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Из клеток Bacillus subtilis посредством фракционирования экстрак-
тов сульфатом аммония и использования ионообменной и гидрофобной 
хроматографии получен высокоочищенный препарат GTP-циклогидрола-
зы. Определены N-концевая аминокислотная последовательность и об-
щий аминокислотный состав белка. По данным электрофореза в присут-
ствии DS-Na молекулярная масса фермента составляет 45 кДа. Актив-
ный фермент существует в нескольких формах, хорошо разделяющихся 
при нативном электрофорезе. Максимальная ферментативная активность 
обнаруживается при наличии в реакционной среде 1,5 мМ Мп 2 + , в при-
сутствии ионов Mg 2 + проявляется 70% ферментативной активности. Ак-
тивность фермента ингибируется ионами тяжелых металлов, хелатирую-
щими агентами и не проявляется в отсутствие гиолвосстапавливающих 
соединений. Фермент активен в широком диапазоне рН с максимумом 
при рН 8,2. Очищен и идентифицирован пиримидиновый продукт цикло-
гидролазной реакции — 2,5-диамино-6-окси-4-рибозиламинопиримидин-5'-
фосфат. В ходе реакции из GTP образуется также пирофосфат. 

Первая стадия биосинтеза рибофлавина заключается в выщеплении 
C-8-атома углерода из имидазольного кольца молекулы GTP. По-видимо-
му, этот процесс является универсальным для микроорганизмов [1). 
В клетках Escherichia coli обнаружены два фермента, обладающих GTP-
циклогидролазной активностью: GTP-циклогидролаза II участвует в син-
тезе рибофлавина, в то время как GTP-циклогидролаза I — в синтезе фо-
лиевой кислоты. В 1968 г. Берг и Браун предложили метод очистки и опи-
сали свойства GTP-циклогидролазы I [2]. Фермент катализирует образо-
вание неоптерина из GTP, его активность не зависит от присутствия ионов 
Mg2+ и не ингибируется при добавлении ЭДТА. В 1975 г. Фур и Браун про-
вели аналогичные исследования с GTP-циклогидролазой II. Показано, что 
этот фермент катализирует образование 2,4,5-триаминопиримидинрибозо-
5'-фосфата, ферментативная активность зависит от Mg2+ и ингибируется 
ЭДТА [3]. В 1976 г. Шавловский с соавт. обнаружил связанную с биосин-
тезом рибофлавина GTP-циклогидролазную активность у дрожжей и в 
1983 г. описал свойства фермента, выделенного из Pichia guilliermondii 
[4, 5]. В 1979 г. Бреслер и Перумов обнаружили GTP-циклогидролазную 
активность в экстрактах клеток Bacillus subtilis и регуляцию синтеза фер-
мента по механизму репрессии-дерепрессии [6]. 

В настоящей работе описаны метод выделения и некоторые свойства 
GTP-циклогидролазы, кодируемой рибофлавиновым опероном В. subtilis. 
Ранее рибофлавиновый оперон клонирован в бациллах в составе многоко-
пийного вектора [ 7 ]. 
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Использованные в работе штаммы Bacillus subtilis представлены в табл. 1. (см. 
в следующем разделе) . Инокулят выращивали в L-бульоне [8] . Затем культуру раз-
водили в 50 раз средой Спицайзена [9 ] и инкубировали е щ е 9 - 2 0 ч на качалке при 
37°. При выращивании штамма PJ 260/pLA44 в среды добавляли эритромицин д о 
концентрации 20 мкг/мл. Выращенные клетки осаждали центрифугированием 
i 15 ООО g 25 мин) и хранили при - 2 0 ° . Экстракты получали, обрабатывая клетки ли-
зоцимом (см. н и ж е ) . Концентрацию белка определяли по методу Брэдфорд [10 ] , 
активность GTP-циклогидролазы - по модифицированному методу Шавловского с 
соавт. [5J. Стандартная реакционная смесь содержала 40 мМ трнс-НС1-буфер, pH 8,2, 
1,5 мМ MgCl2, 3 мМ дитиотреитол, 0,5 мМ GTP. Белок добавляли до концентрации 
0 , 0 0 5 - 0 . 2 мг/мл. Реакцию проводили при 37° в течение 30 мин. Затем к пробам до-
бавляли деацетил до концентрации 0,5 мг/мл и выдерживали их при 100° в течение 
30 мин. В этих условиях пиримидиновый продукт циклогидролазной реакции превра-
щался во флуоресцирующий 6,7-диметилптерин [4 ] , концентрацию которого опре-
деляли на флуориметре ОФ-ЗМ. За единицу активности GTP-циклогидролазы (Е) при-
нимали количество фермента, обеспечивающее синтез I мкмоль продукта за 1 мин. 
Удельную активность выражали числом единиц на 1 мг белка. 

