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Исследовано влияние сверхэкспрессии дрожжевой дифосфоинозитол�полифосфатфосфогидролазы DDP1,
обладающей эндополифосфатазной активностью, на метаболизм неорганических полифосфатов у
Saccharomyces cerevisiae. Эндополифосфатазная активность у штамма�трансформанта значительно увеличи�
лась по сравнению с исходным штаммом. Эта активность проявлялась с полифосфатами различной длины
и подавлялась 2 мМ триполифосфатом и АТР. Содержание кислоторастворимых и кислотонерастворимых
полифосфатов снизилось у трансформанта на 9 и 28% соответственно. При культивировании трансформан�
та в среде с избытком фосфата средняя длина цепи солерастворимой и щелочерастворимой фракций поли�
фосфатов не изменялась, а кислоторастворимой фракции – увеличилась. На начальном этапе восстановле�
ния уровня полифосфатов после фосфорного голодания длина цепи кислоторастворимых полифосфатов у
трансформанта ниже, чем у исходного штамма. Полученные данные свидетельствуют о сложном характере
участия DDP1 в регуляции содержания и длины цепи неорганических полифосфатов у дрожжей. 

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: полифосфат, дифосфоинозитолпентакисфосфат, бис(дифосфоинозитол)тетракис�
фосфат, полифосфатаза, ген DDP1, Saccharomyces cerevisiae.

Некоторые ферменты, участвующие в обме�
не неорганических полифосфатов (полиР), яв�
ляются полифункциональными и способны ка�
тализировать реакции с участием вторичных
сигнальных соединений [1, 2]. Одна из экзопо�
лифосфатаз бактерий, кодируемая геном gppA,
отщепляет Pi от гуанозин�5'�трифосфата�3'�ди�
фосфата (рррGpp) и гуанозин�5'�дифосфата�3'�
дифосфата (ррGpp) [3]. Эти соединения, так на�
зываемые алармоны, участвуют в стрессовых ре�
акциях у бактерий [4, 5]. ПолиР подавляют гид�
ролиз этих соединений ферментом gppA, а уве�
личение концентрации этих сигнальных молекул
приводит в свою очередь к подавлению гидро�
лиза полиР также и другой полифосфатазой, ppx.
Эти эффекты при аминокислотном голодании
приводят к увеличению уровня полиР, связыва�

нию их с ATP�зависимой Lon�протеазой и уве�
личению ее активности [5]. Эта протеаза гидро�
лизует рибосомальные белки, а образующиеся
аминокислоты используются для синтеза фер�
ментов анаболизма аминокислот [5]. У дрожжей
и млекопитающих системы (р)ррGpp не обнару�
жено. Однако у них имеются инозитолполифос�
фаты, которые вовлечены в регуляцию везику�
лярного транспорта, апоптоза и других клеточ�
ных процессов [6, 7]. Фермент, расщепляющий
макроэргическую фосфоэфирную связь этих со�
единений, дифосфоинозитол�полифосфатфос�
фогидролаза (DDP1, КФ 3.6.1.52), имеется у
дрожжей Saccharomyces cerevisiae (http://www.
uniprot.org/uniprot/Q99321). У DDP1 есть три
гомолога в клетках человека – это так называе�
мые Nudix�гидролазы [6]. ПолиР участвуют в
развитии костной ткани, каскаде свертывания
крови, воспалении и других процессах в орга�
низме человека [8], поэтому изучение фермен�
тов их метаболизма и гомологичных белков у
низших эукариот представляет существенный
интерес. Фермент DDP1 также является диаде�
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нозингексафосфатгидролазой и проявляет эн�
дополифосфатазную активность [6]. Вопрос о
взаимосвязи обмена инозитолпирофосфата и
полиР представляется сложным. У делеционно�
го мутанта по DDP1 уровень инозитолпирофос�
фата увеличен вдвое, а уровень полиР снижен
[6]. У мутантных штаммов S. cerevisiae, не спо�
собных синтезировать инозитолпирофосфат, уро�
вень полиР снижен еще в большей степени [6]. 

