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Позаклiтинна фруктозобiсфосфатаза збудника

блiдо-зеленої карликовостi зернових:

молекулярно-бiологiчнi та серологiчнi властивостi

Дослiджено молекулярно-бiологiчнi та серологiчнi властивостi позаклiтинної фрукто-
зобiсфосфатази (ФБФази) збудника блiдо-зеленої карликовостi зернових Acholeplasma
laidlawii var. granulum шт. 118. Застосування субстратспецифiчної хроматографiї пiд
час очищення цього ферменту дало можливiсть одержати бiлок з високим ступенем
чистоти (176,4). Визначено молекулярну масу позаклiтинної ФБФази в нативному
(230 000 Да) та денатурованому (56 600 Да) станах. Встановлено, що ФБФаза скла-
дається з чотирьох однакових субодиниць (по 56 600 Да кожна). Виявлено подiбнiсть,
але не iдентичнiсть позаклiтинної ФБФази Acholeplasma laidlawii var. granulum шт. 118
з одноiменним ферментом Bacillus subtilis 668 у серологiчному вiдношеннi.

Вiдомо, що найважливiшими системами ферментiв органiзмiв i мiкроорганiзмiв є системи,
якi забезпечують процеси глiкогенезу i глюконеогенезу. Фруктозобiсфосфатаза (ФБФаза)
[1–5] як ключовий фермент глюконеогенезу каталiзує перетворення фруктозо-1,6-бiсфос-
фату у вкрай необхiдний для мiкроорганiзмiв фруктозо-6-фосфат. Внутрiшньоклiтиннi
ФБФази вiдiграють головну роль у процесах глiколiзу та глюконеогенезу, тодi як приро-
да, призначення та функцiї позаклiтинних ФБФаз у мiкроорганiзмiв до цього часу ще не
з’ясованi.

Метою проведеного нами дослiдження було визначення молекулярної маси, субодинич-
ного складу позаклiтинної ФБФази збудника блiдо-зеленої карликовостi зернових Achole-

plasma laidlawii var. granulum шт. 118, а також порiвняльне вивчення серологiчних влас-
тивостей ФБФаз A. laidlawii var. granulum шт. 118 i Bacillus subtilis 668, оскiльки бакте-
рiї роду Bacillus вважаються фiлогенетичними предками молiкутiв, у тому числi i роду
Acholeplasma [6].

Об’єктом дослiджень була фiтопатогенна ахолеплазма A. laidlawii var. granulum шт. 118,
яку вирощували в 900 мл рiдкого поживного середовища СМ IМВ-72 протягом 48 год [7].

Для можливостi дослiдження молекулярно-бiологiчних властивостей позаклiтинної
ФБФази A. laidlawii var. granulum шт.118 необхiдно було одержати препарат цього фер-
менту в чистому виглядi. Очищення ФБФази дослiджуваної фiтопатогенної ахолеплазми
проводили в декiлька етапiв: 1 — осадження бiлкiв з культуральної рiдини A. laidlawii var.
granulum шт. 118 1,6 М сульфатом амонiю (СА) (40% насичення), у результатi застосування
якого вдалося звiльнитися вiд бiлкiв, що не мали ФБФазної активностi; 2 — фракцiонува-
ння культуральної рiдини, переосадженої 40% СА на гiдрофобнiй колонцi з тойоперлом
HW-60 (висота колонки (h) 10,0 см; дiаметр (d) 5,0 см; об’єм колонки (v) 100 мл); 3 — пе-
реосадження бiлкiв 2,8 М (70% насичення) СА; 4 — десальтування на молекулярному ситi
на iонно-обмiннiй колонцi iз сефадексом G-10 (h = 12,0 см; d = 4,0 см; v = 100 мл); 5 —
субстратспецифiчна хроматографiя на КМ-сефарозi (h = 22,0 см; d = 1,0 см; v = 34,5 см3).
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На кожному етапi очищення дослiджуваного ферменту, використовуючи колонки з рiз-
ними наповнювачами, виконували таку процедуру: колонку з певним наповнювачем (то-
йоперлом HW-60, сефадексом G-10, КМ-сефарозою) урiвноважували вiдповiдним буфером
(забуферений фiзiологiчний розчин (ЗФР) з 1,6 М СА — для тойоперлу HW-60; ЗФР без
СА — для сефадексу G-10 та ЗФР з 0,02 М NaCl — для КМ-сефарози) i наносили на неї
препарат, пiсля чого колонку ретельно вiдмивали тим самим буфером (вiдповiдно до на-
повнювача) до зникнення слiдiв бiлка на виходi колонки. Елюцiю вiдповiдним елююючим
буфером розпочинали пiсля виходу вiльного об’єму колонки.

