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тических механизмов некоторых заболева-
ний, но и стать основой для разработки ле-
карственных препаратов [14].

Целью настоящего исследования яви-
лось изучение активности инозин-5′-
монофосфат дегидрогеназы, пулов пури-
новых и пиримидиновых нуклеотидов при 
делеции субдомена ИМФДГ и точечных 
мутациях гена фермента, ассоциирован-
ных с пигментным ретинитом.

Материал и методы исследования

Мутант E. coli с удалённой последо-
вательностью субдомена ИМФДГ штамм 
МР101 guaB∆CBS был сконструирован на 
основе штамма E. coli BW25113 с приме-
нением технологии двухэтапного рекомби-
нирования [3, 8]. На первом этапе нукле-
отидная последовательность, кодирующая 
субдомен в структуре хромосомного гена 
guaB (аминокислотные остатки №№ 116-
238 в структуре ИМФДГ), замещалась ге-
ном канамицин фосфотрансферазы (kan), 
фланкированным сайтами распознавания 
FRT-рекомбиназы. Для этого ген kan, флан-
кированный FRT-последовательностями, 
ПЦР-амплифицировали с плазмиды pKD4. 
При этом использовали химерные прай-
меры, содержащие на 5′-концах ДНК-
последовательности, гомологичные после-
довательностям, фланкирующим сайт ре-
комбинации в хромосоме.

На втором этапе рекомбинации ген ка-
намицин фосфотрансферазы удаляли дей-
ствием FRT-рекомбиназы. Рекомбинанты 
селектировали на минимальной среде как 
колонии, вновь приобредшие способность 
к прототрофии. Полученный штамм, обо-
значенный MP101 (guaB∆CBS), содержал де-
лецию субдомена ИМФДГ с сохранением 
рамки считывания каталитического домена.

Для получения штаммов Е. соli, несу-
щих точечные мутации в хромосомном гене 
guaB, вновь была использована технология 
двухэтапного рекомбинирования [3, 8]. В ка-
честве материнского штамма был использо-
ван канамицин-резистентный гуанин ауксо-
трофный штамм MP41. На первом этапе ис-
пользовали технологию сайт-направленного 

мутагенеза для внесения нужных мутаций в 
плазмидный вектор, содержащий ген guaB 
дикого типа. В качестве матрицы для сайт-
направленного мутагенеза использовалась 
плазмида рGUAB. На втором этапе мути-
рованные гены ПЦР-амплифицировались 
с полученных плазмид. После этого очи-
щенные ПЦР-продукты использовались для 
рекомбинирования в хромосому штамма 
MP41, который в результате терял устойчи-
вость к канамицину, но возвращался к про-
тотрофии. Рекомбинанты были селектиро-
ваны на минимальной среде без гуанина. 
Для верификации мутаций ген guaB реком-
бинантов ПЦР-амплифицировали и подвер-
гали автоматическому секвенированию.

Измерение внутриклеточных кон-
центраций нуклеотидов (нуклеотид-
ных пулов) проводили методом мечения 
экспоненциально-растущих клеток Е. соli в 
минимальной среде с добавлением радио-
активного изотопа фосфора в виде Н3

33РО4 
[5, 15]. Клеточные экстракты получали ме-
тодом кислотной экстракции без отделения 
клеток от среды [4]. Для разделения, визу-
ализации и измерения меченых нуклеоти-
дов в смеси применялись методы одно- и 
двухмерной тонкослойной жидкостной 
хроматографии на фосфоэтиленимин-
целлюлозных пластинах [5]. Радиоавтогра-
фы получали экспозицией хроматографи-
ческой пластины с радиочувствительным 
экраном компании Fujifilm. Для измерения 
и нормализации сигнала «пятен» хромато-
грамм, соответствующих индивидуальным 
нуклеотидам, использовалась компью-
терная программа MultiCaugel компании 
Fujifilm. Абсолютные клеточные концен-
рации AТФ измеряли люциферазным ана-
лизом с использованием набора Enliten® 
(компания Promega, США). Концентра-
ции других нуклеотидов определяли путём 
сравнения интенсивности радиосигналов, 
полученных от соответствующих «пятен», 
с интенсивностью сигнала от ATФ [5].