Диск-электрофорез в иолиакри ламп дном геле проводили по методу Дэвпса [ 1 1 ] 
при 2 - 4 ° . Д л я определения зоны ферментативной активности гели извлекали из тру-
бок и промывали в течение 5 мин в 40 мМ трис-НС1-буфере, pH 8,0, с о д е р ж а щ е м 
\ мМ MgCl2 и 10 мМ дитиотреитол. Затем столбики геля переносили в стандартную 
реакционную смесь и инкубировали в течение 60 мин при 37°. Затем к пробам до-
бавляли диацетил до концентрации 1 мг/мл и выдерживали их 20 мин при 100°. Гели 
фотографировали в УФ. 

Определение N-концевой аминокислотной последовательности. Автоматическая 
деградация белка проведена на секвенаторе 890В фирмы «Beckman» (,США) с ис-
пользованием буфера 0,25 MQ. Превращение анилинтиазолнновых производных в фе-
нилтиогидантоины аминокислот проводили в ! н. HCl при 80° в течение 10 мин с 
последующей экстракцией производных из водного растора этилацетатом. Водную 
ф а з у не анализировали. Идентификацию ФТГ-ироизводных приводили методом HPLC 
на хроматографе LDC (США). Для хроматографии использована колонка Zorbax-PTH 
фирмы «Du Pont» (Франция) в изократическом режиме. 

Аминокислотный анализ. Гидролиз белка приводили в 6 н. HCl в течение 24 ч при 
110° в вакууме. Аминокислотный состав определяли на аминокислотном анализаторе 
Biotronic (ФРГ) . Определение триптофана, метпонина и цпстина не проводили. 

Диск-электрофорез в присутствии DS-Na проводили но методу Лэммли [12] . Д л я 
определения фосфатазных примесей в ферментных препаратах GTP в стандартной 
реакционной смеси заменяли эквивалентным количеством [ ,у- 3 2Р]АТР. Инкубацию 
проводили при 37° в течение 120 мин. По окончании инкубации пробы хроматографи-
ровали на пластинках ПЭИ-целлюлозы в 0,5 M К Н 2 Р 0 4 и радноавтографировали. Раз-
деление флуоресцирующих веществ проводили при помощи ТСХ на пластинках 
Silufol I V-254 (ЧСФР) либо хроматографии на бумаге Whatmann IM («Whatmann», 
Англия) в системе бутанол - уксусная кислота - вода ( 4 : 1 : 1 ) (.кислая система) . 

Анализ радиоактивных продуктов GTP-циклогидролазной реакции проводили при 
помощи тонкослойной хроматографии на пластинках ПЭИ-целлюлозы ь 0,5 M KII2POi 
и на пластинках Si lufol UV-254. Хроматографию на пластинках Si lufol проводили в 
кислой (см. выше) и в щелочной системе: диоксан - аммиак - вода ( 6 : 4 : 1 ) . Пири-
мидиновый продукт реакции очищали на колонке TSK DEAE-25W. 

