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Клонированы гены тимидинфосфорилазы (deoA) и пуриннуклеозидфосфорилазы (deoD) из экстре-
мофильной бактерии Halomonas chromatireducens AGD 8-3. Сконструированы экспрессионные плаз-
миды и получены высокоэффективные рекомбинантные штаммы − продуценты этих белков. Ре-
комбинантные нуклеозидфосфорилазы выделены методами ионообменной хроматографии в гомо-
генном состоянии, исследованы их физические и ферментативные свойства. Показано, что
изучаемые тимидинфосфорилаза (HrТРР) и пуриннуклеозидфосфорилаза (HrPNP) формируют ди-
мерную и гексамерную формы, соответственно. Выявлена повышенная по отношению к тимидину
(в сравнении c ее аналогом из Escherichia coli) удельная активность тимидинфосфорилазы из экст-
ремофильной бактерии H. chromatireducens AGD 8-3.
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Нуклеозидфосфорилазы – семейство фермен-
тов, катализирующих обратимое расщепление
N-гликозидной связи у нуклеозидов, присутству-
ют в клетках практически у всех организмов и
принимают участие в биосинтезе нуклеозидов.
К ним относятся тимидинфосфорилаза (TPP,
КФ .4.2.4), пуриннуклеозидфосфорилаза (PNP,
КФ 2.4.2.1) и уридинфосфорилаза (UDP,
КФ 2.4.2.3). В последние десятилетия нуклеозид-
фосфорилазы являются объектами пристального
внимания исследователей, что определяется, по
крайней мере, тремя причинами. Первая −
стремление на основе исследования простран-
ственной структуры этих белков решить фунда-
ментальную задачу определения молекулярного
механизма функционирования данного класса
ферментов [1–4]. Вторая причина − возможность
практического использования нуклеозидфосфо-
рилаз в ферментативном синтезе (“зеленая хи-
мия”) аналогов нуклеозидов, находящих самое
широкое применение в терапии многих заболева-
ний [5–10].

Не менее важным является также третий аспект,
который заключается в необходимости ингибиро-
вания нуклеозидфосфорилаз при лечении различ-
ных, в том числе и онкологических, заболеваний. В
настоящее время обнаружено, что эти ферменты
способствуют прогрессированию злокачественных
новообразований. Механизм этого процесса до
конца не выяснен, но для тимидинфосфорилазы
показано, что этот фермент способствует некон-
тролируемому ангиогенезу, вносящему существен-
ный вклад в развитие таких заболеваний, как сер-
дечно-сосудистые патологии, ревматоидный арт-
рит, атеросклероз, диабетическая ретинопатия
[11–13]. Указанные факты переводят, в частности,
тимидинфосфорилазу, в статус несомненной ми-
шени для воздействия на нее при терапии многих,
включая и онкологические, заболеваний.

Схема противоопухолевой терапии предпола-
гает использование антипролиферативных пре-
паратов на основе модифицированных нуклеози-
дов (например, 5-фторурацил). Однако высокий
уровень накопления тимидин- и уридинфосфо-
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рилаз в клетках злокачественных новообразова-
ний приводит к разрушению используемых соеди-
нений и резкому снижению их эффективности
[14], что, в свою очередь, вызывает необходимость
использования повышенных доз этих высокоток-
сичных соединений. Применение в этом случае
специфических ингибиторов нуклеозидфосфори-
лаз позволяет проводить противораковую терапию
в более щадящих для пациента условиях [15].

В ряду нуклеозидфосфорилаз особое внимание
также уделяется пуриннуклеозидфосфорилазе –
важнейшему ферменту метаболизма пуринов. В
настоящее время ведется активный поиск высоко-
специфических и эффективных ингибиторов этого
фермента, что необходимо для создания селектив-
ного Т-клеточного иммунодефицитного статуса
организма при проведении трансплантации тканей
и отдельных органов. Кроме того, как и другие нук-
леозидфосфорилазы, этот фермент нашел свое
применение в стереоселективном ферментативном
синтезе модифицированных нуклеозидов [16, 17].

