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a n d t h e i r m t l t a t i o n s i t e s w e r e d e t e r m i n e d b y D N A s e -

q U e n C i n g
·

2 R e s ll l t S

名
2

.

1 I s o la t io n o f s p o n t a n e o u s m u t a n t s o f t h e P U R

b o x a n d P u

rR

A P 2 2 l y s a t e g r o w n o n T G M 4 6 3 w a s u s e d a s t h e

d o n o r t o t r a n s d u e e t h e s p o n t a n e o u s d e r e p r e s s e d m u -

t a n t s , a n d t h e T e t
r
t r a n s d u e t a n t s w e r e s e l e e t e d o n r e -

P r e ss e d EM B t e t ar e y e l in e p la t e s
.

I f a m u ta t io n o e e u sr

in P u

rR
, a b o u t 9 0 % T e t

r
t r a n s d u e t a n t s w i l l f o r m

w h i t e e o lo n ie s o n r e P r e s s e d E M B p la t e s b e e a u s e P u

rR
15 9 0 % li n k e d t o t e t

.

I f m u t a t i o n o e e u r s e l s e w h e r e ,

a l l t h e T e t
r

t r a n s d u e t a n t s w i ll e m e r g e a s r e d e o l o n i e s ,

b e e a u s e P u

rR
a n d P u

rD
a r e r e s p e e t iv e l y lo e a t e d a t

3 1
` a n d 8 9

’ o f t h e g e n e t i e m a p o f 5
.

艺夕户人i m u r i u m
.

O u r t r a n s d u e t i o n a n a ly s i s s h o w e d t h a t a m o n g t h e 8 6

s P o n t a n e o u s m u t a n t s
,

5 8 a r e P u

rR m u t a n t s
.

I n o r d e r

t o a n a l y z e t h e m u t a t io n s t h a t w e r e n o t lo e a t e d i n

P u

rR g e n e ,
t h e P 2 2 ly s a t e g r o w n o n e a e h o f t h e r e s t

2 8 m u t a n t s w a s u s e d t o t r a n s d u e e w i ld t y p e s t r a i n

L T Z s e p a r a t e l y
.

K a n r
t r a n s d u e t a n t s w e r e s e l e e t e d o n

t h e r e p r e s s e d EM B k a n a m y e i n p l a t e s
.

S i n e e t h e P U R

b o x a n d k a n a r e 9 8 % l i n k e d
,

if m u t a t i o n s o e e u r i n

t h e P U R b o x ,

9 8 % K a n r
t r a n s d u e t a n t s w i l l f o rm r e d

e o l o n i e s
.

A s e x p e e t e d
, a l l o f t h e r e s t 2 8 m u t a n t s e a r -

r y m u t a t i o n s i n t h e P U R b o x
.

T h u s t h e d e r e p r e s s e d

m u t a n t s e a n b e d iv id e d i n t o t w o s u b
一
t y P e s ,

P u

rR
m u t a n t s a n d t h e P U R b o x m u t a n t s

.

s 〕m e o f t h e m

a r e li s t e d in T a b l e 1
.

2
.

3 oC m P a r is o n o f t h e m u t a t i o n r a t e s o f P u

rR
a n d

t h e P U R b o x

熟

S t r a in s 一 2 8 e a r r i e s a s u p e r 一 r e p r e s s i n g m u t a n t o f

P u

rR ( P u

rR
“

)
.

B e e a u s e t h e e x p r e s s i o n o f l a 。 g e n e s

15 s t or n g l y r e p r e s s e d b y t h e P u

rR
“ s u P e r 一 r e P r e s s o r ,

P u

rR
”

m u t a n t s t r a i n e a n n o t g or w o n N C E m e d i u m
w i t h la e t o s e a s t h e

so l e e a r b o n s o u r e e [ 13 ]
,

t h e r e fo r e

o n e e e o l o n i e s a p p e a r o n la e t o s e m i n im a l P l a t e s ,
t h e y

s h o u l d b e t h e d e r e p r e s s e d m u t a n t s
.