Активность ИМФДГ определяли в 
белковых экстрактах клеточной культуры 
E.coli. Для получения белковых экстрактов 
клеточную культуру, находящуюся в экс-
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Введение

Инозин-5′монофосфат дегидрогена-
за (ИМФДГ; КФ 1.1.1.205) играет ключе-
вую роль в обмене пуриновых нуклеоти-
дов, катализируя превращение инозин-
5′монофосфата в ксантин-5′монофосфат с 
последующим образованием гуаниловых 
нуклеотидов [4, 14]. Гуаниловые нуклеоти-
ды – важнейшие компоненты клетки, уча-
ствующие в процессах хранения и переда-
чи наследственной информации, энергоо-
беспечения клетки, процессах сигнальной 
трансдункции [1]. Ингибиторы ИМФДГ 
снижают клеточный пул гуаниловых нукле-
отидов и обладают антипролиферативным 
действием, что лежит в основе их клиниче-
ского применения как противоопухолевых и 
иммуносупрессивных препаратов [10].

В структуре ИМФДГ в дополнение к 
каталитическому домену выделяют домен 
Бейтмана (субдомен). Несмотря на почти 
абсолютную консервативность у предста-
вителей всех четырёх царств клеточных ор-
ганизмов, функциональное назначение до-
мена недостаточно исследовано [4, 14]. В 
тоже время известно, что точечные мута-
ции в последовательности гена ИМФДГ-1 
человека, кодирующей субдомен, приводят 
к наследственным болезням, включая на-
следственную форму пигментного ретини-
та – тяжёлого дегенеративного заболевания 
сетчатки, приводящего к слепоте [4, 13].

Более глубокое понимание процессов, 
протекающих с участием ИМФДГ, регуля-
торной роли её субдомена может способ-
ствовать не только раскрытию патогене-
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чающимся между мутантным и диким ти-
пом является пул АТФ, содержание которых 
значительно выше у Е. соli MP101 (табли-
ца 2). Концентрации других нуклеотидов, 
включая гуанилаты и пиримидиновые ну-
клеотиды, изменялась в меньшей степени.

Снижение пулов гуаниловых нуклеоти-
дов в клеточных экстрактах штамма MP101 
можно объяснить повышением синтеза 
АТФ и возникающим вследствие этого де-
фицита 5'-фосфорибозил-1-пирофосфата. 

Таким образом, несмотря на то, что 
ИМФДГ является ферментом биосинте-
за гуаниловых нуклеотидов и не участву-
ет непосредственно в синтезе аденилового 
пула, удаление субдомена ИМФДГ приво-
дит к значительному повышению внутри-
клеточных концентрации АТФ.

Наблюдаемые изменения пулов нукле-
отидов мутанта Е. соli позволяет предпо-
ложить, что эффект удаления субдомена 
ИМФДГ может распространяться не толь-
ко на активность этого фермента, но и на 
другие ферменты обмена пуриновых ну-
клеотидов, в частности, на ферменты син-
теза аденилатов. Можно полагать, что 
субдомен ИМФДГ может являться транс-
регулятором аденилового синтеза.

Для исследования влияния точечных 
мутаций, ассоциированных с пигментным 
ретинитом, на пулы нуклеотидов Е. соli 
была создана коллекция штаммов, несу-
щих соответствующие мутации на хромо-
сомном гене guaB Е. соli (таблица 3). 

При получении мутантных штаммов 
мы опирались на имеющиеся данные, что 
все аминокислотные остатки ИМФДГ – 1 
человека, замены которых приводят к пиг-
ментному ретиниту, консервативны или 
полукосервативны в ИМФДГ Е. соli [11].

Измерение нуклеотидных пулов ре-
комбинантов показало неожиданный ре-
зультат. В противоположность полному 
удалению субдомена некоторые точечные 
мутации гена ИМФДГ, ассоциированные с 
пигментным ретинитом, вызывали сниже-
ние пулов АТФ штаммов-мутантов. Пулы 
гуаниловых нуклеотидов не изменялись у 
всех мутантов (рисунок 2).

