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РЕПЛИКАЦИЯ БАКТЕРИАЛЬНЫХ ПЛАЗМИД

В. А. САКАНЯН

Обобщены литературные данные о механизмах репликации ДНК и генетической 
орга,!иза(1ии репликашюииых систем миогокопийных и малокопийяых плазмид. Имею­
щиеся данные рассмотрены в свете моделей «-позитивного» и «негативного» контроля 
репликации.
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Плазмиды присутствуют в бактериальной клетке в виде физически 
оаздслеиных от хромосомы хозяина кольцевых молекул ДНК. Репли­
кация плаэмидиой ДНК идет полуконсервативно с фиксированной точ­
ки, называемой началом вегетативной репликации или origin. Репли­
кация исследованных плазмид ColEl, RI, F'lac, 7.dv и NR1 осуществ­
ляется в течение всего клеточного цикла, и плазмидные матрицы для 
репликации в клетке отбираются случайным образом. Автономность 
и способность плазмид стабильно наследоваться в клетках при строго 
определенном числе копий предполагает, что собственно репликация 
ДНК и распределение плазмид в дочерние клетки подвержены регуля­
ции. Анализ делеционных мутантов и рекомбинантных производных 
различных плазмид показывает, что для автономной репликации и кон­
троля числа копий необходим небольшой участок генома, включающий 
origin и прилегающее к нему последовательности ДНК. Этот факт 
имел принципиальное значение для проведения прецизионных исследо­
ваний, так как отсутствие несущественных районов в анализируемой 
плазмидпой ДНК снимает нежелательное влияние их генетического 
фола.

Организация р&пликационной системы плазмид. Наиболее хоро­
шо изучспа репликацйонная система плазмиды ColEl, имеющей моле­
кулярную длину 6,4 тысячи пар оснований (т. п. о.). Участок ДНК ве­
личиной всего 580 пар оснований (п. о.) необходим для автономной ре­
пликации плазмиды pBR345—mini-производной плазмиды ColEl (4, 
8]. Репликация ДПК ColEl инициируется в районе origin, идет одно- 
направлеино и завершается в течение двух минут [50, 70]. В обычных 
условиях плазмидная ДНК присутствует в клетках в 20—30 копиях, но 
при инкубации клеток с хлорамфениколом может амплифицироваться 
до 3000 копий [11]. Плазмидная репликация происходит также в об­
работанных хлорамфениколом клетках при их инфекции гибридными 
фаг-ColEl репликопами [19, 35] и в бесклеточных экстрактах, получен­
ных из бесплазмидного штамма [87]. Эти данные свидетельствуют о 
том, что как в условиях in vivo, так и in vitro в синтезе ДНК ColEl не- 
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участвуют позитивно действующие полипептиды, кодируемые самой 
плазмидой. Однако описаны ts мутации, нарушающие репликацию 
плазмиды ColEl [13, 37]. Поэтому можно полагать, что в репликации 
ColEl участвует все же белок, кодируемый плазмидой, либо такие ts 
мутации возникли в результате нарушения вторичной структуры моле­
кул РНК, участвующих в репликации ДНК (см. дальше).

Генетические и биохимические исследования показывают, что в 
репликации плазмиды ColEl большое значение имеют продукты, коди­
руемые хромосомой хозяина. Репликация плазмиды ColEl в клетках 
и бесклеточных экстрактах зависит от ДНК-полимеразы I [38, 74] ■ 
Синтез ДНК ColEl чувствителен к рифампицину, в условиях in vitro 
требует всех четырех рибонуклеотсид-трифосфатов и полностью блоки­
руется антителами к РНК-полимеразе [12, 36]. В синтезе ДНК ColEl 
участвует также РН1\-аза Н [32]. Этот фермент образует 3-ОН концы 
в результате эндонуклготического расщепления РНК в РНК-ДНК. гиб­
ридах [7]. Плазмида ColEl испытывает потребность в ДНК-полиме­
разе I, РНК-полимеразе и РНК-азе Н на ранних этапах репликации 
ДНК [32]. Это позволило предположить и в последующем доказать, 
что инициация репликации ColEl осуществляется через образование 
РНК-затравок.