T h e i r g or w i n g 15

d u e t o t h e P u

rR
“

g e n e o r t h e P U R b o x u n d e r g o i n g

s p o n t a n e o u s m u t a t io n s t h a t r e li e v e t h e r e p r e s s io n b y

P u r R
s .

B a s e d o n t h e g e n e t i e in s t a b i li t y o f P u

rR
” ,

w e

e s t a b l i s h e d a m e t h o d t o i so l a t e s p o n t a n e o u s P u

rR
a n d

P U R b o x m u t a n t s
.

A e e o r d i n g t o t h e m e t h o d d e -

s e r ib e d in 1
.

2
, e o lo n i e s a P P e a r e d in 4 8 h w e r e p i e k e d

o u t a n d s t r e a k e d o n t h e r e P r e s s e d E M B + K a n p la t e s
.

O n t h i s p l a t e ,
t h e d e r e p r e s s e d m u t a n t s a r e r e d

.

I n

o r d e r t o k e e P t h e i n d e Pe n d e n e y o f e a e h m u t a t io n , o n -

l y o n e r e d e o lo n y w a s s e le e t e d f r o m e a e h e u l t u r e a n d

r e a d y f o r f u r t h e r r e s e a r e h
.

B y t h i s P or
e e d u r e ,

w e o b
-

t a i n e d 8 6 i n d e P e n d e n t d e r e p r e s s e d m u t a n t s
.

A s t h e

r a n d o m m u t a n t s o e e u r r i n g d u r i n g e x p o n e n t i a l g r o w t h

n e e d 4 8 h t o f o r m v i s i b l e e o l o n i e s o n t h e m i n im a l

m e d i u m
,

t h e s e m u t a n t s a r e s Po n t a n e o u s m u t a n t s o e -

e u r r i n g r a n d o m l y
.

T h e s Po n t a n e o u s m u t a t io n r a t e s o f t h e d e r e -

P r e s s e d m u t a n t s w e r e e a l e u l a t e d a e e o r d in g t o t h e

m e t h o d o f m e d i a n d e s e r i b e d b y v o n

助
r s t e l [ 11 ]

.

T h e

r e s u l t s o f t w o i n d e p e n d e n t e x p e r im e n t s a r e s h o w n in

T a b le 2
.

T a b le 2
.

oC m p a ir so n o f t he m u t a t i o n r a t es o f

t h e P U R bo
x a n d P u

rR

E x P e r im e n t
M u t a t i o n ar t e ( c e l l/ g e n e r a t io n )

P u

rR P U R I) 〕 x

R a t i o o f m u t a t i o n r a t e

( P u

rR
: P U R bo

x )

6
.

8 8 x 1 0
一 9

4
.

6 9 义 1 0
一 9

3
.

3 2 x 1 0
一 9

2
.

0 2 x 1 0
一 9

6
.

8 : 3
.

2

7
.

0 : 3
.

0

2
.

2 Id e n t if ie a t i o n

1l l U t a ll t S

o f t h e s
卯

n t a n eo u s d e r e p er s s e d

T h e s e d a t a s h o w s t h a t u n d e r s Po n t a n e o u s e o n d i
-

t io n s ,
t h e P U R bo x a l s o h a s a h i g h m u t a t io n f r e q u e n -

e y
.

In c o n t r a s t w i t h t h e r a t i o 7 / 8 : 1 o f m u t a t io n r a t e

u n d e r m u t a g e n e s is
,

t h e f r e q u e n e y o f t h e s p o n t a n e o u s

P U R b o x m u t a t i o n s s e e m s e v e n h i g h e r
.

T h u s ,

h i g h

m u t a t io n f r e q u e n e y o f t h e P U R b o x d o e s n o t r e s u l t

f or m m u t a g e n e s i s
.

I t s P o s s ib l e m e e h a n is m w i ll b e d i s
-

e u s s e d b e l o w
.

2
.