Целью настоящей работы была оценка влия�
ния сверхэкспрессии гена DDP1 на метаболизм
полиР у S. cerevisiae.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Штаммы дрожжей и условия культивирования.
Штамм CRN с инактивированным геном PPN1
был получен из лаборатории А. Корнберга [9].
Штамм�транформант получали согласно мето�
ду, подробно описанному ранее [10]. Cоздание
экспрессионного вектора рМВ1 с «кассетой
экспрессии», состоявшей из сильного конститу�
тивного промотора глицеральдегид�3�фосфат�
дегидрогеназы (PKG1) и терминатора фоcфос�
фоглицераткиназы (TDH) S. cerevisiae, описано
в той же работе [10]. Для конструирования век�
тора экспрессии DDP1 в вектор pMB1 встраива�
ли фрагмент, кодирующий полноразмерный ген
DDP1 S. cerevisiae с открытой рамкой считыва�
ния, соответствующей гену YOR163W (GenBank
NM_001183582). На матрице геномной ДНК
штамма CRY с использованием праймеров
DDP1_F (GGT CCA TGG GCA AAA CCG CGG
ATA ATC ATG G) и DDP1_R (GGT CTC GAG
CTA TTT GTC GTC TTT AAT GAT AGC AG) по�
лучали уникальный ПЦР�фрагмент размером
580 п.н. 5'�Фланкирующие последовательности
этих праймеров содержали сайты PciI и XhoI для
последующего клонирования фрагментов ПЦР.
Фрагмент очищали, обрабатывали совместно
рестриктазами BspHI/XhoI и встраивали в
NcoI/XhoI�вектор pMB1. Вставку гена DDP1 в
отобранных клонах секвенировали и отбирали
клон без неспецифических ПЦР�мутаций, обоз�
наченный pMB1/DDP1 Sc. Для секвенирования
гена использовали дополнительные олигонук�
леотиды. ДНК�манипуляции (выделение плаз�
мидной ДНК, очистка фрагментов ДНК, гидро�
лиз ДНК рестриктазами, лигирование фрагмен�
тов ДНК, ПЦР, сайт�направленный мутагенез)
проводили с помощью наборов и ферментов
производства «СибЭнзим» (Россия), «Fermentas
MBI» (Литва) и «Stratagene» (США) в соответ�
ствии с рекомендациями фирм�производите�
лей. Секвенирование ДНК проводили с по�
мощью набора ABI BigDye3.1 Sequencing Kit

(«Applied Biosystems», США) согласно протоколу
производителя на приборе ABI3730 («SeqGen»,
США).

Штамм CRN трансформировали плазмидой
pMB1/DDP1 Sc, используя обработку ацетатом
лития [11]. Клоны�трансформанты отбирали на
чашках Петри на минимальной среде без ураци�
ла, поскольку плазмида содержала ген URA3.
Трансформанты проверяли на наличие вектора с
помощью ПЦР.

Штамм CRN поддерживали на агаризован�
ной среде YPD, а трансформант – на агаризо�
ванной синтетической минимальной среде YNB
без урацила [10]. Для получения биомассы куль�
туры выращивали при 29° в колбах с 200 мл сре�
ды YNB с 8,2 мМ Pi на качалке при 145 об/мин.
Биомассу собирали центрифугированием при
3000 g, дважды промывали холодной дистилли�
рованной водой.

Для исследования того, как полиР накапли�
ваются после фосфорного голодания, дрожжи
культивировали в течение 24 ч в Pi�дефицитной
среде YNB с 0,05 мМ Pi [12]. Затем клетки пере�
носили в среду YNB, содержавшую 8,2 мМ Pi,
культивировали в течение 1 ч, отделяли центри�
фугированием, дважды промывали дистиллиро�
ванной водой и использовали для экстракции
полиР.