РНК-полимераза катализирует на Н-нити образование уникального 
транскрипта, расположенного в районе ДНК до origin репликации. (В 
синтезе ДНК ColEl тяжелая Н-ннть является ведомой, а легкая L- 
ннть—ведущей). Синтез транскрипта идет в том же направлении, в 
котором движется репликационная вилка (рис. 1). После процессинга 
транскрипта с помощью РНК-азы Н образуется продукт длиной 555 
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Рис. 1. Инициация репликации ДНК ColEl. 
Пунктирной стрелкой обозначена РНК-за­
травка для ДНК-полнмеразы I; изогнутой 
стрелкой—завершение процессинга РНК- 
затравки РН1\-азой Н; длинной толстой 
стрелкой—6S L—фрагмент; короткой тол­
стой стрелкой—дискретные РНК-затравки 
для ДНК-полпмеразы III; прямоугольной 
стрелкой—origin и направление репликации.
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нуклеотидов, который служит затравкой для ДНК-полпмеразы 1 при 
синтезе по крайней мере первых 100 нуклеотидов [33]. Точка па ДПК, 
соответствующая переходу РНК. в ДНК, собственно является сайтом 
origin, как это показано в опытах in vitro [5]. Синтезируемая проме­
жуточная форма репликационной нити известна под названием 6S L- 
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фрагмента [65]. Синтез ведущей нити далее элонгйруетея с помощью 
ДНК-лол им ер азы III [74].

На ранних стадиях синтеза ДНК важно также участие ДНК-п։ра- 
зы [24]. Если реакния протекает на открытых кольцевых молекулах 
ДНК ColEl в присутствии РНК-полимеразы, РНК-азы Н и ДНК-полн- 
и-разы I, ио без ДНК-гиразы, синтеза ДНК не наблюдается [32].

Образование однонитевого 6S L-фрагмента [65] и тот факт, что 
после формирования РНК-затравки репликация становится устойчивой 
к. рифампицину и синтез ДНК приобретает прерывистый характер [75], 
позволили предположить участие в репликации ColEl еще одного ме­
ханизма, аналогичного превращению однонитевой ДНК некоторых фа­
нги Е. coll в двунитевую .молекулу ДНК.

Известно, что конверсия ДНК фага ФХ 174 является рифампицнн- 
'/стойчивым процессом и происходит с участием праймосомы, состоя­
щей из семи белков продуктов генов dnaG (праймазы), dnaB, dnaC, 
а также полипептидов п, л', п" и 1 [44]. Праймосома формируется в 
специфическом месте однонитевой ДНК в результате инициирующего 
взаимодействия п' белка с определенной последовательностью фаговой 
ДНК- Двигаясь вдоль ДНК, праймосома генерирует короткие РНК- 
затравки.

L- и 11-пити ДНК плазмиды ColEl и ее производного pBR322, кло­
нированные на однопитевых ДНК-содержащих фагах, оказались спо­
собными превращаться в двунитевую ДНК [60, 94]. Конверсия ДНК 
инициируется с двух специфических сайтов на L- и Н-нитях, обозначен­
ных rriA (rifampicin resistant initication) и rriB соответственно. Су­
ществование двух инициирующих сайтов на противоположных нитях 
ДПК ColEl позволяет предположить значительную независимость ини­
циации двух нитей. Возможно, по ходу синтеза 6S L-фрагмента рас- 
плетается ДПК и открывается сайт rriA на L-нити (рис. 1). Праймо­
сома связывается с этим сайтом и генерирует синтез коротких РНК-за- 
трано-к II-иити. Поскольку З'-ОН конец 6S L-фрагмента перекрывает 
район локализации rriB сайга в Н-нити, то этот сайт в свою очередь мо­
жет инициировать связывание праймосомы с последующим синтезом 
PIГК-затравок L-нити.

Элонгация синтеза ДНК ColEl осуществляется с помощью ДПК- 
полп.меразы 111 [74]. По достижении Д1 IK-полимеразы III терминиру­
ющего участка ДНК, которым является все тот же район origin, она 
возможно, участвует в удалении РНК-затравки. После достраивания 
бреши в L-нити -с помощью ДНК-полимеразы 1 копны нитей соединяют­
ся Д11К-лигазой [29]. Терминация репликации представляется более 
сложным процессом, который еще требует детального изучения.

