
IBM-compatible personal computer is described. Presented software package allows to 
compare the results obtained by the new method with the traditional ones. A sufficient 
criteria for protein classification have been developed. 
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УДК 577.15 

Е. О. Кяльчева, Μ. М. Файзиев, С. С. Малюта 

УРИДИНДИФОСФАТ-N-
А Ц Е Т И Л МУРАМИЛ- L-АЛАНИЛ-D -ГЛЮТAMAT: 
ME Ό 2, 6 -ДИАМИНОПИМЕЛАТЛИГАЗНАЯ АКТИВНОСТЬ 
В ЭКСТРАКТАХ КЛЕТОК BACILLUS SUBTILIS, 
STREPTOCOCCUS BOVIS И ENTEROCOCCUS FAECIUM 

В экстрактах клеток В. subtilis, S. bovis, Ε. faecium обнаружена УДФ-Ы-ацетилмура-
мил-Ь-аланил-О-глютамат: мезо-2,6-ДАП-лигазная активность. УДФ-Ы-ацетилмурамил-
Ь-аланил-В-глютамат: мезо-2,6-ДАП-лигаза В. subtilis выделена и очищена гель-фильт-
рациеч и ионообменной хроматографией. Молекулярная масса фермента, определенная 
методом гель-фильтрации, составляет 120 000. 

Введен ие. Мезо-диаминопимелиновая кислота (мезо-ДАП) является не-
посредственным предшественником лизина в его биосинтетическом пу-
ти и в то же время — важным компонентом пептидогликана бактери-
альной клеточной стенки (рис. 1). Декарбоксилирование мезо-ДАП 
в лизин осуществляется ферментом мезо-ДАП-декарбоксилазой (ЕС 
4.1.1.20), а включение мезо-ДАП в состав УДФ-К-ацетилмурамил-три-
пептида катализируется УДФ-К-ацетилмурамил-^ :аланил-Ь-глютамат: 
мезо-2,6-ДАП-лигазой (ЕС 6. 3. 2. 13). ДАП-лигазная активность обна-
руживается в клетках бактерий, клеточная стенка которых содержит 
мезо-ДАП [1, 2] . В настоящее время указанный фермент выделен из 
Corynebacterium xerosis [3], В. eereus [4], Escherichia coli [5]; пока-
зана его способность функционировать как в прямом, так и в обратном 
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направлениях. В ходе обратной реакции происходит выщепление ме-
зо-ДАП из УДФ-ЬІ-ацетилмурамил-трипептида, что сопровождается об-
разованием АТФ: 

УДФ-И-ацетилмурамил-трипептид -f- АДФ -j- Фн^УДФ-И-ацетил-
мурамил-1 -А1а- / ) -С1и+мезо-ДАП+АТФ. 

В стандартных условиях скорость обратной реакции составляет 
лишь малый процент от реакции в прямом направлении [4] . Однако 
в экстрактах исследуемых нами микроорганизмов В. subtilis, 5. bouis 

I 
ι 
I 
T 

удФ-Н-ацетилглюкозамин 

УДФ-И-ацетилглюкозамин-енолпирубат 
I J 
' УДФ-N- ацетилмурамилобая кислота 
ί І 
t \ 

L L-ДДП УДФ-Ν-ацетилмурамил-L-Діа 
' \ \ 

мезо-ДАП УДФ-^-ацетилмурамил-L-Ala-D-Glu 

Рис. 1. Схематическое изображение пути биосинтеза пептидогликана [13] 

и Е. faecium д а ж е при неспецифических ферментативных условиях на-
блюдалось образование спектрофотометрически тестируемого количест-
ва мезо-ДАП. С помощью методов гель-фильтрации и ионообменной 
хроматографии мы очистили фермент, катализирующий накопление ме-
зо-ДАП в экстрактах клеток В. subtilis, до гомогенного состояния и ус-
тановили его молекулярную массу. 

Материалы и методы. Ш т а м м ы и с р е д ы . В работе использо-
ваны следующие бактериальные штаммы; В. subtilis S H g W , который 
культивировали на среде Spizizen [6] ; S. bovis А 0 2 4 / 8 5 и Е. faecium 
AL6, выращенные на модифицированной нами среде Henderson and 
Snell [7], содержащей ( г / л ) : глюкозу 20, цитрат Na 20, К2НРО4 5У 
NH4Cl 3, ацетат Na 1, M g S O 4 0,1, гидролизат казеина 0,1. Инкубация 
при 37 °С. 

