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УДК 579.841.11

E А. ХРАМЦОВА, Н.П. МАКСИМОВА

РЕГУЛЯЦИЯ АКТИВНОСТИ ФЕРМЕНТОВ БИОСИНТЕЗА ТРИПТОФАНА 
У БАКТЕРИЙ PSEUDOM ONAS MENDOCINA  BKMB1299 И PSEUDOM ONAS

MARGINATA  ВКМВ1298
The regulation of tryptophan biosynthesis enzymes was studied in Pseudomonas mendocina and 

Pseudomonas marginata. Allosteric regulation of 3-deoxy-D-arabinoheptulosonate-7-phosphate- 
synthase (DAHPS) and anthranilate-synthase (AS) was demonstrated. AS of both bacteria is inhibited 
by tryptophan. DAHPS in P. mendocina is inhibited by tryptophan and tyrosine, whereas in 
P. marginata -  by tyrosine and phenilalanine.

Общий участок ароматического пути у бактерий включает семь этапов, 
начинающихся реакцией конденсации фосфоенолпирувата и эритрозо-4- 
фосфата (рис. 1). Последующие шесть ферментативных реакций приводят 
к образованию хоризмата, который в свою очередь является общим пред
шественником для триптофана, фенилаланина, тирозина, убихинонов и 
других ароматических соединений. Непосредственно триптофановый путь 
включает шесть этапов последовательного превращения хоризмата в трип
тофан. Регуляция ферментов этого пути у бактерий осуществляется, как 
правило, на транскрипционном уровне путем репрессии, а также с помощью 
аллостерического ингибирования [1]. При изучении генетической регуляции 
биосинтеза триптофана у бактерий Р. mendocina ВКМВ1299 и Р. marginata 
ВКМВ1298 ранее нами было показано, что синтез ферментов шикиматного 
пути у них протекает конститутивно [2], а триптофановый путь регулируется 
репрессией синтеза трех ферментов -  АС, ФРТ и ИнГФС [3]. Активности 
указанных ферментов в условиях избытка триптофана были низкими, что 
свидетельствовало о блокировании транскрипции генов trpE, trpD и trpC. 
Активности остальных ферментов триптофанового пути оставались практи
чески неизменными независимо от концентрации триптофана в среде, что 
указывает на конститутивный характер их синтеза.
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Рис. 1. Путь биосинтеза триптофана у бактерий Р. mendocina ВКМВ1299:
ДАГФ-синтаэа -  3-дезокси-0-арабиногегттулоэонат-7-фосфат-сингаза; ДГХ-синтаза -  дегидрохинат-синтаза; ДГХ -дегидрохи- 
наэа, ДГШР -  дегидрошикимат-редуктаза; ШК -  шикимат-киназа; ЕПШ-сингаза -  З-енолпирувилшикимат-5-'*''— иат-сингаэа; 
ФРА -  N-5-фосфорибоэилантранилат; КДРФ -  1 -{о-кар6оксифениламино)-1 -дезоксирибулозо-5-фосфат ИнГФ -  »гдол-З- 
глицерофосфат; AC -  антранилаг-синтаза; ФРТ -  фосфорибоэилтрансфараза; ФРАИ -  фосфорибозилангранилатизомераза 

ИнГФС -  индол-3-глицерофосфат-сингаза; TC-A -  триптофан-синтаэа-А; ТС-Б -  триптофан-синтаэа-Б

Целью данной работы было изучение регуляции активности ферментов 
биосинтеза триптофана у бактерий Р. mendocina ВКМВ1299 и Р. marginata 
ВКМВ1298.

Материал и методика
В работе использовали бактериальные штаммы Pseudomonas mendocina 

ВКМВ1299 и Pseudomonas marginata ВКМВ1298 из коллекции НИЛ молеку
лярной генетики бактерий. Культивирование бактерий осуществляли в жид
кой минимальной среде М9 либо на агаризованных средах, содержащих 
1,5% агара [4]. Приготовление экстрактов клеток проводили как описано 
ранее [5]. Очистку клеточных экстрактов осуществляли на колонке с сефа- 
дексом G-25 (1x10 см). Активность 3-дезокси-0-арабиногептулозонат-7-фос- 
фат-синтазы и триптофан-синтазы (Б-субъединицы) определяли стандарт
ными методами [6, 7].
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Результаты и их обсуждение
Известно, что у большинства бактерий Pseudomonas синтез первого 

фермента ароматического пути -  ДАГФ-синтазы -  регулируется путем рет
роингибирования [8]. Изучение аллостерической регуляции этого фермента 
у бактерий Р. mendocina и показало, что его активность ингибируется двумя 
аминокислотами -  триптофаном и тирозином (таблица). При этом наиболее 
сильным ингибитором фермента оказался тирозин.

Ингибирование активностей ДАГФ-синтазы
Аром атические Ингибирование %
аминокислоты 2,5 мМ 1 О мМ П 5 мМ

Р. mendocina
Тирозин 75 69,9 63,7

Триптофан 51 45,6 42,5
Фенилаланин 0 0 0

Р. maminata
Тирозин 73 66,7 62

Триптофан 0 0 0
Фенилаланин 58 53 48

П р и м е ч а н и е .  * Концентрация ингибитора 
в реакционной смеси.