Получение сферопластов и бесклеточного
экстракта. Для получения сферопластов био�
массу промывали 0,8 М раствором маннита в
цитратном буфере (к 5%�ному цитрату натрия
добавляли лимонную кислоту до рН 6,5), инку�
бировали в этом же буфере с лиофилизирован�
ным желудочным соком виноградных улиток
(150 мг на 1 г биомассы) и дитиотреитолом (10 мг
на 1 г биомассы) в течение 2 ч при 30°. Cферо�
пласты промывали тем же буфером и разрушали
при 4° в стеклянном гомогенизаторе с тефлоно�
вым пестиком в 50 мМ Tris�HCl, рН 7,2, содер�
жавшем 0,5 мМ фенилметилсульфонилфторид
(«Sigma», США). Затем центрифугировали при
5000 g в течение 5 мин. К осадку снова добавля�
ли этот же буфер, обрабатывали в гомогенизато�
ре и центрифугировали при тех же условиях.
Объединенный супернатант центрифугировали
при 13 000 g в течение 60 мин. Супернатант
представлял собой бесклеточный экстракт, а
осадок – грубую мембранную фракцию.

Определение полифосфатазных активностей.
Экзополифосфатазную активность определяли
при 30° по скорости образования Рi [10]. Инку�
бационная среда содержала 50 мМ Tris�HCl,
рН 7,2, 2,5 мМ MgSO4 и 200 мМ NH4Cl. В каче�
стве субстратов использовали 2,5 мМ полиР со
средней длиной цепи 208 фосфатных остатков
(полиР208) или 15 фосфатных остатков (полиР15)
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(«Monsanto», США). Концентрация полиР ука�
зана в соответствии с количеством Pi, образую�
щимся при гидролизе полимера в 1 N HCl при
100° за 10 мин. ПолиР предварительно очищали
от примесей пирофосфата и ортофосфата, как
описано ранее [13]. Использовали также трипо�
лифосфат («Sigma», США) и РРi («Коch�Light»,
Великобритания) в концентрации 2,5 мМ.

За единицу активности (Е) в случае экзопо�
лифосфатазной активности принимали количе�
ство фермента, образующего 1 мкмоль Рi за 1 мин.
Концентрацию белка определяли с использова�
нием БСА в качестве стандарта [14].

Эндополифосфатазную активность анализи�
ровали по уменьшению длины цепи полифос�
фатов (полиР208 и полиР15). Инкубационная сре�
да (0,5–1 мл) содержала 50 мМ Tris�HCl, pH 7,2,
200 мM NH4Cl, 2,5 мM MgSO4, 9 мМ полиР208

либо 6,8 мМ полиР15. Препараты бесклеточного
экстракта добавляли из расчета 0,16 мг белка на
1 мл смеси. Реакцию останавливали добавлени�
ем концентрированной HClO4 до 0,5 N. Даль�
нейшую подготовку образцов и электрофорез в
24%�ном ПААГ с 7 М мочевиной проводили, как
описано ранее [15].

Определение содержания полифосфатов в
клетках. Для экстракции полиР применяли из�
вестный метод [16] c некоторыми модификаци�
ями. Кислоторастворимую фракцию полиР по�
лучали двукратной обработкой биомассы 0,5 N
HClO4 при 0° в течение 15 мин при перемешива�
нии. После отделения супернатанта оставшуюся
биомассу дважды обрабатывали насыщенным
раствором NaClO4 при 0°, супернатант после
центрифугирования представлял собой солераст�
воримую фракцию полиР. Осадок дважды обра�
батывали 0,05 М NaOH, супернатант представ�
лял собой щелочерастворимую фракцию. В по�
лученных фракциях содержание полиР оцени�
вали по лабильному фосфору [16]. Количество
оставшихся в биомассе полиР оценивали по со�
держанию Pi после обработки оставшейся био�
массы 0,5 N HClO4 при 90° в течение 20 мин [16].
Pi определяли колориметрически согласно мето�
ду Хайнонен с соавт. [17]. Для оценки длины це�
пи полиР использовали электрофорез в 24%�ном
ПААГ в присутствии 7 М мочевины, гели окра�
шивали толуидиновым голубым [18].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Полифосфатазная активность при сверхэкспресB
сии гена DDP1. Наличие экспрессионного век�
тора, содержащего ген DDP1, привело к сниже�
нию выхода биомассы на стационарной стадии
роста при культивировании в среде YNB. Выход

биомассы штамма�трансформанта CRN/pMB1_
_DDP1 Sc и исходного штамма CRN составлял
3,7 и 4,5 г/л соответственно.