Ряд данных говорит против участия инициирующих сайтов rriA и 
rriB в in vivo -вегетативной репликации плазмиды ColEl. Делещюпные 
мутанты плазмиды pBR322, лишенные этих сайтов, несмотря на 3-крат­
ное уменьшение числа копий, стабильно наследуются в дочерних клет­
ках [92]. Предполагается, что при плазмидной репликации п'-контак- 
тирующими сайтами могут выступать и менее специфические последо­
вательности. Возможно, rriA и rriB являются сайтами конверсии .мо- 
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билнзованной однонитевой ДНК плазмиды ColEl в двуннтевую форму 
ДНК в реципиентной клетке [60].

Особый тип плазмид представлен в виде конъюгативного R-фактора 
R6K. Формально R6K может рассматриваться как промежуточная фор­
ма между многокопийными и малокопийными плазмидами. Несмотря 
на большой размер (38 т.п. о.), эта плазмида представлена в клетке 
в 20—30 копиях. Плазмида R6K характеризуется необычным типом 
репликации. В клетках плазмида R6K реплицируется преимущественно 
с одного origin—oria, несмотря на присутствие в геноме еще двух участ­
ков—orip и oriy [17, 51]. Точки начала репликации расположены на 
расстоянии—1 т. п. о. друг от друга, причем oriy занимает центральное 
положение между двумя другими origin. Репликация ДНК R6K. идет 
однонаправленно в сторону асимметрично расположенного по отноше­
нию к origin уникального терминирующего сайта. Затем репликация 
следует в другом направлении из того же origin и завершается в сайте 
терминации [16, 51]. Такой последовательно двунаправленный тип ре­
пликации, возможно, характерен только для плазмиды R6K, так как 
клонированный в составе ColEl терминирующий участок ДНК не при­
дает репликации этой плазмиды двунаправленного характера, хотя на­
блюдается задержка в движении репликационной вилки [41].

Фрагмент ДНК размером 2,5 т. п о., содержащий сайты oria, orip 
и oriy, может быть выделен в виде автономного репликона [-12]. Для 
репликации ДНК R6K in vitro необходим транс-действующий фактор, 
так как синтез ДНК протекает только в присутствии экстракта из R6K- + 
штамма. Более того, если экстракт получен из штамма, содержащего 
ts по репликации плазмиду R6K. то и in vitro синтез ДНК будет 
носить температуро-чувствительный характер [30]. Этот позитивно 
действующий фактор был идентифицирован как белок с мол. ве­
сом 35.000 и обозначен л [40]. Ген ipir, кодирующий белок л, лока­
лизуется рядом с oriy. Ген pir, будучи в клонированном состоянии, 
обеспечивает автономную репликацию фрагмента ДНК, который со­
держит только oriy, но не oria пли orip [43]. Зависимость инициации 
репликации в участках oria и orip от присутствия в ДНК. участка oriy 
■предполагает наличие цис-активного события, 'происходящего в районе 
oriy. Это может быть транскрипция РНК в направлении oria и orip с 
промоторов, локализованных в районе oriy. Образуемые транскрипты 
или опосредованные ими процессы могут запускать вегетативную ре­
пликацию с oria и/или orip. При отсутствии участков oria и orip пли 
в обычных условиях с низкой частотой инициация репликации осуществ­
ляется непосредственно и с oriy [15, 31].

Другие крупные плазмиды также имеют сложную организацию 
репликационной системы. В геноме F-фактора (94 т. п. о.) имеется 
два района, способных автономно существовать >в виде mini-репликоиа- 
Один из них расположен в районе 32,6—35,4 F [47], другой в районе 
40,3—49,4 F карты плазмиды F [49]. (Для координат карты F-факто­
ра принято обозначение F). Наследование mini-F репликона, несуще­
го район 32,6—35,4 F, характеризуется нестабильностью, зависимостью 
от ДНК-полимеразы 1 и устойчивостью к акридиноранжу [47]. По- 
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видимому, этот район определяет вторичные репликацнонные функции, 
тогда как аналогичный район в геноме ColV-K94 выступает как первич­
ный релликои [55].