Таким образом, точечные мутации гена 
ИМФДГ, ассоциированные с пигментным 
ретинитом, имеют эффект противополож-
ный полному удалению субдомена. Это мо-

Таблица 2 – Внутриклеточные 
концентрации (пула) нуклеотидов штаммов 
Е. соli MP101 и Е. соli BW25113 (мМ)

Нуклеотиды Штаммы Е. соli
BW25113 MP101

АТФ 3,500±0,200 6,190±0,270**
АДФ 0,220±0,022 0,264±0,057
АМФ 0,215±0,078 0,255±0,090
ГТФ 1,726±0,132 1,228±0,179*
ГДФ 0,069±0,011 0,060±0,014
ИМФ 0,386±0,064 0,513±0,153
УТФ 1,163±0,253 0,732±0,150*
ЦТФ 0,662±0,119 0,443±0,068*

Примечание: * – p<0,05; ** – p<0,01

Таблица 3 – Коллекция мутантных 
штаммов Е. соli и соответствующие им 
аминокислотные замены в структуре 
ИМФДГ Е. соli, ассоциированные с 
пигментным ретинитом

Мутантные штаммы 
Е. соli

Аминокислотные замены 
в ИМФДГ мутантов

МР501 R84W
МР502 T95M
MP 503 D138N
МР504 D200N
МР505 E205P
МР506 K212E
МР507 V242I

Примечание: * – пулы, показавшие статистически 
достоверные различия (p<0,05) с соответствующим 

значением дикого типа (пул АТФ ВW25113) 
Рисунок 2 – Влияние мутаций, 

ассоциированных с пигментным 
ретинитом, на нуклеотидные пулы Е. соli

потенциальной фазе роста, осаждали цен-
трифугированием. Полученную клеточ-
ную массу промывали раствором для экс-
тракции, вновь осаждали центрифугиро-
ванием, ресуспензировали в том же рас-
творе до плотности ~ 1011 КОЕ/мл. Клет-
ки лизировали аппаратом French pressure 
cell press производства компании American 
Instrument Company, США. Полученный 
лизат фильтровали через 0,2-микронный 
вакуумный фильтр (Millipor, США) и под-
вергали диализу с использованием рас-
твора для экстракции при 4°С в течение 
12-16  часов. Общую концентрацию белка 
в препаратах определяли методом Bradfor 
proten assay (Biored, США) [6]. Для изме-
рения активности ИМФДГ использова-
ли 0,02-0,03 мг белка клеточного экстрак-
та E. coli в реакционной смеси, содержа-
щей 100 мМ трис-HCl рH 8.1, 10мМ KCl, 
0,1мМ НАД, 0,1 мМ ИМФ. Формирование 
продукта реакции ксантин-5'-монофосфата 
определяли спектрофотометрически по 
увеличению поглощения при 290 нм [9].

Ошибки изменений физиологических 
параметров (пулы нуклеотидов, актив-
ность фермента) анализировали путем рас-
чета стандартного отклонения [2]. Стати-
стическую достоверность различий изме-
ряемых параметров оценивали путем рас-
чета t-критерия Стьюдента в программе 
Sigma Plot v.10.10. Различия считали до-
стоверными при p<0,05. 

Результаты исследования 

Полученный мутантный штамм Е. соli 
MP101 (guaB∆CBS) характеризовался иден-
тичной дикому типу скоростью роста как 
на насыщенных, так и минимальных сре-
дах. Это свидетельствовало, что несмотря 
на делецию субдомена в гене фермента ка-
талитическая функция ИМФДГ in vivo со-
храняется. В то же время in vitro было об-
наружено снижение активности фермента 
в экстрактах штамма MP101 (guaB∆CBS) по 
сравнению с активностью ИМФДГ в экс-
трактах E. coli дикого типа (таблица 1).