В работе использовали GTP, трис, дитиотреитол и диацетил фирмы «Sigma» 
(США): остальные реактивы квалификации х. ч. и ос. ч. - отечественного производ-

ч'тва. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Гены биосинтеза рибофлавина у Bacillus subtilis организованы в опе-
рон. который регулируется по типу репрессии-дерепрессии. Репрессор опе-
рона переходит в активное состояние, связываясь с рибофлавином или его 
производными: флавинмононуклеотидом и флавинадениндинуклеоти-
дом [13]. 

По данным Бахера и соавт., в клетках бацилл с репрессируемым рибо-
флавиновым опероном содержание рибофлавинсинтазы в 70 раз ниже, чем 
в клетках штамма с конститутивным синтезом рибофлавина [ 14]. Бреслер 
и Иерумов показали, что при дерепрессии rib-оперона происходит 30-крат-
ное увеличение GTP-циклогидролазной активности [6]. Для выбора источ-
ника циклогидролазы представлялось актуальным исследовать содержа-
ние фермента в различных штаммах продуцентах витамина В2. Для этого 
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Таблица 1' 

Штаммы Baci l lus subti l is , использованные в работе 

Штамм Генотип Происхождение 

С Н Р 3 3 5 rib 0335 Т. П. Черник (ВНИИгенетика) 
СНР1 r i b C l Т. П. Черник (ВНИИгенетика) 
СНР ros rib Cl , ro« А. Я. Куканова (ВНИИгенетика) 
PJ260 rib D107 recE4 К). В. Йомантас (ВНИИгенетика) 
PJ260/pLA 44 recE4. Em, rib 0335 тр . інсформация PJ260 плазмидой pLA44 

Таблица 2 

Удельная активность СТР-циклогидролазы в различных штаммах В. аиЫШа 

Штамм Фенотип системы биосинтеза В2 
Количество вы-

деляемого в сре-
ду рибофлавина, 

мкг/мл * 

Удельная актив-
ность экст-

рактов, Е/мг 
белка-Ю-' ** 

PJ260 мутация в гене редуктазы, штамм 0 не определяли 
н у ж д а е т с я в экзогенном рибофла-
вине 

СНР01 мутация в гене-регуляторе, дере- 4 - 6 0.11 
прессия оперона 

0,12 СНР335 мутация в гене операторе, дерепрес- 5 - 7 0,12 
сия оперона 

1 2 - 1 5 0,32 CHPros мутации в гене-регуляторе и опера- 1 2 - 1 5 0,32 

PJ260/pLA44 
торе, дерепрессия оперона 

PJ260/pLA44 дерепрессированный оперон на мно- 5 0 - 7 0 1.3 
гокопийном векторе 

* Содержание рибофлавина определяли после выращивания культур в течение 18 ч при 
37° на среде Спицайзена. 

** Ферментативную активность определяли в середине экспоненциальной фазы роста 
культур. 

клетки штаммов выращивали до середины логарифмической фазы роста. 
Затем в экстрактах клеток определяли активность СТР-циклогидролазы. 
Сравнение ферментативной активности в различных штаммах бацилл сви-
детельствует о том, что ее уровень коррелирует с уровнем экспрессии пЬ-
оперона (табл. 1, 2). Для выделения фермента использовали клетки штам-
ма Р1-260/рЬА44, собранные в конце логарифмической фазы роста. Наи-
большая удельная активность бесклеточпых экстрактов штамма наблюда-
ется в ранней логарифмической фазе, а максимальное содержание фермен-
та (количество единиц в 1 л культуры) — в поздней логарифмической фазе. 

