутантов могут быть затронуты как структурный, так и ре­
гуляторный гены ПНФазы-2. Ранее было показано, что мутация рпс!К10 
доминантна по отношению к дикому аллелю ргкШ.՜’ на эписоме Г’ 198-1 
[3]. Поэтому следовало ожидать, что введение в клетки бактерий, де­
фектных по структурному гену ПНФазы2 и несущих н геноме мутацию 
рпНРЮ, эписомы !՝*' 198-1 должно сопровождаться восстановленном спо-
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Штаммы Е. coli К-12- использованные в работе
Таблица I

Штамм Генотип' Источник’*

SK4G0 Г՛’՜, val'՛. Ins, pndRl, rpsL. me։ В. (21
purD, Д (deoB—deoD) 25 В. Н. Гершакович

LBG1I58 F՜. ptsll, cysA, trp. ilv, rpsL (Москва)
NK6659 HirKLIG, srl ։ ։TnlO. recA56 Д. А. Складнее (Москва)
AKG07 F՜, plsH, cysA, ilv. rpsL. deoDS 131
А К 626 F . pndRIO, plsH. cysA. ilv, rpsL. deoDS |3|
F'198 —1/FF F'. pndR+, p։sH՜ , ptsl_,cysA ’ r՜. Л. Мунч--Петерсен

proC43, ptsl 40, bglB5, recAl, rpsl.150 (Копенгаген, Дания)
SK737 как AK620, но upp А К626. спонтанно
SK757 как SK737, ни pndA8 SK737. спонтанно
SK815 как SK757, но rccA56. srl s :Тп10 NK6659 X SK757
SK856 как SK815, ио F’198—1 Г198—1 FF XSK815
SK888 как 5К850, но без F’I98—1 SК.856, элиминация
SK815(pNDl) как SK815, по pNDl (pBR322: ; pndA) SK815, трансформация
8;-1024 Hfrll, tmpC: tTnlO, metC69. thil, rel 1 Б. Мигинд (Копенгаген,

Дания)

* -Обозначения генетических маркеров, кроме рпйК и рги!Л, введенных нами, со­
ответствуют номенклатуре Бахман [9].

’■'—Дана литературная ссылка или указано, от кого получен штамм. либо указаны 
родительские штаммы, из которых в результате спонтанных мутаций, конъюгааионных 
скрещиваний, трансформант։ или элиминации тписомы получен данный штамм.

собиости к катаболизму всех пуриновых нуклеозидов и одновременным 
появлением в экстрактах бактерий активност ПНФазы2 при условии, 
что эписома содержит в своем составе структурный ген рпйА. Этому 
критерию соответствует мутация в штамме Ч1<757, которая обозначена 
как рп<1Л8 (табл. 2).

d>v'ioni:։n теско.- припиление мутации pr.dAS
Т и блина 2

Штамм Генотип

Способность к катаоо- 
։ пзму Исаи .озннфосфо- 

рп.тазная актив­
ное и-, н,пн-молен 

и мни на мг
аденозина, 
инозина 

и гуанозина
ксантозина

LBO1158 + 0 (62)*‘
АК6О7 deoD — — - 0 (71)֊*
SK737 deoD, pndRIO — — 82
SK757 deoD, pndRIO. pndA? — -- 0
SK856 deoD. pndRIO, pndA8 F'19S—1 ч- 4- 34
SK888 deoD. pndRIO, pndA8, recA — — 0

’—Определена ио появлению роста через 9С» ч инкубации на среде с соответствую­
щим нуклеЬзндом (0.1%) как источником углерода.

"'—В скобках указано значение активности о условиях индукции ксантозинов (вы- 
ращивання н среде с 0.1 % ксантозина).
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Следовательно, эпнсома Г' 198-1 действительно содержит дикий 
аллель структурного гена рпс!А, -а мутация рпс1А8 рецессивна по отно- 

сому аллелю и нарушает активность ПНФазы2. С таким 
выводом согласуются данные генетического картирования мутации 
рпбЛ8. представленные ниже.

Картирование гена рт1А. В траисдукнионных скрещиваниях с ис­
пользованием штамма 501021 в качестве донора и штамма 5К757 в 
качестве реципиента отбирали трапсдуктанты Те.1 ’■՛ (пирС: .Тп10), 

\ * и Рт1А ■, которые анализировали па наследование неселекти- 
руемых маркеров пирС, рп<Ш, рп<1А, рЦН и су>А. Во всех случаях со- 
С1 ношение рекомбинантных классов по неселектируемым маркерам со­
ответствовало порядку генов на хромосоме: пирС рпс1К—рп<1А- рь! I 
сузА. С таким порядком генов согласуются также частоты интеграции 
неселектируемых маркеров в этих скрещиваниях (табл. 3). Следует от­
метить достаточно высокое (—90%) совместное наследование при 
трансдукции маркеров рпс1А и ртШ.