Для установления причин снижения ак-
тивности ИМФДГ in vitro был проведен им-

муноблоттинг белковых клеточных экстрак-
тов штаммов BW25113 и MP101 с поликло-
нальными антителами к ИМФДГ. Было обна-
ружено, что снижение ферментативной ак-
тивности ИМФДГ сопровождается снижени-
ем количества белка-фермента, регистрируе-
мого иммуноблоттингом (рисунок 1).

При этом наблюдалось накопление низ-
комолекулярных продуктов детектируемых 
анти-ИМФДГ антителами в белковых экс-
трактах штамма Е. соli MP101(guaB∆CBS). 

Таким образом, удаление субдомена 
снижает внутриклеточную стабильность 
ИМФДГ и предрасполагает белок к проте-
олизу, что регистрируется иммуноблоттин-
гом как накопление низкомолекулярных 
продуктов протеолиза.

Измерение внутриклеточной кон-
центрации (пулов) нуклеотидов в кле-
точных экстрактах штаммов BW25113 и 
MP101(guaB∆CBS) показано, что резко отли-

Таблица 1 – Активность фермента 
ИМФДГ в клеточных экстрактах E. coli 
штаммов BW25113 и MP101

Активность фермента (нмоль/мг белка)
Штамм BW25113 Штамм MP101 p

25,55±3,43 11,83±1,4 <0,001

Рисунок 1 – Иммуноблоттинг белковых 
экстрактов штаммов BW25113 и 

MP101(guaB∆CBS) с поликлональными 
анти-ИМФДГ антителами
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The subdomain deletion effect of the inosine-5'-
monophosphate dehydrogenase and point mutations of 
the enzyme gene, associated with retinitis pigmentosa, 

on its activity and Escherichia coli nucleotide pools

We investigated the activity of inosine-5'-monophosphate dehydrogenase, the content of 
purine and pyrimidine nucleotides during the deletion of the Bateman domain (subdomain) 
of IMPDH and point mutations associated with the retinitis pigmentosa. Mutant forms of E. 
coli were obtained using the two-step recombination technology. Deletion of the subdomain of 
IMPDH does not affect the catalytic activity of the enzyme in vivo. In vitro, the decrease in the 
activity of the enzyme in extracts of mutant strain was found in comparison with the activity of 
IMPDH in E. coli extracts of wild type. The reduction of the enzymatic activity of IMPDH in 
vitro is associated with the decrease in the amount of enzyme protein in cellular extracts, which 
was detected by immunoblotting. The investigation of nucleotide pools in cell extracts of mu-
tant forms revealed the increase in the pool of ATP with simultaneous decrease in the pool of 
guanine nucleotides. In contrast to the complete deletion of the IMPDH subdomain, the point 
mutations of the IMPDH gene associated with the retinitis pigmentosa caused a decrease in the 
ATP pools of mutant strains. The pools of guanine nucleotides did not change in any mutants. 
This may indicate a bilateral influence of the IMPDH subdomain on the synthesis of adenine 
nucleotides in E. coli.
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жет свидетельствовать о двустороннем эф-
фекте субдомена ИМФДГ на синтез адени-
ловых нуклеотидов  Е. соli .

Выводы

Удаление субдомена ИМФДГ не ока-
зывает влияние на каталитические параме-
тры фермента in vivo, но снижает его ко-
личество в клетке, что регистрируется как 
снижение ферментативной активности in 
vitro в клеточных экстрактах.

Полное удаление субдомена фермента 
ИМФДГ приводит к увеличению пула АТФ 
Е. соli MP101(guaB∆CBS). В противополож-
ность удалению субдомена точечные мута-
ции в гене guaB ИМФДГ, ассоциированные 
с пигментным ретинитом, вызывают сни-
жение пулов АТФ штаммов-мутантов, что 
может свидетельствовать о двустороннем 
эффекте субдомена на синтез пуриновых 
нуклеотидов Е. соli.

Точечные мутации в последовательно-
сти гена ИМФДГ, кодирующей субдомен, 
не оказывают влияния на пулы гуаниловых 
нуклеотидов, что может свидетельствовать 
об отсутствии регуляторного влияния суб-
домена ИМФДГ на гуаниловый синтез.
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