Все указанные аспекты (изучение структурно-
функциональной организации нуклеозидфосфо-
рилаз, использование этих ферментов в биотехно-
логических процессах, терапия, основанная на це-
левом воздействии на этот класс ферментов) ини-
циировали получение и исследование свойств
нуклеозидфосфорилаз из различных источников
[18–21]. На основании этих данных высказывают-
ся как предположения о строении активных цен-
тров и причинах различия в функциональной ак-
тивности этих белков, так и осуществляется подбор
оптимальных ферментов для получения модифи-
цированных нуклеозидов.

В этом ряду особое внимание уделяется нуклео-
зидфосфорилазам из экстремофильных, в частно-
сти термофильных, бактерий [22–25]. Интерес к
термостабильным нуклеозидфосфорилазам объ-
ясняется не только вопросами оптимизации био-
технологических процессов получения модифи-
цированных нуклеозидов (например, увеличению
растворимости гетероциклических оснований, ис-
пользуемых в этих процессах), но и фундаменталь-
ными попытками объяснить природу устойчиво-
сти самих ферментов к термальной денатурации.

Как указано выше, сравнительно низкая рас-
творимость многих гетероциклических оснований
при нейтральных значениях pH во многом затруд-
няет ферментативный синтез модифицированных
нуклеозидов. Одновременно с этим, сами нуклео-
зидфосфорилазы проявляют оптимальную актив-
ность именно при нейтральных значениях этого
показателя, что приводит к дисбалансу в проводи-
мом процессе. В связи с этим, поиск ферментов,
способных осуществлять синтез производных нук-
леозидов в приближенных к щелочным pH, также
может существенно оптимизировать способ само-
го ферментативного синтеза.

Цель работы − клонировать гены нуклеозид-
фосфорилаз из мезофильной бактерии H. chro-
matireducens AGD 8-3 и сконструировать реком-
бинантные штаммы-продуценты этих белков, а
также исследовать их ферментативные свойства.

МЕТОДИКА
В работе использовали: ДДС-Na, агарозу (Type I,

Low EEO), борную кислоту, трис-основание
(Трис-OH), трис-гидрохлорид (Трис-HCl), ЭДТА –
(“Sigma”, США), акриламид, N,N'-метилен-бис-
акрилиамид (“Serva”, Германия), бромистый
этидий, персульфат аммония, N, N, N', N'-тетра-
метилэтилендиамин – “Fluka” (Швейцария),
триптон “Bacto”, агар “Bacto”, дрожжевой экс-
тракт “Bacto” (“Difco”, США), ампициллин
“AppliChem” (Германия), дезоксирибонуклео-
зидтрифосфаты “MBI Fermentas” (Литва). Ксан-
тиноксидаза молока коровы, тимидин, инозин и
диметилсульфоксид − “Sigma” (США). Неорга-
нические соли фирмы “Merck” (Германия), реак-
тивы квалификации х. ч. и о. с. ч. (Россия). Бел-
ковые маркеры молекулярной массы “Unstained
Protein Molecular Weight Marker” фирмы “MBI
Fermentas” (Литва).

Taq-полимеразу, рестрицирующие эндонукле-
азы (BamHI и HindIII) и ДНК-лигазу фага Т4
производства “MBI Fermentas” (Литва) использо-
вали в соответствии с рекомендациями фирм-
производителей.

Выделение ДНК, очистку, гидролиз эндо-
нуклеазами рестрикции, лигирование фрагмен-
тов ДНК, а также трансформацию клеток E. coli
плазмидами проводили согласно [26].

Штаммы E.coli JM110, С600ΔudpRecA- (thi thrB
leuB lacY supE tonA recA Tn10) предоставлены Все-
российской коллекцией промышленных микро-
организмов (НИЦ “Курчатовский институт”-
ГосНИИгенетика”, Россия). Источником ре-
комбинантной тимидинфосфорилазы из E. coli
(референс-белок) служил полученный нами ра-
нее штамм-продуцент этого фермента [27].