З кожної колонки фракцiї збирали однаковим об’ємом: по 10 мл — при використаннi
колонки з тойоперлом HW-60; по 5 мл — пiд час елюцiї з колонки iз сефадексом G-10 та
по 1,5 мл — при зборi фракцiй з КМ-сефарози.

На всiх етапах у кожнiй фракцiї визначали активнiсть ФБФази та концентрацiю бiл-
ка. Активнi за цими показниками фракцiї об’єднували i використовували для очищення
в подальших етапах.

Активнiсть ФБФази визначали за методом Фiске-Суббароу [8, 9] за наявною кiлькiстю
неорганiчного фосфору (Фн, мг/л) у пробах, яку встановлювали за допомогою фотоколо-
риметра КФК-2 при A660нм.

За одиницю активностi ФБФази приймали ту її кiлькiсть, яка забезпечувала вивiль-
нення 1,0 мкМ Фн за 1 хв. Питому активнiсть виражали кiлькiстю одиниць ФБФази на
1,0 мг бiлка.

Концентрацiю бiлка визначали за методом Бредфорда [10].
Молекулярну масу позаклiтинної ФБФази спочатку визначали в нативних умовах на

колонцi iз сефадексом G-200 (“Pharmacia”, Швецiя), для чого використовували препарат
ФБФази, одержаний пiд час останнього етапу очищення — субстратзалежної елюцiї з колон-
ки з КМ-сефарозою. Колонку iз сефадексом G-200 (h = 370 мм; d = 35 мм; v = 203,5 см3;
вiльний об’єм — 90 мл) урiвноважували тим самим буфером, який використовували для
елюцiї ферменту з колонки з КМ-сефарозою.

Для калiбрування колонки використовували такi маркернi бiлки, як хiмотрипсиноген А
(мол. маса 25 000), овальбумiн (мол. маса 43 000), бичачий сироватковий альбумiн (БСА)
(мол. маса 67 000), альдолаза (мол. маса 158 000) та каталаза (мол. маса 232 000).

Визначення молекулярної маси дослiджуваного ферменту в денатурованих умовах про-
водили, застосовуючи метод електрофорезу в 10%-му полiакриламiдному гелi (ПААГ)
з 0,1% додецилсульфатом натрiю, який був денатурацiйним фактором у цiй системi. При
цьому використовували препарати ФБФази, одержанi пiсля елюцiї з КМ-сефарози та оса-
дженi ацетоном i висушенi ефiром. Маркерними бiлками в цiй системi були: фосфорилаза
В (мол. маса 94 000), БСА (мол. маса 67 000), овальбумiн (мол. маса 43 000), карбоангiдраза
(мол. маса 30 000) та iнгiбiтор трипсину (мол. маса 20 000). Електрофорез проводили при
напрузi 150 В i силi струму 40 мA протягом 4 год, пiсля чого гель забарвлювали 0,5%-м
розчином Кумасi R-250, потiм його вiдмивали вiд залишкiв барвника та денситометрували
на спектрофотометрi фiрми “Beckman” при довжинi хвилi 552 нм, що вiдповiдає максимуму
поглинання барвника Кумасi R-250. Точний вимiр шляху пробiгу (в мм) кожного з бiлкiв
визначали за пiком поглинання кожної iз забарвлених бiлкових смуг.