П о л у ч е н и е б е с к л е т о ч н ы х э к с т р а к т о в . Бактериаль-
ные клетки после отделения от культуральной среды центрифугирова-
нием и промыванием 0,15 M фосфатным буфером, рН 7,1, суспендиро-
вали в буфере того же состава. Клеточные стенки разрушали ультра-
звуком с частотой 20 кГц 3 раза по 30 с на установке «MSE» (Англия) . 
Полученный гомогенат центрифугировали либо 20 мин при 15 000 gy 
либо 60 мин при 100 000 g. Образовавшийся супернатант использовали 
в качестве бесклеточного экстракта. 

Выделение ДАП-лигазы В. subtilis осуществляли согласно реко-
мендациям Michaud et al. [5] , после чего ферментативный препарат 
наносили на колонку с сефадексом G-200 (0,9X100 см), предваритель-
но уравновешенную буфером А (0,15 M фосфатный буфер, рН 7,1, 1 мМ 
2-меркаптоэтанол, 0,1 мМ M g C l 2 ) . Элюцию вели со скоростью 20 мл/ч. 
Полученные после гель-фильтрации активные фракции объединяли и 
подвергали дальнейшей очистке на колонке MonoQ («Pharmacia» , Шве-
ция) , т акже уравновешенной буфером А. Адсорбированный материал 
элюировали возрастающим градиентом концентрации KCl (0—1 М) со 
скоростью 60 мл /ч в течение 30 мин. 
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М е т о д ы а н а л и з а . Активность ДАП-декарбоксилазы определя-
ли по методу Work [8], активность Д А П - л и г а з ы — по скорости обра-
зования мезо-ДАП в реакционной среде (конечный объем 0,5 мл) , со-
держащей 0,3 M фосфатный буфер, рН 8,5, 4 мМ АДФ и бесклеточный 
экстракт, полученный центрифугированием при 15 000 g в течение 
20 мин. После инкубации при 37 °С в течение 30 мин реакцию останав-
ливали добавлением 0,12 мл ледяной уксусной кислоты. Удельную фер-
ментативную активность измеряли по количеству микромолей мезо-

Рис. 3. Разделение ДАП-лигазы (2) и 
ДАП-декар бокси лазы (1) на колонке 
MonoQ 

Рис. 2. Электрофорез на бумаге реакцион-
ной смеси с бесклеточным экстрактом 
В. subtilis. После инкубации в течение 
О (1) и 30 мин (2) 20 мкл реакционной 
пробы анализировали электрофорети-
чески 

Д А П , образовавшейся за 1 мин в присутствии 1 мг белка бесклеточно-
го экстракта. 

Концентрацию белка определяли методом Bredford [9]. 
Высоковольтный электрофорез на бумаге проводили в растворе ук-

сусная кислота : муравьиная кислота : вода (10 : 41,2 : 948, V/V), рН 1,9, 
45 мин, 4000 В. Электрофореграммы проявляли 1 %-ным раствором 
нингидрина в ацетоне. 

Молекулярную массу ферментов определяли гель-фильтрацией 
[10]. В качестве белков-маркеров использовали набор LW Kit 
(«Pharmac ia») . 

Результаты и обсуждение. Фермент ДАП-декарбоксилаза преобра-
зует мезо-ДАП в лизин. Его активность измеряют по скорости перера-
ботки мезо-ДАП [8]. 

При определении ДАП-декарбоксилазной активности в экстрактах 
клеток В. subtilis, S. bovis и Е. faecium, достигших конца экспоненци-
альной фазы роста, мы часто тестировали не уменьшение, а увеличение 

,содержания ДАП. Известно, что у бацилл максимальная ДАП-декар-
боксилазная активность приходится на конец ростового цикла [ И ] . 
Тем не менее в ходе ферментативной реакции мы отмечали именно воз-
растание концентрации мезо-ДАП (рис. 2). 

Наблюдаемое повышение содержания этой аминокислоты могло 
быть обусловлено наличием другого энзима, катализирующего накоп-
ление мезо-ДАП и способного эффективно функционировать в услови-
ях, оптимальных для проявления ДАП-декарбоксилазной активности. 