В качестве реципиентного использовали скон-
струированный ранее бактериальный вектор
pUU18 [28, 29], содержащий в своем составе про-
мотор-операторную область гена уридинфосфо-
рилазы из E. coli.

Полимеразную цепную реакцию проводили в
амплификаторе “Eppendorf Mastercycler gradient”
(“Eppendorf”, Германия) в объеме 20–25 мкл при
2.0 мМ MgCl2; 0.2 мМ каждого из дезоксирибону-
клеозидтрифосфатов (dNTP); 67 мМ Трис-HCl
(pH 8.3); 0.5 ед. Taq-полимеразы; 1–10 нг ДНК;
5 пмоль каждого праймера; 5% диметилсульфок-
сида. Режим амплификации (°С/с): 95/60 –
1 цикл; 95/10, 58/10, 72/20 – 25 циклов; 95/10,
58/10, 72/180 – 1 цикл.
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В качестве матричной использовали геномную
ДНК, выделенную из биомассы клеток H. chro-
matireducens AGD 8-3 [30] с применением ком-
мерческого наборa “GeneJET Genomic DNA Puri-
fication Kit” (“Thermo Fisher Scientific”, США).

Олигодезоксирибонуклеотиды, использован-
ные в работе, приведены в табл. 1.

Синтез олигодезоксирибонуклеотидов осу-
ществляли с использованием автоматического
синтезатора ASM-800 (“Биоссет”, Россия) и очи-
щали согласно [31].

Выделение плазмид проводили с использова-
нием набора “GeneJet™ Plasmid Miniprep Kit”
производства “MBI Fermentas” (Литва). Клетки
E. coli, содержащие плазмиду, культивировали в
течение 16–18 ч в стеклянных пробирках (или
колбах) со средой LB (ампициллин – 150 мкг/мл)
при 37°С и 250 об./мин в шейкере-инкубаторе
“Excella E25” (“New Brunswick Scientific”, США).

Концентрацию белка определяли по методу
Бредфорд [32] с окраской реагентом “Bio-Rad Pro-
tein Assay” (“Bio-Rad”, США). В качестве стандар-
та использовали раствор бычьего сывороточного
альбумина (“Sigma”, США).

Электрофоретическое разделение белков про-
водили по Леммли [33].

Ферментативную активность рекомбинантных
тимидинфосфорилазы (HrTPP) и пуриннуклео-
зидфосфорилазы (HrPNP) определяли в К+-фос-
фатном буфере согласно [34, 35] соответственно.

Определение четвертичной структуры реком-
бинантных HrTPP и HrPNP проводили методом
аналитической гель-фильтрации на колонке Tri-
corn 10/300 c сорбентом Superdex 200 с использо-
ванием прибора AKTA FPLC (“GE Healthcare”,
Великобритания) в 10 мM Na+-фосфатном буфере,
pH 7.4, содержащем 150 мM NaCl. Регистрацию
осуществляли при длине волны 280 нм. Объем об-
разца – 100 мкл, скорость элюции – 1 мл/мин. В
качестве белков-маркеров использовали набор
“Gel Filtration Calibration Kits” (GE Healthcare Life
Sciences, Великобритания), а также рекомбинант-
ные тимидин- и уридинфосфорилазу из E. coli.

Выделение и очистку рекомбинантных тими-
дин- и пуриннуклеозидфосфорилазы проводи-
ли, как описано нами ранее для уридинфосфо-
рилазы [36].

Первичную структуру выделенных реком-
бинантных белков подтверждали методом
MALDI-TOF/TOF-масс-спектрометрического
анализа их триптических гидролизатов.