Серологiчнi властивостi ФБФаз збудника блiдо-зеленої карликовостi зернових A. laid-

lawii var. granulum шт. 118 i B. subtilis 668 вивчали в порiвняльному аспектi за допомогою
реакцiї подвiйної дифузiї в гелi за Оухтерлонi, яка є високоефективним аналiтичним засо-
бом для розподiлу складних антигенних систем i вивчення їх антигенного складу [11].
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Рис. 1. Субстратзалежна хроматографiя ФБФази Acholeplasma laidlawii var. granulum шт.118 на колонцi
з КМ-сефарозою: 1 — фосфор, 2 — бiлок

При використаннi субстратспецифiчної хроматографiї на КМ-сефарозi для очищення
позаклiтинної ФБФази виявлено найбiльшу ФБФазну активнiсть у її фракцiї (вмiст фос-
фору — 43 мг/л; вмiст бiлка — 27 мкг/мл). Вмiст фосфору в 3-й та 5-й фракцiях стано-
вив 6 i 5 мг/л вiдповiдно. Вмiст бiлка при цьому дорiвнював 31 мкг/мл у 3-й фракцiї та
15 мкг/мл — у 5-й (рис. 1). Отже, на цьому етапi очищення було одержано препарат поза-
клiтинної ФБФази загальним об’ємом 3,0 мл i сумарною активнiстю 54 мг/л. Вмiст бiлка
в препаратi дорiвнював 336 мкг/мл.

Таким чином, у результатi запропонованого методу очищення позаклiтинної ФБФази
збудника блiдо-зеленої карликовостi зернових A. laidlawii var. granulum шт. 118 було видi-
лено бiлок з високим ступенем чистоти (176,4), що дало змогу дослiдити його молекуляр-
но-бiологiчнi властивостi.

При дослiдженнi молекулярно-бiологiчних властивостей ФБФази A. laidlawii var. gra-

nulum шт. 118 було встановлено молекулярну масу нативної позаклiтинної ФБФази дослiд-
жуваної ахолеплазми — (230 000 ± 5 000) Да (рис. 2).

При вивченнi субодиничного складу та молекулярної маси субодиниць ферменту мето-
дом електрофорезу в 10%-му ПААГ на дорiжцi, на яку було нанесено препарат ФБФази,
виявлено лише одну лiнiю, яка була локалiзована мiж БСА та овальбумiном (рис. 3). З ура-
хуванням шляху пробiгу бiлка ФБФази визначено його молекулярну масу, що дорiвнювала
56 600 Да.
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Рис. 2. Визначення молекулярної маси ФБФази Acholeplasma laidlawii var. granulum шт. 118 в нативному
станi за допомогою її гель-фiльтрацiї на колонцi iз сефадексом-200

Рис. 3. Електрофорез ФБФази Acholeplasma laidlawii var. granulum шт. 118 в 10%-му ПААГ з додецилсуль-
фатом натрiю

Оскiльки молекулярна маса бiлка нативного ферменту становила (230 000 ± 5 000) Да,
а в денатурованих умовах — 56 600 Да, то шляхом дiлення встановлено, що позаклiтинна
ФБФаза A. laidlawii var. granulum шт. 118 складається з чотирьох однакових субодиниць.
Отже, за своїми молекулярно-бiологiчними властивостями позаклiтинна ФБФаза дослiджу-
ваної ахолеплазми займає промiжне положення серед ФБФаз iнших мiкроорганiзмiв як за
молекулярною масою, так i за субодиничним складом. Так, її молекулярна маса в натив-
ному станi бiльш нiж у два рази вища за молекулярну масу ФБФази Candida utilis (мол.
маса 100 000 Да) [12] i бiльш нiж у два рази менша вiд однойменних ферментiв B. subtilis