Очистка СТР-циклогидролазы. 7 г замороженных клеток суспендиро-
вали в 35 мл 20 мМ трис-НС1-буфера, рН 8,0, содержащего 12 мМ меркап 
тоэтанол, 1 мМ ЭДТА, 1 мМ РМ8Ё и 1,5 мг/мл лизоцима. Суспензию вы 
держивали 25 мин при 28°, добавляли 6 мл раствора ДНКазы I (1 мг/мл 
в 100 мМ 1У^С12) и инкубировали еще 5 мин при 28° для снижения вяз 
кости. Все последующие операции проводили на холоду. Неразрушенные 
клетки удаляли центрифугированием (20 000 g, 40 мин). Супернатант раз 
водили в 1,5 раза 40 мМ трис-НС1-буфером, содержащим 2 мМ ЭДТА» 
12 мМ МЭ, 1 мМ РМБР, рН 8,0; затем добавляли сульфат аммония до на-
сыщения 25%- Через 1,5 ч образовавшийся осадок удаляли центрифуги-
рованием (15 000 g, 40 мин). К супернатанту добавляли сульфат аммония 
до насыщения 42% и оставляли на ночь. На следующий день осадок отде-
ляли центрифугированием (15 000 g, 60 мин) и растворяли в 4 мл раство-
ра 20 мМ трис-НС1, 1 мМ ЭДТА, 1 мМ РМЭГ, 12 мМ МЭ, рН 8,0 (буфер А). 
Раствор диализовали 5—6 ч против 500 мл буфера А, не содержащего 
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1'нс. І. Хроматография высоленной СТР-циклошдролазы на ОЕАЕ-ТоуореагІ: 1 - оп-
тическая плотность ири 280 нм: 2 - активность ОТР-циклогпдролазы. 3 - градиент 
МаС1, скорость элюцни - 7.5 мл/ч. объем градиента 2 0 0 + 2 0 0 мл. объем фракций 5 мя 

Рис. 2. Хроматография СТР-циклогидролазы на РЬепуІ-сефарозе СЬ-бВ: 1 - оптиче-
ская плотность при 280 нм, 2 - а к т и в н о с т ь СТР-циклогидролазы, 3 - градиент N801, 

скорость элюции 3 мл/ч. объем фракций 2 мл 

І'МЙР: нерастворимый осадок удаляли центрифугированием, а суперна-
тант использовали для хроматографии на ОЕАЕ-Тоуореагі. Супернатант 
разводили буфером А до концентрации белка 7—8 мг/мл и наносили на 
колонку ЭЕАЕ-Тоуореаг! (1,6X15 см), уравновешенную буфером Б (20мМ 
трие-НСЛ, рН 8,0, 50 мМ .\'аС1, 12 мМ меркантоэтанол. 1 мМ ЭДТА). Ко-
лонку промывали 15 мл буфера Б и затем элюировали фермент линейным 
градиентом 0,08—0,40 М N301 в том же буфере. Результаты хроматографии 
представлены на рис. 1. Как видно из рисунка, фермент элюировался с 
колонки в виде двух пиков, содержащих соответственно ~15 и 85% сум-
марной активности фракции второго пика, содержащие фермент в количе-
стве не менее 10% от максимальной активности, объединяли, добавляли 
сульфат аммония до насыщения 42%- Через 2 ч суспензию центрифугиро-
вали (20 000 g, 40 мин). Осадок суспендировали в 1 мл буфера А и выдер-
живали 1.5 ч до растворения. Нерастворимые частицы удаляли центрифу-
гированием (20 000 g, 40 мин). К супернатанту добавляли КаС1 до кон-
центрации 1,2 М и наносили на колонку фенилсефарозы СЬ-4В (0,8X9см), 
промывали буфером Б, содержащим 1,2 М соли, и смывали снижающимся 

Таблица 3 

Очистка СТР-циклогидролазы В. 8иЬШі$ 

•Чтаны очистки Белок, 
мг 

Активность, Е-10-3 

Выход. 
% 

Степень 
О Ч И С Т К И 

•Чтаны очистки Белок, 
мг удельная, 

Е/мг 
общая. 