4 N u e l e o t i d e s e q u e n e i n g o f t h e s P o n t a n eo u s P U R

bo
x a n d P u

rR m u t a n t s

协

s t r a i n T GM 4 6 3 ( P u

艰
+

) 。 a r r i e s a 。 o p y o f m i
-

n i
一

T n l o n e a r P u

艰 ( t e t 15 9 0% l i n k e d t o P u

rR
+

)
.

I t f o mr
s w h i t e e o l o n i e s o n t h e r e p r e s s e d E M B P l a t e

.

F iv e S p o n t a n e o u s m u t a n t s o f t h e P U R b o x ( 5 2 8
-



36 2 P r o g r e ss i n N a t u r a l Sc i e n e e V o l
.

1 2 N o
.

5 2 00 2

P B I
,

5 2 8
一

P B g
,

5 2 8
一

P B 1 2
,

5 2 8
一

P B 2 2 a n d 5 2 8
一

T h e s e q u e n e e a n a l y s i s s h o w e d t h a t a ll t h e P U R

P B 2 5 ) a n d f o u r 印 o n t a n e o u s m u t a n t s o f P u

rR ( 5 2 8
一

b o x a n d P u

rR m u t a n t s e o n t a i n e d t h e e o r r e s p o n d i n g

P R 3
,

5 2 8
一

P R 12
,

5 2 8
一

P R 15 a n d 5 2 8
一

P R 2 4 ) w e r e m u t a t io n a t t h e e x p e e t e d s i t e s
.

T h e d i s t r ib u t io n o f

r a n d o m l y s e le e t e d f o r e lo n i n g a n d D N A s e q u e n e in g
.

t h e m u t a t io n s i t e s 15 s h o w n i n F i g
.

3
.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 1 12 1 3 14 15 ] 6 (d P )

a() G一 c一 G` c

`
A冬-A ` A

se
e` G` T

一
T

一
T

一
T

一
c

一
G

一
T

诊

l幸T
.1甲A

.1甲G
.1甲A

5 2 8
一

P B I 5 2 8
一

P B 2 5 5 2 8
一

P B 12 5 2 8
一

P B g

5 2 8
一

P B 2 2

S e r4 6 ~ G ly G l n l l 3 ~ o e h r e m u t at io n A l a2 5 1 ~ G lu

2 8 2

··

::E : : :D B D {::E :::

5 2 8
一

PR 15

5 2 8
一

PR 2 4

5 2 8
一

PR 3 5 2 8
一

PR 12
1 3 0 7

F ig
.

3
.

M u t a t i o n s i t e s i n fi v e s

伪
n t a n eo u s P U R bo x m u t a n t s ( a ) a n d i n fo u r s

卯
n t a n oo u s P u

rR m u t a n t s ( b )
.

T h e e o n s e r v e d ba s e s a r e

m a r
k e d b y ,

.

D BD d e n o t e s t h e D N A b in d i n g d om
a i n , a m i n o a e id s l一 5 9 ( bas e p a i r s 2 8 2一 4 5 8 ) ; C D B d e

on
t es t h e e

时
e p r e

oss
r bi n d i n g

d om
a i n

,

am ion
a e id s 6 0一 3 4 1 ( b as e p a i rs 4 59 一 13 0 7 )

.

F ig
.

3 s h o w s t h a t f iv e s p o n t a n e o u s P U R b o x

m u t a n t s h a v e m u t a t i o n s a t of u r s i t e s : G 3
,

A S
,

C S
,

a n d C 1 4
.

A l l t h e m u t a t io n s w e r e b a s e s u b s t i t u t io n s ,

i n e lu d in g t h r e e t r a n s i t i o n s o f G ~ A
,

A ~ G
,

C~ T

a n d a C ~ A t r a n s v e r s io n
.

T h e P u r g e n e o P e r a t o r

( P U R bo
x ) 15 a 16 b p c o n s e n s u s s e q u e n e e a n d 15 h i g h

-

l y co n s e r v e d a t e i g h t n u e l e o t i d e s ,

w h ie h a r e e s s e n t i a l

fo r b i n d i n g w it h P u r R r e P r e s s o r
.