Интеграции неселектирусмых маркеров (%) з потомстве трансдуктант^в от 
скрещиваний донора 801021 с реципиентом 8К757

Таблица 3

Селектируемый 
маркер

1 (есслсктируемые маркеры

пирС՜ рпЛГ*՜ рпбЛ р(511 + су$А*

Те։՛7 (пирС ։ ։ ТпЮ) 10 и. О.* 81.9 67.4 58.1
Су5Л * 32.7 н. о,-* 53.2 79.7 100
Рш1А 87.7 100 72.8 56.6

•—я. о.—не определяли, гак как рекомбинантные классы ршШ ■ рпбА и рп<1К 
рпс!А՜ фенотипически не разли чаются.

Молекулярное клонирование гена рпЛ 1. Хромосомную .111 К, вы­
деленную из штамма Е. соН К 12 дикого типа, и ДНК. плазмиды рВИ322 
обрабатывали рёстриктазой ВатН1, лигировали полученные фрагмен­
ты и трансформировали клетки штамма 5К815. В резулы аге были ото­
браны клоны трансформантов, восстановившие способность к росту на 
средах с ксантозином и другим:! пуриновыми нуклеозидами как источ­
никами углерода и энергии и одновременно унаследовавшие признак 
устойчивости к ампициллину (100 мкг/мл).

Один из трансформантов был использован для выделения плазми­
ды, обозначенной р.\О1. Плазмида р\1)1, ко данным рестрикции эн­
донуклеазой Вап1Н1 и последующего электрофореза в агарозном геле, 
состоит из вектора рВК322 и встроенного фрагмента ДНК размером 
2.1 тысяч пар нуклеотидов (т. п. и.). Повторная трансформация клеток 
штамма $К815 плазмидой р\1)1 восстанавливала способность бакте­
рий к катаболизму пуриновых нуклеозидов. Следовательно, встроен­
ный в плазмиду рВН322 Ваш! 11 фрагмент размером 2,1 т. и. и. содер­
жит структурный ген рис! А.
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Выделение и сравнительная характеристика двух форм 11НФазы2. 
В ходе очистки ПНФазы2 были обнаружены я очищены до практически 
электрофорети чески гомогенного состояния две формы фермента. Вы­
явленные свойства двух форм ПНФазы2 в сравнении с известными свой­
ствами ПНФазы! даны в табл. 4. Обе формы фермента обладают одн-

Некоторые свойства ПНФазы! и двух форм 11НФазы2 Е. сой
Таблица-։

Характеристика
ГШФаза2

ПНФаза!**
։рнмсрная гексамерная

Молекударная масса
голофермента 85000 150000 140000
субъединиц 28000 2501'0 23700

И юэлсктрнческая точка pH 5.5 р! 1 5 5 и. о.
pH стабильность п. о. 5.9 6.3 7.2-7.6

Относительная скорость фосфоролиза и %
дезоксиинозина 1(10 (9!)' НЮ (60)’ 100
дезоксигуанозина 62 78 74
инозина 50 58 46
гуаио-ший 33 37 48
ксантозина 23 53 0

дсзоксцадеиознна 32 0 61
аденозина 14 О 61

Относительная скорость синтеза 
нуклеозидов в 'д из рибоза! -фосфата и

ксантина 100 (72)» 100(42)* и. о.
гуанина 65 8! и. о.
।ниоксантина 46 47 И. О.

аденина 21 0 н. о.
Оптимум pH фоефороляза 6.5-7.0 6.5—7.0 7.0-7.5

’—В скобках указано абсолютное значение активности в микромолях и мин на мг 
белка, принятое за 100%.

••—По данным работ [!2. 14]

наковой изоэлектрической точкой и оптимумом pH для реакции фосфо­
ролиза. однако различаются между собой четвертичной структурой, мо­
лекулярной массой субъединиц я субстратной специфичностью.

В результате единичной мутации рпс!Л8. которая ренертярует с 
часю!ой ~ 10 *, бактерии полностью теряют активность 1։ПФазы2 
(табл. 2). Поэтому можно предположить, что появление гексамерной 
формы фермента с относительно меньшей молекулярной массой субъе­
диниц вызвано посттрансляциинной модификацией субъединиц гример­
ной формы. В го же время остается неясным физиологический смысл 
такой модификации для клетки, тем более что она сопровождается из­
менением субстратной специфичности.

Нс менее интригующим является вопрос о возможном эволюцион­
ном родегве ПНФазыI и Г1ПФазы2. По гипотезе Зипкаса и Рили [18]. 

1014



геном современной кишечной палочки появился в результате двух после­
довательных дупликаций меньшего по размеру предкового генома. 
Следствием этой гипотезы является допущение о расположении эволю­
ционно родственных генов ни кольцевой хромосоме бактерии на рас­
стояниях 90 и 180е по отношению друг к другу. Расположение струк­
турных генов pndA (51 мин) и deol) (99 мин) на 100 минутной генетиче­
ской карте [9] удовлетворяет этому критерию (— 180՜). Однако более 
прямом проверкой существования эволюционного родства меж iy 
ННФазой! и ППФазой2 явилось бы сравнение степени гомологии нук­
леотидных последовательностей их структурных генов. Для этой цели 
предполагается использовать плазмиду pNDI с встроенным геном pndA.