Е 

Выход. 
% 

Степень 
О Ч И С Т К И 

Бесклеточный экстракт 
Фракционирование сульфатом ам-

мония 
\нионообменная хроматография 

Гидрофобная хроматография 

1024 

435 
78 

13,2 
2.1 

1.4 
7,84 

24,64 
87 

609 
611 

324 
182 

100.5 

53.2 
29.9 

5,6 

17,6 
62,1 



Рис. 3. Электрофорез в присутствии Б Э ^ а препаратов й Т Р -
циклогидролазы на различных этапах очистки: 1,6- мар-
керные белки; 2 - клеточный экстракт рД260/рЬА44; 
3 - фермент, полученный после о с а ж д е н и я сульфатом аммо-
ния; 4 - препарат, полученный после ионообменной хромато-
графии и повторного высаливания сульфатом аммония; 
5 - препарат, полученный после хроматографии на РЬепуІ-

сефарозе 

ступенчатым градиентом N801. Результаты хроматографии представлены 
на рис. 2. В итоге был получен гомогенный препарат СГР-циклогидролазы. 
Выход фермента составляет 30% (табл. 3). 

Электрофореграмма препаратов фермента, полученных на разных ста-
диях выделения, представлена на рис. 3. В процессе очистки увеличива-
ется содержание белка с молекулярной массой ~45 кДа, последний этап 
очистки дает электрофоретически гомогенный препарат. Электрофорез на-
тивного белка показал, что очищенный фермент обладает способностью аг-
регировать с потерей ферментативной активности. В клеточном экстракте 
кроме основной присутствуют еще две активные формы фермента, разли-
чающиеся по электрофоретической подвижности. После высаливания суль-
фатом аммония, а также при длительном хранении (4—5 дней при 4°) в 
экстракте активны основная и одна из дополнительных форм. 

Препараты фермента, получаемые на промежуточных стадиях очистки, 
нестабильны. Например, препарат, полученный после ионообменной хро-
матографии, теряет 50% активности в течение 5—6 дней. Большие потери 
активности (~30%) наблюдаются также при повторном высаливании 
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Таблица 4 

Аминокислотный состав GTP-циклогидролазы В . subtilis 

к . Аминокислота Количество, 
моль/моль JMS Аминокислота Количество, 

моль/ моль 

1 C y s - S 0 3 H 5,2 9 I le 17,6 
2 Asp 35,6 10 Leu 33,8 
3 Thr 17,8 11 Туг 7 ,3 
4 Ser 12,6 12 P h e 11,4 
5 Glu 39,8 13 H i s 16,1 
6 Glv 30,4 14 L y s 19,2 
7 Ala 28,4 15 Arg 17,4 
8 Val 20,2 

Таблица 5 

N - А м и н о к и с л о т н а я последовательность GTP-циклогидролазы В. subtilis 

Последова- Последова-
,Vt Амино- Амино- тельность JA Амино- Амино- тельность ,Vt кислота кислота * нуклеотн-

дов * 
JA кислота кислота * нуклеотн-

дов * 

1 Met Met ATG 10 A s p A s p GAC 
2 P h e P h e ТТТ 11 Ala Ala GCT 
3 — H i s CAT 12 Leu Leu TAA 
4 Pro Pro CCG 13 - L y s A A A 
5 Ile I le ATA 14 — L y s A A A 
6 Glu Glu GAA 15 Gly Gly GGC 
7 Glu Glu G A A 16 Glu Glu GAA 
8 Ala Ala GCA 17 GTC 
9 Leu Leu CTG 

* Последовательность аминокислот во второй колонке приведена согласно последователь-
ности нуклеотндов рибофлавинового оперона В. subt i l i s [15]. 

сульфатом аммония. В то же время очищенный препарат, элюированный 
с фенилсефарозы, теряет не более 40% активности в течение 30 дней хра-
нения при 4°. 

Результаты аминокислотного анализа очищенной GTP-циклогидролазы 
представлены в табл. 4. Достигнутая в ходе выделения чистота препарата 
позволила провести определение N-концевой аминокислотной последова-
тельности. При деградации интактного белка было определено 16 амино-
кислотных остатков с хорошим выходом (табл. 5). Анализ подтвердил го-
могенность препарата. Остатки 3, 13 и 14 идентифицировать не удалось, 
возможно, из-за наличия аминокислот, не определяемых в органической 
фазе. Проведено сравнение данной аминокислотной последовательности с 
последовательностью, определенной после секвенирования рибофлавино-
вого оперона [15]. В цитируемой работе в составе рибофлавинового опе-
рона обнаружено пять рамок трансляции (ОРТ). Аминокислотная после-
довательность GTP-циклогидролазы имеет высокую гомологию с ОРТ-3. 
Из сравнения указанных последовательностей очевидно, что в положении 3 
находится гистидин, а в положениях 13 и 14 — лизин. Для циклогидролаз 
других организмов N-концевая аминокислотная последовательность не 
известна. 