Фермент ДАП-лигаза , ускоряя реакцию в обратном направлении, 
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отщепляет от предшественника пептидогликана клеточной стенки УДФ-
N-ацетилмурамил-трипептида мезо-ДАП и увеличивает тем самым со-
держание диаминопимелиновой кислоты в свободном состоянии. Д а н -
ный уридиновый трипептид накапливается в бактериальных экстрактах, 
получаемых в результате разрушения оболочек клеток ультразвуком и 
последующего центрифугирования при 15 000 g в течение 20 мин [12]. 
Использование другого режима центрифугирования (100 000 gy 60 мин) 
позволяет отделить ферментативные образцы от пептидогликана [12]. 
Действительно, в бесклеточных экстрактах В. subtilis, S. bovis, E. fae-
Ciumy отобранных после осаждения при 100 000 g, не отмечалось уве-
личения содержания Д А П в случае их использования для определения 
ДАП-декарбоксилазной активности. Добавление же к таким экстрак-
там полученного при центрифугировании осадка приводило к заметно-
му повышению концентрации этой аминокислоты в реакционной пробе. 
Уровень содержания Д А П становился еще выше при смещении рН ре-
акции в щелочную сторону (рН 9) и при увеличении молярности 
0,15 M фосфатного буфера до значения 0,3 M (таблица) . Перечислен-
ные условия (слабощелочное значение рН, наличие неорганического 
фосфора, а т а к ж е А Д Ф ) являются оптимальными для функционирова-
ния ДАП-лигазы в обратном направлении [4, 5] . Внесение нами в ре-
акционную среду, содержащую 0,3 M фосфатный буфер (рН 8,5) и 
бесклеточный экстракт любого из исследуемых микроорганизмов, полу-
ченный центрифугированием при 15 000 g (что определяет наличие в 
нем как ферментативного препарата, так и УДФ-Ы-ацетилмурамил-три-
пептида), 4 мМ А Д Ф способствовало трехкратному увеличению содер-
жания Д А П (см. таблицу) . Таким образом, чем ближе становились ус-
ловия реакции к специфически подобранным для проявления ДАП-ли-
газной активности, тем значительнее возрастал уровень содержания 
Д А П . 

Образование мезо-ДАП в бесклеточных экстрактах В. subtilis, S. bovis и Е. faecium 

Д л я дальнейшей характеристики ферментативного препарата, осу-
ществляющего накопление мезо-ДАП в экстрактах В. subtilis, он был 
изолирован согласно рекомендациям Michaud et al. [5] и очищен гель-
фильтрацией на сефадексе G-200. После элюции с колонки 0,15 M фос-
фатным буфером выявлен один активный белковый пик, Mr которого 
120 000. Помимо ДАП-лигазной, он содержал и ДАП-декарбоксилаз-
ную активность. Разделение этих ферментативных активностей дости-
галось посредством ионообменной хроматографии. ДАП-лигазная фрак-
ция элюировалась с MonoQ при более высокой концентрации KCl, чем 
ДАП-декарбоксилазная (рис. 3) . Установленная гель-фильтрацией в 
указанных условиях величина молекулярной массы ДАП-лигазы В. sub-
tilis фактически не отличается от таковой у ДАП-лигазы Е. coli (Mr 
106 000+3000) [5] . Такая молекулярная масса характерна для димер-
ных белков. Выяснение предполагаемого субъединичного строения 
ДАП-лигазы В. subtilis и ее физико-химических свойств составляют 
предмет наших дальнейших исследований. 

Р е з ю м е 

В екстрактах клітин В. subtilis, S. bovis, Ε. faecium виявлена УДФ^-ацетилмураміл-
L-аланіл-D-глютамат: мезо-2, 6-ДАП-лігазна активність. УДФ-N-ацетилмураміл-L-ала-
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ніл-D-глютамат: мезо-2, 6-ДАП-лігаза В. subtilis виділена і очищена гель-фільтрацією та 
іонообмінною хроматографією. Молекулярна маса ферменту, визначена методом гель-
фільтрації, становить 120 000. 

S u m m a r y 

Uridine-diphosphate-N-acetylmuramyl-L-aIanyl-£>-glutamate: meso-2, 6-diaminopimelate li-
gase activity was found in extracts of B. subtilis, S. bovis, E. faecium. ί /ΖλΡ-Ν-acetylmura-
myl-L-alanyl-D-glutamate: meso-2, 6-diaminopimelate l igase f rom B. subtilis was purif ied 
by gel-f i l t rat ion and ion-exchange chromatography. The molecular weight of enzyme a s 
determined by gel-f i l t rat ion is 120 000. 
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