Авторы считают своим долгом отмети ։ь неоценимую поддержку 
Соса Исааковича Алиханяна в исследованиях i\o генетике и биохимии 
ПНФазы2.
Научно-исследовательский технологический институт аминокислот, Ереван, 

Институт экспериментальной биологии
АН Армянской ССР, Ереван Поступило 11 IX 1985 г

ESCHERICHIA COLI ԵՐԿՐՈՐԴ
ՊՈԻՐԻՆՆՈԻԿԼԵՈԶԻԴՖՈՈՖՈՐԻԷԱքէԱ^Ի ԳԵՆԵՏԻԿԱՆ ԵՎ ՐԻՈՔԻՄԻԱՆ

5. Մ. ₽ՈՉԱՐՅԱՆ. 1օ. 2. ^ԷԶԻՐՋՅԱՆ. Մ. Ա. ՄԵԼՔՈՒՄՅԱՆ. Ն. I’. ՀՈՎՀԱՆՆԻՍՅԱՆ. 
Ա. 1Г. ՔՈՉԱՐՅԱՆ, ժ. Ի. 2ԱԿ111։ՅԱՆ

Е. coli }\֊12֊ի երկրորդ պ ուրինն ոլկլե ո ր//; դֆո սֆո րի չա դ ա յի (ՊՆՖ-2) 
սինթեզի համար պատասխան шипи pndA կաոուցվածքս/յին դենր տեղադրված 
է այս օրգանիզմների դենետիկական քարտեզի ս!-րդ րոպեի վրա ft խիստ 
շղթայակցված Լ ՊնՖ-2-ի սինթեզի կարգավորիչ դենի fpndR^ հետ։ -Р րոմոսոմ  ի 
վրա դեների զասավորմ ան հաջորդականությունդ հաստատված Լ ГЦфС-'.M։d 
R-pndA-ptsU րադ մաֆակտոր սւ րան и դսւ֊կ ցի ոն խաչասերումների օգնու­
թյամբ։ Իրականացված I, pndA դենի մպեկ/պչար կյսնավորսէմր pBI? 322 
վեկտորային պլազմիգի կազմում։ pndA մուտացիան F էպիւ/ոմի կամ pIJR 
322 ս/ւաղմիդի կազմում գտնվող pndA ՚ վայրի “Ч^/Ь նկատմամբ ոեցեսիվ Լ։

ՊՆՖ֊2-ի ան ջ ս։ tn մ ան րնթա ցրում հաստատված Լ ֆերմենտի երկու տե­
սակների աոկայոէթյոէնր, որոնք իրարից տարբերվում են չորրորդս։էին կա- 
и արված բով (տրիմեր ե հերսս/մ եր), նաթիվ ֆերմենտի և նրա ենթ ա միա­
վորների մոլեկույյար կշիռներով (ս/րիմերի Համար՝ 85000 ե 28000, հեքստ֊ 
մերի Համար' 150000 ե 25000), ինչպես նաև սոլրսարատային սպեցիֆիկս։ 
թյամր հերսամերր, ի inս/րբերււէխյան սւրիմերի, չի ճեդբսէմ աղենին նոէկլեո- 
դիդներր։

GENETICS AND BIOCHEMISTRY OF THE SECOND PURINE 
NUCLEOSIDE PHOSPHORYLASE OF ESCHERICHIA COLI K- 12

Sh. M. KOCHARIAN՛. Kh. O. BEZ1RDJIAN. M. A. MEl-KLMIAN. 
N. 1. OGANESIAN. A. M. KOCHARIAN. J. I. AKOPIAN

The pndA structural gene, encoding Ihe second purine mi leeside 
phosphorylase (PNPase 2) ol Er coli K--12. is located <>n 51 min. of 
the genetic map and tightly linked to the PNPj;sc2 pndR regulatory 
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gene. The nupC — pndR — pnd.A — ptsH gene order has been establis­
hed by means oi transductlonai crosses. The pridA mutations are reces­
sive to the pnd.V allele both on the F’ episome and cloned on pBR322 
plasmid.

During enzyme purificat ons study two forms of PNPase-2 have been 
established. They differ by quaternary stru՝*turc (trimerlc and hexameric), 
molecular weights of the native enzyme and its subunits, as nuich as 
substrate spe ificlty (trimer Is specific for all major purine nucleosides 
while hexamer does not cleave nucleosides of adenine).
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УДК 576 851 132095:547943

СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ ВАРИАБЕЛЬНОСТЬ 
НЛАЗМИДНЫХ ЛИК SALMONELLA DERBY ШТАММ \ К-89

А Ф КАЗЛНЧЯН

Uoxii.inita структурно-функциональна* нариабсльностъ ДНК и.тмид Salmonella 
derby К 89; н исследуемом штамме выянлен:. инвертированные ...... после-
доиатсльлости ДНК. ответственные за рекомбинационные процессы и клетках бакте­
рий н, пи леей вероятности, обуеллвлнплхчцне структ) рио-функииопа.и-ную парна- 
бельпость щученных пллтмплиых ДНК

Каючсиые слона: сальмонелла, пиззиида.
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