Детальный анализ mini-F репликона, несущего район 40.3—49,4 F, 
показал, что он содержит два участка origin. Один из них—ori-1. пли 
oriV, локализован при 42,6 F [21], а другой—ori-2, или oriS,—при 
15.1 F [36]. Каи ori-1, так и ori-2 функциональны в клетках [21]. Де­
легированием участка ori-1 из mini-F репликона получен более малень­
кий репликои величиной всего 2,3 т. и. о., который охватывает район 
ДНК с координатами 44,1—46.4F и содержит участок ori-2 [36, 59]. 
Участок ori-2 поддерживается во фрагменте величиной 1140 и. о. в ав­
тономном состояния, если в клетке присутствует транс-действуюшпй 
фактор, кодируемый слепленным с ori-2 сегментом ДНК [84]. Этим 
фактором может быть белок с мол. весом 29.000 дальтон, который в 
клетках синтезируется в небольшом количестве [59].

В геноме R-фактора R6-5 (100 т- п. о.) также обнаружено три участ­
ья герА, В и С, которые определяют функции наследования и поддер­
жания илазмидной ДНК [82]. Однако для автономной репликации 
плазмиды достаточен небольшой участок ДНК, несущий repA, origin 
и ген сор, контролирующий число копий [81].

Способность ряда плазмид стабильно наследоваться в неродствен­
ных бактериях свидетельствует о независимости их репликационных 
функций от функций бактерии-хозяина и/или биологической адаптации 
их репликационных систем к различному цитоплазматическому окру­
жению. К таким плазмидам с широким спектром хозяев относятся 
иредста'вител.и Inc Р, Q и W-Групп грам-отрицательных бактерий, а так­
же некоторые плазмиды грам-положительных бактерий. Наиболее хо­
рошо изучена репликанионная система 1псР плазмиды RP4 или RK2

В отличие от всех описанных плазмид у RP4 в районе origin не 
сгруппированы все функции, необходимые для автономной репли­
кации [66, 78]. Минимальный район ДНК, который может быть изо­
лирован из генома RP4 в виде автономного репликона без прерывания 
естественного хода жизненно важных участков ДНК, имеет величину 
8 т. и. о. [ 21. Он включает в себя два ранее идентифицированных участ­
ка oriV, с которого начинается однонаправленная репликация ДНК 
[52], и IrfA (trans-acting replication function), который кодирует тране- 
действующий продукт, необходимый для автономной репликации mini- 
плазмид, содержащих только район origin величиной около 400 п. о. 
122, 79]. Информация, кодируемая этими двумя участками, доста­
точна для наследования плазмидпого генома не только в клетках 
I:, coli, но и в клетках таких неродственных бактерий, как Pseudomo­
nas и Rliizobiuni [2, 67], Разбросанный характер генов репликацион- 
ной системы показан и для других Inc Р плазмид—R751 [53] и R906 
[I]. Возможно, это является особенностью плазмид с широким спек­
тром хозяев.

В отличие от плазмид с узким спектром хозяев инициация репли­
кации IncQ плазмиды с широким спектром хозяев RSF1010 (8,9 т. п о.) 
в системе in vitro не зависит от РНК-полнмеразы клетки хозяина. Кро- 
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ие того, добавление к бесклеточным экстрактам Р. aeruginosa ДНК 
полимеразы I и ДНК-гиразы Е. coli частично восстанавливает репли­
кацию плазмиды ColEl [18]. Возможно, именно различие в специфич­
ности этих ферментов у грам-отрнцательных бактерии ограничивает 
спектр репликации ColEl-подобных плазмид с \.->ким спектром хозяев 
в пределах Enterobacteriaceae и родственных микроорганизмов.