Для определения рН-оптимума рН трис-буфера в стандартной реакци-
онной смеси варьировали в интервале 6,5—10,5. Пробы после добавления 
белка перемешивали и инкубировали 120 мин при 37°. Через 30, 60 и 
90 мин отбирали аликвоты по 150 мкл, добавляли 100 мкл 1 М трис-НС1, 
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Рис. 4 Рис. 5 

Рис. 4. Зависимость скорости реакции от рН. За 100% принята максимальная актив-
ность, которая достигается при рН 8,2 

Рис 5. Изменение спектра поглощения реакционной смеси в ходе реакции. 
Реакционная смесь объемом 1,5 мл содержала 40 мМ Т-НС1, рН 8,2, 2 мМ МдСЬ, 
5 мМ дитиотреитол, 60 мкМ ОТР и 0,0015 Е фермента. Спектры записывали на дву-
лучевом спектрофотометре 8Ьіпіа(1ги IIV 240 против кюветы без йТР. Температура 
инкубации 28". 1 — до инкубации, 2— 15 мин инкубации (после добавления СТР) , 

3 - 4 0 мин инкубации, 4 - 6 0 мин инкубации, 5 - 8 0 мин инкубации 

рН 8,0, и обрабатывали их диацетилом. Затем объем доводили 20 мМ трис-
НС1, рН 8,0, до 10 мл и определяли интенсивность флуоресценции. Как 
видно из рис. 4, фермент активен в широком диапазоне рН. Максималь-
ная активность наблюдается при рН 8,2, при рН 7,4 и 9,3 наблюдается 
двукратное снижение активности. 

13 реакционной смеси без дитиотреитола определяется не более 2—3% 
ферментативной активности. Оптимальная концентрация дитиотреитола 
составляет 3 мМ. 

Для определения зависимости ферментативной активности от различ-
ных двухвалентных катионов ими замещали ионы магния в стандартной 
реакционной смеси. После добавления исследуемых катионов до концент-
рации 2 мМ пробы инкубировали при 37° в течение 30, 60 и 90 мин. Реак-
цию останавливали обработкой диацетилом. Наибольшая скорость реакции 
наблюдается в присутствии ионов Мп2+. В сравнении с этим уровнем, при-
нимаемым за 100%, скорость реакции в присутствии других ионов состав-
ляет соответственно: М г

2 + - 7 0 % , С а 2 + - 1 5 % , № г + - 3 , 7 % , С о 2 + - 2%, 
Си2+ и 2п2+— 0%. При этом повышенные концентрации ионов марганца 
(более 2,5 мМ) ингибируют ферментативную активность. 

Максимум активности фермента определяется при концентрации N801 
0,2 М. Дальнейшее повышение ионной силы угнетает ферментативную 
активность. 

Зависимость скорости реакции от концентрации субстрата имеет кри-
вую, подчиняющуюся кинетике Михаэлиса — Ментен. Значение Кт в при-
сутствии магния составляет 80 мкМ, а в присутствии марганца — 50 мкМ. 
Максимальная активность достигалась при концентрации СТР 230 и 
200 мкМ соответственно. Дальнейшее увеличение концентрации субстрата 
не приводило к возрастанию скорости реакции. 