O u r s e q u e n e i n g

a n a l y s i s o f t h e P U R b o x s h o w e d t h e m u t a t io n s a t 4

o u t o f 8 e o n s e r v e d b a s e s
.

T h e s e m u t a t i o n s e a u s e t h e

10 5 5 o f t h e b i n di n g f u n e t i o n o f t h e P U R b o x ,

w h i e h i n

t u r n r e s e i n d t h e r e P r e s s io n o f l a e g e n e
.

T h e s e m u -

t a n t s e a n fo rm n o rm a l e o l o n i e s o n la e t o s e m i n im a l

m e d iu m a n d t a k e o n t h e p h e
no t y p e o f l a c +

.

d o m a i n ( D B D ) o f o n e s u b u n i t w i t h t h e C B D o f t h e

o t h e r
.

T h e y a r e o f g r e a t im Po r t a n e e i n t h e i n t e r d o -

m a in s i g n a l i n g [ 14 ]
.

s i n e e 3 o u t o f 4 m u t a t io n s t h a t w e

d e e t e e t e d a r e i n v o lv e d i n t h i s i n t e r d o m a i n s ig n a l i n g
,

i t e a n b e d e d u e e d t h a t t h e r e m a y b e so m e “
h o t s p o t s

, ,

o f m u t a t io n i n P u

rR
.

诊

3 D IS C U S S i o n

T h e m u t a t i o n s o f f o u r s p o n t a n e o u s P u

rR m u -

t a n t s w e r e a lso
s in g l e b a s e s u b s t i t u t i o n s

.

T w o o f

t h e m w e r e
札

2 3
~ G

,
t h e o t h e r t w o w e r e

q
l s
~ T a n d

C l o 3 3
~ A

.

T h e s e n u e l e o t i d e m u t a t io n s a r e co r r e -

s Po n d i n g t o S e r4 6~ G l y
,

G l n l l 3一 O e h r e a n d A la2 5 1

~ G lu m u t a t io n s i n P u r R
.

L u e t a l
.

[ 14 ] h a v e d e m o n -

s t r a t e d t h a t 4S 6 G P u r R m u t a n t s a r e d e f e e t i v e i n D N A

b i n d i n g i n v i t or a n d i n r e p r e s s o r
f u n e t i o n i n v i vo a s

w e ll
.

P u r R 15 a t y P i e a l a ll o s t e r i e h o m o d im e r , a n d

e a e h o f i t s s u b u n i t 15 co m Po s e d o f a n N H Z一 t e r m i n a l

D N A b i n d in g d o m a i n e o n n e e t e d b y a h i n g e s e q u e n e e

t o a la r g e r e o r e p r e s
so

r b i n d i n g d o m a in [ 1 5 ]
.

T h e r e a r e

t w o h y d or g e n b o n d s e o n n e e t i n g t h e C O o n t h e s id e -

e h a i n o r m a i n
一 e h a i n o f S e

r4 6 t o t h e N H I o r N H Z o f

A r g l 1 5
’ , r e s p e e t iv e ly

, a n d t h e t h i r d o n e e o n n e e t s t h e

CO o n t h e m a i n
一 e h a i n o f G l n l l 3 t o t h e b a e k b o n e N H

o f A la4 9
’ .

T h e s e 3 bo n d s e o n n e e t t h e D N A b in d i n g

sA w e k on w
,

i t 15 v e r y d i ff i e u lt t o a e q u i r e O
c

m u t a n t s b e e a u s e t h e b a e t e r ia l o p e r a t o r 15 u s u a l ly v e r y

s m a ll
.

I n o u r e a r l y r e s e a r e h o f p u r i n e m e t a bo li s m i n

aS l m o n e l l a t夕Ph im u r i u m
,

i t w a s o b s e r v e d t h a t t h e

m u t a t io n f r e q u e n e y o f t h e P U R b o x w a s o n e o r d e r o f

m a g n i t u d e h i g h e r t h a n t h a t o f P u

rR
u n d e r m u t a g e n e -

5 15 [s j
.