Регуляция репликации плазмидной ДНК. Впервые существование 
активного механизма регуляции репликации было продемонстрировано 
Жакобом с соавт. [34]. Они выдвинули концепцию реплнкона, соглас­
но которой молекула ДНК является регуляторной единицей реплика­
ции. В контроле репликации участвуют два различных компонента 
структурный ген, кодирующий транс-деи-ствующий белок-инициатор, и 
цис-активный оператор репликации (репликатор), который специфи­
чески узнается инициатором. Эта гипотеза, известная под названием 
модели «позитивной» регуляции репликации, предполагает также су­
ществование специфической связи между реплицирующейся ДНК (в 
участке гена инициатора) и мембраной. Из-за присутствия на мембра­
не строго определенного числа таких сайтов в клетке одновременно мо­
жет находиться только ограниченное число копий одной и той же плаз­
миды. Две родственные плазмиды, конкурируя за эти сайты, исключа­
ют репликацию друг друга, что фенотипически выражается в их несов­
местимости.

Предложена также модель «негативной» регуляции репликации 
ДНК [64], по которой ключевая роль принадлежит белку-репреосору 
(или другому транс-действующему элементу). Репрессор специфиче­
ски соединяется с оператором и ингибирует инициацию синтеза ДНК. 
Во время клеточного роста снижается критический уровень репрессора 
(поэтому модель еще называют «моделью разведения репрессора»), и 
инициируется новый раунд репликации. Структурный ген для репрес­
сора располагается непосредственно за точкой репликации, и он сразу 
же активируется после дупликации ДНК- Родственные плазмиды имеют 
одинаковый ген репрессора и одинаковую мишень для него- Поэтому 
при соответствующей концентрации репрессора ингибируется синтез 
ДНК одной из плазмид, что также фенотипически выражается в их це­
лое мест им ост и.

Исследования, проведенные на различных плазмидах, показывают, 
что действительная картина регуляции репликации ДНК значительно 
сложнее. Не вызывает лишь сомнения (как это следует из обеих мо­
делей), что плазмидный репликой кодирует информацию, функцио­
нально значимую для своей репликации в цис- и транс-положениях.

Два участка генома ColEl кодируют информацию, необходимую 
для регуляции репликации. Один из них расположен до origin реп­
ликации и входит в состав минимального района ДНК, способного обес­
печить автономную репликацию плазмиды [28]. Этот участок промо- 
тиру-ет синтез транскрипта РНК I длиной 108 нуклеотидов [48]. Транс­
крипция РНК I начинается с сайта, расположенного в L-нити и терми­
нируется тесно с сайтом инициации транскрипции РНК-затравки для 
ДНК-полимеразы I [56]. Таким образом, кодирующая РНК I после- 
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дозательяость ДНК полностью перекрывается на противоположной 
+i ги <: кодирующей РНК-затравку последовательностью. Анализ ко­
пир՛, юших возмож иостей района расположения РНК-затравки и РНК I 
показывает, что этот район нетранслнруем из-за присутствия термини- 
р.юших кодонов трансляции в обоих направлениях и во всех трех рам­
ках считывания [62]. Это позволило предположить, что регуляция 
гиициаиии репликации плазмиды ColEl происходит с участием РНК I 
[14].

Доказательство участия РНК I в регуляции репликации ДНК 
ColEl основано на биохимических и генетических данных. Во-первых, 
очищенный транскрипт РНК I в условиях in vitro блокирует созревание 
РНК-затравки для ДНК-полимеразы I образованием РНК/РНК гиб­
рида [68]. Во-вторых, мутации, изменяющие число копий ColEl, карти­
руются в кодирующей РНК I последовательности ДНК [14, 45, 58, 
85]. Спонтанная реверсия, вернувшая число копий одного из инсерци- 
оиных высококопийных мутантов на прежний уровень, связана с поте­
рей вставки и синтезом нормального транскрипта РНК I [14].

Некоторые высококопийные мутации плазмиды ColEl оказались 
транс-рецессивными в отношении плазмиды дикого типа [57, 69]. Сни­
жение числа копий высококопийных мутантов в присутствии ингибиру­
ющего продукта, кодируемого плазмидой дикого типа, является дока­
зательством негативного характера регуляции репликации ДНК ColEl. 
•Увеличение числа кодирующих РНК 1 последовательностей путем кло­
нирования соответствующего участка ДНК в несущественном районе 
плазмиды ColEl приводит к пропорциональному снижению числа 
нлазмидных копий. При этом пропорционально увеличивается и коли­
чество транскрибируемых молекул РНК I [57]- Такая зависимость 
числа копий плазмиды от числа кодирующих РНК 1 последовательно­
стей свидетельствует о значении «критического уровня» РНК I транс­
криптов в негативной регуляции репликации.