Изучение продуктов СТР-циклогидролазной реакции. ОТР-Циклогид-
ролаза II Е. соИ [3], а также аналогичные ОТР-циклогидролазы дрожжей 
(5, 16] катализируют выщепление С-8-атома углерода из имидазольного 
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кольца GTP; ири этом образуются 2,5-диамино-6-окси-4-рибозиламинопи-
римидин-5'-фосфат, пирофосфат и формиат. Пиримидиновый продукт ре-
акции химически нестабилен и быстро разрушается на свету или в присут-
ствии кислорода воздуха. При конденсации этого 2,4,5-триаминопиримиди-
на с диацетилом образуется более стабильный флуоресцирующий 6,7-ди-
метилптерин. Реакция сопровождается отщеплением рибозо-5-фосфата. 

Для идентификации продукта реакции в нашем случае мы использо-
вали те же подходы, что и в названных выше работах [3, 16]. 

Изменение спектра поглощения реакционной смеси во времени пока-
зано на рис. 5. Расщепление GTP ферментом приводит к снижению погло-
щения при 253 нм, при этом образуется вещество с характерным для три-
аминопиримидина максимумом поглощения при 285 нм [3]. После обра-
ботки реакционной смеси диацетилом обнаружено флуоресцирующее ве-
щество, имеющее спектр поглощения, специфичный для 6,7-диметилпте-
рина, и максимум флуоресценции при 440 нм. Таким образом, можно за-
ключить, что под действием фермента из GTP образуется 2,4,5-триамино-
пиримидин, который при конденсации с диацетилом превращается в 
6,7-диметилптерин. 

Для обнаружения сахарофосфатной группы пиримидиновый продукт 
GTP-циклогидролазной реакции очищали при помощи ионообменной 
ВЭЖХ. В стандартную реакционную смесь, содержащую [a-33P]GTP, до-
бавляли фермент и перемешивали. Одну часть пробы немедленно наноси-
ли на ионообменную колонку TSK DEAE-25W, а оставшуюся часть инку-
бировали 30 мин при 37°. После 30-минутной инкубации смесь хромато-
графировали на той же колонке в аналогичных условиях. Результаты хро-
матографии представлены на рис. 6. В итоге в опытной пробе было обна-
ружено вещество, имеющее подвижность большую, чем GMP, и более вы-
сокое отношение поглощения 280 : 260, что характерно для триаминопири-
мидина. Измерение радиоактивности фракций показывает, что в ходе ре-
акции радиоактивность из [a-3 3P]GTP переходит в пиримидиновый про-
дукт. Наличие радиоактивности и время удерживания этого пиримидина 
на колонке позволяют заключить, что в его структуре есть отрицательно 
заряженная группа. По-видимому, образующийся пиримидин сохраняет 
сахарофосфатную часть из GTP. После обработки диацетилом анализ фрак-
ций, содержащих образовавшийся пиримидин, проводили при помощи тон-
кослойной хроматографии на пластинках с силуфолом. При хроматографии 
в щелочной системе обнаружено радиоактивное вещество, дающее харак-
терные для Сахаров реакции окрашивания и идентичное по подвижности 
рибозо-5-фосфату. При хроматографии в кислой системе обнаружено флуо-
ресцирующее вещество, идентичное 6,7-диметилптерину по подвижности 
и спектру поглощения. Исходя из этого, можно заключить, что в ходе ре-
акции из GTP под действием GTP-циклогидролазы из В. subtilis образу-
ется 2,5-диамино-6-окси-4-рибозиламинопиримидин-5-фосфат. Следователь-
но, циклогидролазная реакция сопровождается гидролизом трифосфатной 
цепи GTP. Для определения продуктов гидролиза GTP ферментом в ка-
честве субстрата использовали [,Y-32P]GTP. После добавления фермента 
пробы инкубировали при 37°. Через 20 и 80 мин отбирали аликвоты и нано-
сили на пластинки SILUFOL UV-254 и ПЭИ-целлюлозы. В качестве конт-
роля использовали меченые пирофосфат, ортофосфат и GTP. Анализ реак-
ционных смесей на ТСХ в двух системах показал образование [ 32Р] пиро-
фосфата. Таким образом, мы идентифицировали два продукта GTP-цикло-
гидролазной реакции: 2,5-диамино-6-окси-4-рибозиламинопиримидин-5-
фосфат и пирофосфат. 