D id i t h a p p e n b e e a u s e o f m u t a g e n e s i s ? I n o r d e r

t o a n sw e r t h is q u e s t i o n ,

w e s t u d i e d t h e m u t a t i o n

r a t e s o f s Po n t a n eo u s P u

rR
a n d t h e P U R b o x m u t a n t s

.

S t a r t i n g f or m a
on

v e l s u p e -r r e p r e s s e d m u t a n t o f P u

rR
( P u

rR
“

)
,

w e e a s i ly a e q u i r e d la r g e a m o u n t s o f P u

rR
a n d P U R b o x s p o n t a n e o u s m u t a n t s

.

T h i s e x P e r im e n -

t a l s y s t e m n o t o n l y so lv e d t h e d i f f ie u l t y i n i s o la t i n g O
c

m u t a n t s
,

b u t a lso p or
v i d e d im p o r t a n t i n fo rm a t io n fo r

t h e s t u d y o n t h e r e g u la t i o n in P u r i n e b i o s y n t h e s i s
.

O u r r e s u lt s h o w e d t h a t t h e f r e q u e n e y o f s P o n t a n eo u s

m u t a t io n s in t h e P U R b o x w a s a lso h ig h e r t h a n e x -

P e e t e d
.

T h e r a t i o o f m u t a t i o n r a t e o f t h e P U R b o x t o

t h a t o f P u

rR w a s 3 : 7
.

T h i s p or
v e d t h a t t h e h i g h

m u t a t i o n r a t e o f t h e P U R b o x i n o u r P er v io u s e x p e r i
-

m e n t s d id n o t r e s u lt f or m N T G m u t a g e n e s i s
.

I t s e e m s

t h a t a e e r t a i n m e e h a n is m t h a t P or d u e e s h i g h P U R

b o x m u t a t i o n s u n d e r e i t h e r s P o n t a n e o u s o r m u t a g e n i e

.

峥



P r o g r e s s in N a t u r a
l S e ie n e e V o l

.

1 2 N o
.

5 2 0 0 2 3 63

畜
e o n d i t io n s e x i s t s

.

B a s e d o n o u r r e s u l t s
,

w e t r y t o e x -

p l a i n t h i s i n t e r e s t i n g p h e n o m e n o n a s f o ll o w s
.

F i r s t
,

t h e P U R b o x 15 a 1 6 b P Pa li n d or m e a n d 15

h i g h l y e o n s e vr e d a t 5 b a s e s [7
,

8 ]
.

o u r p r e v i o u s r e -

s e a r e h d e m o n s t r a t e d t h a t a n y e h a n g e o f t h e s e e o n s e n -

s u s b a s e s w o u l d l e a d t o t h e 10 5 5 o f b in d i n g a b i l it y o f

P u r R w i t h t h e P u R b o x [ 5一 8 ]
.

B u t a s t o 户u

艰
,

i t s

e o d i n g r e g io n 15 1 3 0 7 b p i n le n g t h
,

w h i e h e n e o d e s f o r

a t y p i e a l a l lo s t e r i e p r o t e i n
.

T h e D N A b i n d i n g a f f i n i t y

o f P u r R 15 m o d u l a t e d b y g u a n in e a n d h y p o x a n t h i n e

co r e p er s s o sr w h i e h b i n d w i t h C D B
.

T h i s p or e e s s i n
-

vo l v e s a s e r i e s o f a l lo s t e r i e e o n f o rm a t io n a l t r a n s i
-

t i o n s [3
,

14 〕
.

I t w o u l d b e m o r e e f f e e t iv e t o r e g u l a t e

D N A
一

P ro t e i n b i n d i n g b y e h a n g i n g t h e 1 6 b P P U R b o x

w o u ld b e
.

S in e e t h e m u t a t io n t a r g e t o f P u

rR 15 l a r g e r

t h a n t h e P U R b o x ,

i t m a y h a v e m o r e e h a n e e s t o b e

m u t a t e d i n m u t a g e n e s i s
.

T h u s i t s m u t a t io n f r e q u e n e y

15 h i g h e r u n d e r m u t a g e n e s i s t h a n i n s p o n t a n eo u s e o n -
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