i B. licheniformis [13, 14].
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Рис. 4. Порiвняння серологiчної спорiдненостi дослiджуваних ФБФфаз:
а — преципiтацiя в гелi антисироватки до позаклiтинної ФБФази B. subtilis 668 з гомологiчною ФБФазою
(лунки 1, 2 i 6 ) та з ФБФазою A. laidlawii var. granulum шт. 118 (лунки 3, 4 i 5 );
б — перехресна реакцiя подвiйної дифузiї в агарi: центральна лунка — ФБФаза B. subtilis 668; лунки 1,
2, 5 — антисироватка до ФБФази A. laidlawii var. granulum шт. 118; 3, 4, 6 — антисироватка до ФБФази
B. subtilis 668

Таким чином, позаклiтинна ФБФаза A. laidlawii var. granulum шт. 118 у нативному станi
має молекулярну масу (230 000±5 000) Да, а в денатурованому — 56 600 Да, тобто фермент
у нативному станi складається з чотирьох однакових субодиниць.

У результатi вивчення серологiчних властивостей ФБФаз A. laidlawii var. granulum шт.
118 i B. subtilis 668 у порiвняльному аспектi встановлено, що у кожного з цих органiзмiв
внутрiшньоклiтинний i позаклiтинний ферменти представленi однаковими молекулами, що
складаються з двох антигенiв, один з яких є спiльним для обох мiкроорганiзмiв, а iнший має
часткову iдентичнiсть, бо реагує з антитiлами в гетерологiчних системах з утворенням лiнiї
преципiтацiї у виглядi “шпори” (рис. 4). Даний факт вказує на те, що в антисироватках
до цих ферментiв наявнi антитiла як до загальних (спiльних) детермiнант антигенiв, що
порiвнюються (у даному випадку — ФБФази), так i до детермiнанти, вiдсутньої в одного
з них. На пiдставi одержаних результатiв ми робимо висновок, що ФБФаза A. laidlawii var.
granulum шт. 118 подiбна в серологiчному вiдношеннi до однойменного ферменту B. subtilis

668, але не iдентична йому.
Отже, на фенотипiчному рiвнi при вивченнi ФБФаз B. subtilis 668 i A. laidlawii var.

granulum шт.118, як i при вивченнi 16S рРНК цiєї бактерiї та молiкута A. laidlawii [15],
доведено, що B. subtilis є вiрогiдним предком A. laidlawii, а ФБФаза останньої є еволюцiйно
дещо змiненим нащадком ФБФази B. subtilis у серологiчному вiдношеннi. Проте, крiм се-
рологiчної спорiдненостi обох ФБФаз, у них є iншi спiльнi характеристики: це надзвичайно
стiйкi до протеолiзу глiкополiмери, якi здатнi виходити в позаклiтинний простiр i функцiо-
нувати там без контролю з боку клiтинних систем материнських мiкроорганiзмiв.

Таким чином, у результатi проведених дослiджень вперше визначено молекулярну масу
позаклiтинної ФБФази збудника “жовтяниць” рослин A. laidlawii var. granulum шт. 118 у на-
тивному i денатурованому станах, встановлено субодиничний склад дослiджуваного фер-
менту, а також показано подiбнiсть, але не iдентичнiсть позаклiтинної ФБФази B. subtilis

668 з одноiменним ферментом A. laidlawii var. granulum шт. 118.

1. Bishop R. Regulatory characteristics of a fructose-1,6-bisphosphatase from the blue-green bacterium Ana-

cystys nidulans // Arch. Biochem. and Biophys. – 1979. – 196, No 1. – P. 295–300.