Как известно, GTP-циклогидролазы представляют группу ферментов, 
которые катализируют первый этап биосинтеза некоторых гетероцикличе-
ских соединений [3, 5, 17, 18]. Наиболее изученными являются фермен-
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имп/мин • /С'1 

Рис. 6. Хроматография реакционной смеси с [ а - 3 3 Р ] на колонке TSK DEAE-25W. 
Реакционная смесь объемом 0,4 мл содержала 40 мМ Т-НС1, рН 8,2, 1,5 мМ MgCI, 
12,5 мМ меркаптоэтанол, 500 мкМ [ a - 3 3 P ] G T P (100 мкКи) и 0,001 Е фермента. Г=37° . 
К 40 мкл смеси добавляли 360 мкл 0,1 М ацетата натрия, рН 5,0, наносили на ко-
лонку и элюировали градиентом 0,1—1 М ацетатом натрия с 50 мМ меркаптоэтано-
лом. Скорость элюции - 0,5 мл/мин. Объем фракций - 0,5 мл. Радиоактивность фрак-
ций измеряли в счетчике Rack-Beta 1217 («LKB», Швеция) . После хроматографии 
колонку промывали 1 М буфером, уравновешивали 0,1 М ацетатом натрия и исполь-
зовали для хроматографии опытного образца, а - реакционная смесь до инкубации, 
б - реакционная смесь после 30 мин инкубации при 37°. 1 - оптическая плотность 
при 280 нм, 2 - оптическая плотность при 260 нм, 3 - радиоактивность фракций, 

4 - градиент концентрации ацетата натрия 

ты из кишечной палочки и дрожжей, участвующие в биосинтезе рибофла-
вина [3, 5]. Так же как и эти ферменты, GTP-циклогидролаза из В. sub-
tilis проявляет строгую субстратную специфичность по отношению к GTP. 
В отличие от двух других аналогичных ферментов GTP-циклогидролаза 
из бацилл более активна в присутствии ионов марганца. По молекулярной 
массе GTP-циклогидролаза бацилл близка к ферменту из кишечной па-
лочки. По данным электрофореза в денатурирующих условиях ее моле-
кулярная масса составляет ~45 кДа. Все три GTP-циклогидролазы, вовле-
ченные во флавиногенез, катализируют образование из GTP фосфорил-
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лироваыного пиримидина и пирофосфата. Открытым остается вопрос о том» 
в каком виде вый^иляется С-8-атом из СТР в ходе реакции, катализи-
руемой ферментом из бацилл. Вероятнее всего, это формиат. как и в двух 
других аналогичных случаях, однако это предположение нуждается в до-
полнительной проверке с использованием [8- кС]СТР. 
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PURIFICATION AND P R O P E R T I E S OF GTP-C YCLOHY DROL A S E 
OF B A C I L L U S S U B T I L I S 

*Biotechnology* Scientific-Industrial Corporation. Mosccu' 

Key words: riboflavin, cyclohydrolasc , bacilli . 

Highly purified GTP-cyclohydrolase was obtained by fractionation of cell extract.« 
with ammonium sulfate, ion-exchange and hydrophobic chromatography. The N-termi-
nal amino acid sequence and amino acid composi t ion of the protein were determined. 
According to SDS-PAGE data, the molecular weight of the e n z y m e is 45 kDa. The act ive 
enzyme has several i soforms separable by native electrophoresis. The maximal enzyme 
activity is determined at 1.5 uiM Mn : ~; 70% of enzymat ic act iv i ty is detected with 
Mg2~. The enzyme is inhibited by heavy metal ions and chelators and is inact ive in 
the absence of thiol-reducing agents . The enzyme act ivity is detected in a broad range 
of pH with a m a x i m u m at pH 8.2. The pyrimidine product of the GTP-cyclohydrolase 
reaction. 2 .5-diamino-6-hydroxy-4-ribosylaminopyrimidine-5'-phosphate was purif ied and 
identif ied. Another product-of this reaction is pyrophosphate. 

»030 