Известно, что фермент DDP1 проявляет эн�
дополифосфатазную активность [6]. Мы срав�
нили эндополифосфатазные активности бес�
клеточного экстракта исходного штамма СRN и
штамма�трансформанта, оценивая их по умень�
шению длины цепи полиР208. Эндополифосфа�
тазная активность в бесклеточном экстракте
трансформанта ожидаемо увеличилась (рис. 1,
а–в). У исходного штамма СRN отсутствует эн�
дополифосфатаза PPN1 [9], но имеется собствен�
ный белок DDP1, что и объясняет небольшую эн�
дополифосфатазную активность у этого штамма.

В литературе не имеется данных о проявле�
нии DDP1 экзополифосфатазной активности. В
бесклеточном экстракте штамма�трансформан�
та экзополифосфатазная активность с полиР208

и полиР15 была в ∼2 раза выше, чем у исходного
штамма (рис. 1, г и таблица). Экзополифосфа�
тазная активность в мембранной фракции у
обоих штаммов была одинакова (0,046 Е на 1 мг
белка). Это согласуется с литературными дан�
ными о локализации DDP1 в цитоплазме [6, 7].
Пирофосфатазная и триполифосфатазная ак�
тивности бесклеточного экстракта при транс�
формации не изменились (таблица).

Мы определили некоторые свойства эндопо�
лифосфатазной и экзополифосфатазной актив�
ностей бесклеточного экстракта штамма�транс�
форманта CRN/pMB1_DDP1 Sc. Эндополифос�
фатазная активность транcформанта проявля�
лась как с длинноцепочечными полиР208, так и с
короткоцепочечными полиР15 (рис. 2). Pi, РPi,
триполифосфат и АТР в концентрации 2 мМ по�
давляли эту активность в разной степени (рис. 2).
ADР не влиял на эту активность. Увеличение
концентрации ионов магния до 10 мМ не при�
водило к увеличению эндополифосфатазной и
экзополифосфатазной активностей. Обе актив�
ности в присутствии 2,5 мМ Mg2+ были выше,
чем в присутствии 0,1 мМ Co2+ (данные не предс�
тавлены).

Полифосфаты при сверхэкспрессии гена DDP1.
На стационарной стадии роста в среде с избыт�
ком Pi содержание полиР в клетках исходного
штамма CRN и штамма�трансформанта соста�
вило 105 и 81 мкмоль Р на 1 г сырой биомассы
соответственно. Содержание Pi в клетках штам�
ма�трансформанта было выше (рис. 3). Сниже�
ние содержания кислоторастворимых полиР и
суммы остальных фракций у трансформанта
составило 9 и 28% соответственно (рис. 3, а).
Длина цепи кислоторастворимых полиР у штамма�
трансформанта оказалась выше, чем у исходно�
го штамма как на логарифмической (рис. 4, а),
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так и на стационарной стадии роста (рис. 4, б).
При этом длина цепи солерастворимых и щело�
черастворимых полиР (рис. 4, б) не изменилась
по сравнению с исходным штаммом.

Штамм�трансформант рос при дефиците Pi

так же, как и в полноценной среде. В условиях
фосфорного голодания количество полиР у обо�
их штаммов снизилось до 12–13 мкмоль Р на 1 г
сырой биомассы. При последующем культиви�
ровании на полноценной среде у обоих штам�

Рис. 1. Гидролиз полиР208 бесклеточными экстрактами штаммов СRN и CRN/pMB1_DDP1 Sc. а–в – Электрофореграм�
мы полиР в 24%�ном ПААГ в присутствии 7 М мочевины. а – Контроль, полиР208 без экстрактов; б – экстракт штамма
CRN; в – экстракт штамма CRN/pMB1_DDP1 Sc. Цифры под электрофореграммами обозначают время инкубации, мин;
г – образование Pi при гидролизе препаратами бесклеточных экстрактов штамма�трансформанта CRN/pMB1_DDP1 Sc
(1) и штамма CRN (2), % от содержания фосфора в полиР208
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Рис. 2. Влияние фосфорных соединений на эндополифос�
фатазную активность препарата бесклеточного экстракта
штамма CRN/pMB1_DDP1 Sc: а – полиР208, б – полиР15.
ПолиР подвергали электрофорезу в 24%�ном ПААГ в при�
сутствии 7 М мочевины. Концентрация всех эффекторов –
2 мМ, время инкубации – 1 ч. 1 – Контроль, 2–7 – в при�
сутствии бесклеточного экстракта; 2 – без эффекторов, 3 –
Pi, 4 – PPi, 5 – триполифосфат, 6 – ADP, 7 – ATP
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мов за 1 ч произошло восстановление уровня
полиР (рис. 3, б). При этом содержание кисло�
торастворимых полиР у обоих штаммов отлича�
лось незначительно. Снижение содержания ос�
тальных фракций полиР у трансформанта было
близким к наблюдаемому при обычном культи�
вировании (рис. 3, а и б). Длину цепи полиР в
указанных условиях оценивали с помощью
электрофореза в ПААГ. Средняя длина цепи по�
лиР солерастворимой и щелочерастворимой
фракций (рис. 4, в) у обоих штаммов была оди�
наковой, так же как и при обычном культивиро�
вании (рис. 4, б). Что касается кислотораствори�
мых полиР, то у трансформанта в этих условиях
они значительно короче по сравнению с исход�
ным штаммом (рис. 4, в) и сходны по длине це�
пи с кислоторастворимыми полиР дикого штам�
ма S. cerevisiae ВКМ Y�1173 [18]. Таким образом,
при сверхэкспрессии DDP1 изменилась зависи�
мость длины цепи кислоторастворимых полиР
от условий культивирования.

Во всех изученных нами условиях сверхэкс�
прессия DDP1 привела к снижению содержа�
ния полиР, однако этот эффект неодинаков для
различных фракций. Снижение содержания бо�
лее длинноцепочечных фракций хорошо согла�
суется с наличием у этого фермента эндополи�
фосфатазной активности. Влияние сверхэкс�
прессии DDP1 на длину цепи кислотораствори�
мых полиР неоднозначно и зависит от условий
культивирования. При избытке Pi наблюдали
увеличение длины цепи этой фракции. В усло�
виях быстрого накопления полиР после фос�
форного голодания длина цепи этой фракции

оказывается ниже, чем у исходного штамма. О
причинах увеличения длины цепи кислотораст�
воримых полиР при сверхэкспресии DDP1 мож�

Рис. 3. Содержание Pi и полиР в клетках штамма CRN (белые столбцы) и CRN/pMB1_DDP1 Sc (черные столбцы) на ста�
ционарной стадии роста в среде с 8,2 мМ Pi (а) и через 1 ч культивирования в среде с 8,2 мМ Pi после фосфорного голода�
ния (б). 1 – Pi, 2 – кислоторастворимые полиР, 3 – солерастворимые полиР, 4 – щелочерастворимые полиР, 5 – полиР го�
рячего хлорнокислого экстракта
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Рис. 4. Электрофореграммы полиР из клеток штаммов
CRN (1) и CRN/pMB1_DDP1 Sc (2): а – клетки культиви�
ровали в среде YNB c 8,2 мМ Pi до логарифмической стадии
роста; б – клетки культивировали в среде YNB c 8,2 мМ Pi

до стационарной стадии роста; в – клетки, выращенные в
среде YNB c 0,05 мМ Pi, переносили в среду YNB с 8,2 мМ
Pi и культивировали 1 ч. ПолиР1 – кислоторастворимые
полиР, полиР2 – солерастворимые полиР, полиР3 – щело�
черастворимые полиР
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но сделать только несколько предположений.
Не исключено, что фермент способен катализи�
ровать обратную реакцию соединения цепей по�
лиР. Сверхэкспресия DDP1, вероятно, приводит
к снижению уровня дифосфоинозитолпента�
кисфосфата и бис(дифосфоинозитол)тетракис�
фосфата в клетке. Не исключено, что эти соеди�
нения участвуют в регуляции синтеза и деграда�
ции полиР.