Статистическую обработку результатов серии
измерений проводили с использованием про-
граммы StatPlus2007 (http://analystsoft.com).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В представленной работе в качестве экстремо-
фильного микроорганизма нами была выбрана ге-
теротрофная галоалкалофильная бактерия H. chro-
matireducens AGD 8-3, выделенная из солончаков
Кулундинской степи (Россия) [30, 37]. Бакте-
рии способны к росту при высоких значениях
солености (2.5 М NaCl) в щелочных условиях
при рН 9.5–10.1, что позволяет отнести ее к экс-
тремофилам. Ареал обитания бактерии предпола-
гает наличие у нее особых систем адаптации к
суммарному стрессу. Способность к росту в экс-
тремальных условиях предполагает также присут-
ствие в клетках ферментов с измененными свой-
ствами, в том числе и нуклеозидфосфорилаз. По-
иск таких белков инициировал клонирование
генов тимидин- и пуриннуклеозидфосфорилаз из
данного экстремофила, конструирование соот-
ветствующих рекомбинантных штаммов-проду-
центов этих белков и исследование их свойств.

В настоящее время геном H. chromatireducens
AGD 8-3 раскрыт [38] и доступен в базе данных
(GeneBank: NZ_CP014226.1), что позволило про-
вести планирование структур олигодезоксирибо-
нуклеотидных праймеров (табл. 1) для амплифи-
кации и клонирования участков ДНК, кодирую-
щих структурную часть соответствующих генов.

Важно отметить, что при проведении амплифи-
кации интересующих фрагментов ДНК из генома
H. chromatireducens AGD 8-3 необходимо использо-
вать диметилсульфоксид, в качестве дополнитель-
ного (на фоне температурного) фактора денатура-
ции геномной ДНК. В ходе экспериментальной ра-
боты было обнаружено, что наиболее эффективно
амплификация целевых фрагментов осуществля-
лась в присутствии в реакционной смеси 5% ди-
метилсульфоксида. Этот факт нами был объяснен
высоким G/C-составом ДНК из H. chromatiredu-
cens AGD 8-3 (62.8%). Полученные фрагменты бы-

Таблица 1. Структуры олигодезоксирибонуклеотидов, использованных в работе*

* Жирным шрифтом выделены вводимые сайты рестрикции (BamHI и HindIII).

Название 5'-3' Ген

C-tpp TGCCGAAGCTTTCGAGTACCAGTACGAT deoА
N-str TGGAGGGATCCTGATGCGTTCTCAAG deoА
C_str AGTCGCCGGAAGCTTCGATGGTCCGA deoD
N_str TTTTCGGATCCATGGCGACTCCCCATAT deoD
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ли выделены, очищены и клонированы по сайтам
BamHI-HindIII в составе экспрессионного вектора
pUU18 под контроль промотор-операторной обла-
сти гена уридинфосфорилазы E. coli. Соответствие
первичной структуры клонированных фрагментов
запланированной подтверждали секвенированием.
Сконструированные рекомбинантные экспресси-
онные плазмиды были обозначены pHrTPP и
pHrPNP (рис. 1).

Экспрессионными векторами (pHrPNP и
pHrTPP) трансформировали реципиентный
штамм E. coli С600 Δudp и анализировали уро-
вень накопления рекомбинантных белков. По-
лученные результаты (рис. 2) свидетельствуют о
том, что рекомбинантные нуклеозидфосфори-
лазы накапливались в растворимой фракции кле-
ток штаммов-продуцентов. Эти данные также ука-
зывают на то, что промотор-операторная область
гена udp из E. coli способна осуществлять высоко-
эффективную транскрипцию гибридных генов
(deoA и deoD из H. chromatireducens AGD 8-3) в
условиях гетерологичной экспрессии.

Были также проведены отдельные экспери-
менты по клонированию полноразмерных генов
deoA и deoD из H.chromatireducens AGD 8-3. Одна-
ко сконструированные экспрессионные векторы,
в составе которых структурные части генов иссле-
дуемых нуклеозидфосфорилаз находились под
контролем нативных промотор-операторных об-
ластей, практически не приводили к накоплению

целевых ферментов в клетках E. coli (данные не
приводятся). Этот факт следует отнести к суще-
ственному различию в функционировании про-
моторных областей в E. coli [39] и H. chromatiredu-
cens AGD 8-3, что может быть предметом отдель-
ного исследования.