При изучении ретроингибиро
вания ДАГФ-синтазы у Р. marginata 
было показано, что в этом случае 
ингибиторами являются тирозин и 
фенилаланин, причем, как и в слу
чае с Р. mendocina, тирозин в наи
большей степени ингибировал ак
тивность фермента (см. таблицу). 
Выявление двух ингибиторов 
ДАГФ-синтазы у каждого из изу
чаемых штаммов, во-первых, ука
зывает на относительное сходство 
их метаболических систем, а во- 

вторых, согласуется с известными данными о наличии у этих бактерий двух 
изоферментных форм ДАГФ-синтазы: ДАГФС-Туг и ДАГФС-Phe для Р. men
docina, что характерно для представителей 1а группы Pseudomonas, и 
ДАГФС-Туг и ДАГФС-Тф для Р. marginata -  характерно для 2 группы Pseu
domonas [8].

Ингибирование активности ферментов триптофанового пути, как уже ука
зывалось, является универсальным механизмом регуляции синтеза трип
тофана у бактерий. Подобный тип регуляции свойствен большинству пред
ставителей Pseudomonas [5, 9, 10]. Как правило, ингибированию подверга
ется один фермент -  антранилат-синтаза и в редких случаях дополнитель
но триптофан-синтаза (например, у бактерий Р. putida М) [5].

При выполнении данной работы была изучена регуляция активности 
ферментов антранилат-синтазы и триптофан-синтазы у бактерий Р. mendo
cina и P marginata. Установлено, что, в отличие от Р. putida M1 у клеток изу
чаемых штаммов ингибируется триптофаном только антранилат-синтаза 
(рис. 2). Триптофан в концентрации 10 мМ вызывал почти полное ингибиро
вание активности антранилат-синтазы у бактерий обоих штаммов, а 50 % 
ингибирование достигалось при концентрации триптофана 0,01 и 0,6 мМ 
соответственно.

Рис.

10* I0'ł  10й IO1 IO1
Концентрация триптофана, M

2. Ретроингибироаание антранилат-синтазы ( 1) и триптофан-синтазы (2) у бактерий 
Р. mendocina ВКМВ1299 (а) и Р. marginata ВКМВ1298 (б)

Таким образом, антранилат-синтаза бактерий Р. mendocina и Р. margina
ta, так же как и у других Pseudomonas, ингибируется триптофаном, причем 
концентрация аминокислоты, вызывающая 50 % ингибирование у Р. men
docina, почти такая же, как и для Р. putida [5], а у бактерий P  marginata не
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сколько ниже. Как видно из рис. 2, в клетках Р. mendocina и Р. marginata 
фермент триптофан-синтаза не ингибируется триптофаном.

Таким образом, учитывая приведенные результаты, а также данные, по
лученные ранее при изучении генетической регуляции синтеза триптофана 
[2, 3], можно сделать вывод, что регуляция биосинтеза триптофана у изу
чаемых бактерий осуществляется двумя путями: посредством генетической 
регуляции генов trpE, trpD и trpC, а также с помощью ретроингибирования 
ферментов ДАГФ-синтазы и антранилат-синтазы. Подобный тип регуляции 
характерен для большинства представителей Pseudomonas.
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УДК 591.43

Л.Д . БУРКО, В. Б. ПЕТУХОВ

ФАУНА ПОЗВОНОЧНЫХ ж ивотны х  
ГОСУДАРСТВЕННОГО ГИДРОЛОГИЧЕСКОГО (ОЗЕРНОГО) ЗАКАЗНИКА

"БЕЛОЕ"
The assessment of vertebrates fauna present state in the state hydrological (laky) zakaznik 

"Beloe" was given. The list of vertebrates fauna includes 10 fish species and 102 species of terrestrial 
vertebrates including 8 amphibian species, 5 reptile species, 60 bird species and 29 mammalian 
species. Among the vertebrates both commercial and endangerous species with international or 
national conservation status including 2 bird species (goosander Mergus merganser and common 
goldeneye Bucephala clangula) from “The Red Data Book of the Republic of Belarus” were recorded.

Одной из форм сохранения ландшафтного и биологического разнообра
зия является создание системы особо охраняемых природных территорий 
(ООПТ), среди которых важное место отводится заказникам -  территориям 
с ограниченным режимом природопользования, целью создания которых 
является сохранение и восстановление природных комплексов и генофонда 
биоты [1].

Государственный гидрологический (озерный) заказник “Белое" был орга
низован по предложению ученых и специалистов Белгосуниверситета на 
основании Постановления Совета Министров БССР от 16 августа 1979 г. 
№ 252 “О создании государственных заказников на торфяных месторожде
ниях и озерах республики".

Основанием для проведения настоящего исследования послужило от
сутствие сведений о фауне позвоночных животных в обосновании по орга
низации заказника и длительный срок его существования, за который могли 
произойти необратимые изменения природных и фаунистических комплек
сов. Инвентаризация фауны ООПТ необходима для осуществления госу
дарственного контроля за состоянием и режимом функционирования заказ
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