У дрожжей S. cerevisiae есть три негомоло�
гичных гена, кодирующие ферменты катаболиз�
ма полиР: PPX1 (http://www.uniprot.org/uniprot/
P38698), PPN1 (http://www.uniprot.org/uniprot/
Q04119) и DDP1 (http://www.uniprot.org/uniprot/
Q99321). PPX1 является экзополифосфатазой,
отщепляющей Pi от конца цепи полимера [13,
19, 20]. PPN1 проявляет как экзо�, так и эндопо�
лифосфатазную активности [9, 15], а DDP1 –
эндополифосфатазную активность [6]. Вопрос
об экзополифосфатазной активности DDP1 по�
ка остается нерешенным. Увеличение экзополи�
фосфатазной активности, наблюдаемое при
сверхэкспрессии этого белка, слабо выражено
по сравнению со случаями сверхэкспрессии
PPX1 или PPN1 при использовании такой же ге�
нетической конструкции [10, 21]. Увеличение
эндополифосфатазной активности у штамма�
трансформанта несомненно связано со сверх�
экспрессией DDP1, поскольку исходный штамм
является делеционным мутантом по гену PPN1.
Эндополифосфатаза, выявленная у двойного
делеционного мутанта по генам РРХ1 и PPN1
[22], сходна с DDP1 по способности фрагменти�

ровать полиР разной длины цепи и потребности
в двухвалентных катионах [6]. Вполне возмож�
но, что эта эндополифосфатаза кодируется ге�
ном DDP1.

Данные о влиянии сверэкспрессии трех бел�
ков (PPX1 [21], PPN1 [10] и DDP1), обладающих
полифосфатазной активностью, позволяют
предполагать неодинаковую роль этих фермен�
тов в катаболизме полиР. Сверхэкспрессия PPX1
не оказала влияния на содержание полиР [21], а
сверхэкспрессия PPN1 привела к снижению со�
держания полиР почти втрое [10, 23] независи�
мо от условий культивирования. При сверхэк�
спрессии DDP1 cодержание полиР снижается
на ∼23%, в первую очередь это касается длинно�
цепочечных фракций. Интересно отметить, что
АТР ингибирует эндополифосфатазную актив�
ность и PPN1 [15], и DDP1. Это позволяет пред�
полагать наличие регуляторного механизма,
обеспечивающего использование полиР в каче�
стве резерва энергии при снижении концентра�
ции АТР.

Делеционные мутанты ΔPPX1, ΔPPN1 и двой�
ной мутант ΔPPX1ΔPPN1 растут в среде, лими�
тированной по Pi, и расходуют полиР так же, как
родительский штамм [24]. Поэтому представля�
ется вероятным, что любой из трех ферментов
способен супрессировать отсутствие других для
использования полиР как резерва фосфора в
данных условиях.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РФФИ (грант 14�04�00515).
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The effects of overexpression of yeast diphosphoinositol polyphosphate phosphohydrolase DDP1 having
endopolyphosphatase activity on metabolism of inorganic polyphosphates in Saccharomyces cerevisiae were studied.
The endopolyphosphatase activity in the transformant strain significantly increased compared to the parent strain.
This activity was observed with polyphosphates of different chain lengths and was suppressed by 2 mM tripolyphos�
phate or ATP. The content of acid�soluble polyphosphates under DDP1 overexpression decreased slightly, while the
content of other fractions decreased by 28%. The average chain length of salt�soluble and alkali�soluble fractions did
not change in the overexpressing strain, and that of acid�soluble polyphosphate increased in a medium with phosphate
excess. During the recovery of polyphosphate level after phosphorus starvation, the chain length of acid�soluble frac�
tion in the cells of the transformant was lower compared to the recipient strain. This observation suggests complex
nature of the participation of DDP1 in the regulation of the content and chain length of polyphosphate in yeasts.

Key words: polyphosphate, diphosphoinositol pentakisphosphate, bidiphosphoinositol tetrakisphosphate, polyphos�
phatase, DDP1 gene, Saccharomyces cerevisiae