Рекомбинантные белки были выделены и очи-
щены также, как в работе [36], с использованием
ионообменной хроматографии (рис. 2), проведе-
но изучение их ферментативных и физико-хими-
ческих свойств. Первичную структуру ферментов
подтверждали методом MALDI-TOF/TOF масс-
спектрометрического анализа их триптических
гидролизатов.

Нуклеозидфосфорилазы из различных орга-
низмов отличаются топологией третичной и чет-
вертичной структур, а также специфичностью по
отношению к субстратам (нуклеозидам), что позво-
лило их разделить на два семейства: NP-I и NP-II.
Семейство NP-I обладает широкой субстратной
специфичностью по отношению к пурин- и пи-
римидиннуклеозидам, в то время как NP-II про-
являют избирательную активность по отноше-
нию 2'-дезоксирибонуклеозидам (например, ти-
мидинфосфорилаза) [34, 40–42].

Четвертичные формы новых рекомбинантных
пурин- и пиримидиннуклеозидфосфорилаз из
H.chromatireducens AGD 8-3 исследовали с приме-
нением аналитической гель-фильтрации на ко-

Рис. 1. Общая схема экспрессионных плазмид (pHrPNP
и pHrTPP). Pudp – промотор-операторная область гена
уридинфосфорилазы из E. coli. Вставка − структурная
часть генов тимидинфосфорилазы или пуриннуклео-
зидфосфорилазы из H. chromatireducens AGD 8-3.
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HindIII Рис. 2. Электрофоретический анализ рекомбинант-
ных белков в клетках E. coli C600 в 12.5% ПААГ с
ДСН-Na. М – маркеры молекулярной массы белков.
1, 3 – белки растворимых фракций, полученных по-
сле разрушения ультразвуком клеток-трансформан-
тов E. coli C600. 2, 4 – очищенные рекомбинантные
(тимидинфосфорилаза) (HrTPP) и (пуриннуклеозид-
фосфорилаза) (HrPNP) соответственно. Рекомби-
нантные белки обозначены стрелками.
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лонке Tricorn 10/300 c сорбентом Superdex 200.
Полученные результаты показали, что рекомби-
нантные тимидин- и пуриннуклеозидфосфори-
лазы формируют димерную и гексамерную чет-
вертичные структуры, соответственно (табл. 2.).
Показано, что тимидинфосфорилаза из H. chro-
matireducens AGD 8-3 проявляла активность толь-
ко по отношению к 2'-дезоксирибонуклеозидам,
что позволяет отнести ее к NP-II семейству нук-
леозидфосфорилаз.

Сравнительное исследование полученных ре-
комбинантных нуклеозидфосфорилаз из H. chro-
matireducens AGD 8-3 и E. coli показало (табл. 2),
что тимидинфосфорилаза проявляла более высо-
кую, по сравнению с ее аналогом из E. coli, фермен-
тативную активность, в то время как пуриннуклео-
зидфосфорилаза уступала по этому показателю ре-
ференс-белку. Обращает на себя внимание и
широкий диапазон значений pH, при которых оба
выделенных рекомбинантных белка сохраняли
свою ферментативную активность (табл. 2). Этот
факт, вероятно, является отражением структурных
изменений этих белков, как ответ на условия оби-
тания самого микроорганизма (рН 9.5–10.1).

Однако сравнительное исследование влияния
концентрации NaCl на активность тимидинфос-
форилаз из H. chromatireducens AGD 8-3 и E. coli
показало неожиданный результат. Несмотря на
адаптацию клеток H. chromatireducens AGD 8-3 к
экстремальным солевым условиям обитания, то-
лерантность HrTPP из этого организма к данно-
му показателю оказалась значительно ниже по
сравнению с аналогичным ферментом из E. coli
(табл. 3). Инактивация HrTPP при 2.0 М концен-
трации NaCl достигала 50%, а тимидинфосфори-
лаза из E. coli сохраняла 88% своей активности.

Полученные результаты выявили необходи-
мость дополнительного сравнительного анализа
первичных структур тимидинфосфорилаз из E. coli
и H. chromatireducens AGD 8-3 (рис. 3).