2. Francois J., Van Schaftingen E., Hers H.-G. On the mechanism of inhibition of neutral liver fructose-1,6-bis-
phosphatase by fructose-2,6-bisphosphate // Eur. J. Biochem. – 1983. – 134, No 3. – P. 269–273.

172 ISSN 1025-6415 Reports of the National Academy of Sciences of Ukraine, 2010, №5



3. Fujita Y., Yoshida R.-I., Miwa Y. et al. Identification and expression of the Bacillus subtilis fructose-1,6-bis-
phosphatase gene (fbp) // J. Bacteriol. – 1998. – 180, No 16. – P. 4309–4313.

4. Giroux E., Williams M.K., Kantrowitz E.R. Shared active sites of fructose-1,6-bisphosphatase // J. Biol.
Chem. – 1994. – 269, No 50. – P. 31404–31409.

5. Babul J., Guixe V. Fructose bisphosphatase from Escherichia coli. Purification and characterization //
Arch. Biochem. and Biophys. – 1983. – 225, No 2. – P. 944–949.

6. Weisburg W.G., Tully J. G., Rose D. L. et al. A phylogenetic analysis of the mycoplasmas: basis for their
classification // J. Bacteriol. – 1989. – 171. – P. 6455–6467.

7. Скрипаль И. Г., Малиновская Л.П. Среда СМ ИМВ-72 для выделения и культивирования фитопа-
тогенных микоплазм // Микробиол. журн. – 1984. – 46, № 2. – С. 71–75.

8. Лурье Ю.Ю. Метод Фиске–Суббароу // Унифицированные методы анализа вод. – Москва: Химия,
1985. – С. 206–208.

9. Fiske C.H., Subbarow Y. The colorimetric determination of phosphorus // J. Biol. Chem. – 1925. – 66,
No 2. – P. 375–400.

10. Bradford M.M. A rapid and sensitive method for quantitation of microgram quantities of protein utilizing
the principle of protein-dye binding // Anal. Biochem. – 1976. – 71, No 2. – P. 248–254.

11. Ouchterlony O. Diffusion-in-gel methods for immunological analysis // Progr. in Allergy. – 1958. – 5. –
P. 1–78.

12. Rosen O.M., Rosen S.M., Horecker B. L. Fructose-1,6-diphosphatase Candida utilis // Methods in enzy-
mology. Carbohydrate metabolism. – London; New York: Acad. Press, 1966. – P. 632–636.

13. Opheim D. J., Bernlohr B.C. Purification and regulation of fructose-1,6-bisphosphatase from Bacillus li-

cheniformis // J. Biol. Chem. – 1975. – 250, No 8. – P. 3024–3033.

14. Pontremoli S., Horecker B. L. Fructose-1,6-diphosphatases // Enzymes. – 1971. – 4, No 4. – P. 611–646.

15. Woese C.R. Bacterial evolution // Microbiol. Rev. – 1987. – 51. – P. 221–271.

Надiйшло до редакцiї 12.08.2009Iнститут мiкробiологiї i вiрусологiї
iм. Д.К. Заболотного НАН України, Київ

I. P. Tokovenko, L. P. Malinovska,

Corresponding Member of the NAS of Ukraine I.G. Skripal’

Extracellular fructosobisphosphatase of the agent of pale-green

dwarfness of cereals: molecular-biological and serological properties

Molecular-biological and serological properties of the extracellular fructosobisphosphatase of Achole-
plasma laidlawii var. granulum strain 118 — pale-green dwarfness of cereals are investigated. Using
substrate-specific chromatography, the highly purified protein was obtained (176.4-fold purification).
The molecular weight of the both native and denaturated FBFases are found to be 230000 Da
and 56600 Da, respectively, which clearly indicates that the enzyme consists of 4 identical subunits
(56600 Da each). It is shown that extracellular FBFase of Bacillus subtilis 668 is rather similar
than identical, in the serological aspect, to the enzyme Acholeplasma laidlawii var. granulum st.
118 of the same name.
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