Анализ проводили с использованием алгорит-
ма, заложенного в работе [44], и определяющего
вероятность замены аминокислотных остатков в
составе родственных белков в ходе эволюции.
Обращает на себя внимание тот факт, что все

аминокислотные остатки, принимающие участие
при формировании фермент-субстратного ком-
плекса для этих двух белков, остаются неизмен-
ными (рис. 3), хотя уровень гомологии исследуе-
мых белковых структур невысок и составляет
только 58.9%. Кроме того, в составе тимидинфос-
форилазы из H. chromatireducens AGD 8-3 выявлял-
ся дополнительный гидрофильный участок поли-
пептидной цепи, расположенный между двумя α-
спиралями (251–256 и 270–287 аминокислотные
остатки, нумерация по ферменту из E. сoli). Даль-
нейшее выяснение особенностей строения полу-
ченных ферментов, а также роли отмеченных раз-
личий в первичной структуре и возможного их
влияния на ферментативные и физико-химиче-
ские свойства полученных тимидин- и пуриннук-
леозидфосфорилаз из H. chromatireducens AGD 8-3
в настоящее время проводится с использованием
рентгеноструктурного анализа.

Таким образом, в результате проведенного ис-
следования получены рекомбинантные штаммы
новых нуклеозидфосфорилаз из экстремофильной
бактерии H. chromatireducens AGD 8-3. Исследова-
ны основные свойства этих белков и показано, что
они могут быть использованы при ферментатив-
ном синтезе производных нуклеозидов, а также
для дальнейшего изучения молекулярных основ
функционирования этого класса ферментов.

Таблица 2. Сравнительные характеристики тимидин- и пуриннуклеозидфосфорилаз из E. coli и H. chromatiredu-
cens AGD 8-3

Примечание. ETPP и HrTPP; EPNP и HrPNP – тимидинфосфорилазы и пуриннуклеозидфосфорилазы из E. coli и H. chromat-
ireducens AGD 8-3, соответственно. В качестве субстрата для ETPP и HrTPP использовали тимидин, активность HrPNP опре-
деляли с применением инозина.

Фермент Удельная активность,
ед./мг Топт, оС рНопт

Четвертичная 
структура Ссылка

ETPP 105.3 ± 5.1 51.3 ± 1.6 6.6–7.3 Димер Данная работа
HrTPP 235.2 ± 7.6 60.4 ± 1.3 7.2–8.9 Димер Данная работа
EPNP 66.0 60.0 7.1–7.5 Гексамер  [18]
HrPNP 28.6 ± 3.8 55.2 ± 1.7 7.0–9.1 Гексамер Данная работа

Таблица 3. Влияние концентрации NaCl на актив-
ность рекомбинантной тимидинфосфорилазы

№ NaCl, M

Активность
тимидинфосфорилазы,%

H. chromati-
reducens AGD 8-3 E. coli

1 0 100.0 100.0
2 0.5 96.2 ± 2.1 98.3 ± 1.6
3 1.0 82.6 ± 1.6 95.4 ± 1.9
4 1.5 66.9 ± 2.1 94.3 ± 1.1
5 2.0 48.9 ± 1.7 88.1 ± 1.6
6 2.5 35.1 ± 1.5 82.5 ± 1.7
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Thymidine phosphorylase (deoA) and purine nucleoside phosphorylase (deoD) genes from the extremophilic
bacterium Halomonas chromatireducens AGD 8-3 have been cloned. Expression plasmids were constructed
and highly efficient recombinant strains-producers of these proteins were obtained. Recombinant nucleoside
phosphorylases were isolated by ion-exchange chromatography in a homogeneous state and their physical
and enzymatic properties were investigated. It was shown that the studied thymidine phosphorylase (HrTPP)
and purine nucleoside phosphorylase (HrPNP) form the dimeric and hexameric forms, respectively. Re-
vealed increased relative to thymidine (in comparison with its counterpart from E. coli) specific activity of
HrTPP from extremophilic bacterium H. chromatireducens AGD 8-3.
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