Чтобы выделить транс-доминантные мутанты плазмиды ColEl, 
имеющие измененную мишень для потенциального репрессора плазмид- 
иой репликации, Цезарени с сотрудниками разработали изящный под­
ход [9, 45], использовав для этой цели так называемую фазмиду—гиб­
рид, полученный in vivo интеграцией в геном фага X плазмиды, содер­
жащей alt сайт. Такая молекула упаковывается в головку фага /., и 
соответственно плазмидпые последовательности ДНК могут быть вне­
сены в различные бактерии в результате фаговой инфекции. Фазми- 
Да способна размножаться на гомоиммунном лизогене вследствие тит­
рования фагового репрессора (в клетке имеются дополнительные ко­
пии оператора К, возникающие в результате репликации гибрида с 
нлазмидного origin). Присутствие в лизогенном штамме резидентной 
плазмиды той же группы несовместимости предотвращает литическое- 
развитие фазмпды, так как ее репликация ингибируется репрессором 
резидентной плазмиды. Следовательно, только фазмпда с мутировав­
шей мишенью для репрессора будет спасаться от ингибирования и она 
будет вирулентна по отношению к клеткам, содержащим резидентную 
плазмиду. По это։։ схеме были получены svir мутанты (siipervirulent).
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Если мутанты способны существовать в виде автономного репликонэ, 
то плазмндную часть можно эксциэировать фа^миды 
конститутивным синтезом /.-интегразы.

О локализации мутации в мишени для репрессора плазмиды Со1Ы 
говорит тот факт, что многокопииные эуй варианты транс-доминамт- 
яы—число их копий не уменьшается в присутствии в клетке плазмиды 
дикого типа. В то же время зуй мутанты совместимы с плазмидой 
дикого типа и друг с другом, но несовместимы в отношении собствен­
ного репликона. Следовательно, у зуй мутантов изменена не только 
мишень для репрессора, но каждый из них синтеоирует к тому же Иэ 
мененный репрессор, который неактивен в отношении мишени роди 
тельской плазмиды и других зуй мутантов, но активен в отношена 1 
собственной мишени [9]. Аналогичное заключение сделано и на осно­
вании анализа высококопнйных производных плазмиды Со1Е1, пред­
варительно выделенных как тс՜ мутанты [85]. Мутации тс и зуй 
оказались кластрированными в двух местах кодирующей Р111\1 по­
следовательности ДНК [45, 85].

Таким образом, мутация в мишени вызывает комплементарное из­
менение самого репрессора. Однако при таком изменении специфич­
ности механизма контроля числа копий и несовместимости сам меха­
низм контроля остается функциональным. Это является примером 
биологической адаптации плазмидного генома—несмотря па эволю­
цию, геном обеспечивает сохранение своей функции [45].

Каким же образом РНК. I выполняет роль репрессора в регуляции 
репликации? Возможный механизм был подсказан первичной структу­
рой самого транскрипта [45]. РНК I имеет высокую степень внутрен­
ней симметрии [56]. которая в нормальных физиологических услови­
ях может придать молекуле форму тРНК—структуры с тремя двунпте- 
вы.ми стеблями и тремя однонптевыми петлями (рис- 2). Такая же струк­
тура может формироваться в комплементарной РНК 1 области пред­
шественника РНК-затравки. Структура «клеверного листка» способ­
на к активному взаимодействию с нуклеиновой кислотой по типу «ко­
дон— антикодон» взаимодействия между тРНК и мРПК-

Важность вторичной структуры РНК I в осуществлении ингибиру­
ющего действия транскрипта на инициацию репликации вытекает из 
следующих наблюдений. Большинство одиночных мутаций, приводя­
щих к повышению числа копий Со1Е 1-производных, затрагивают пет­
ли и представляют собой трансакцию Г-Ц֊>А-Т [45, 46, 85]. Извест­
но, что свободная энергия водородных связей между А и У нуклеоти­
дами слабее, чем между Г и Ц. Поэтому у мутантов можно ожидать 
снижение контактирующей способности петель. Действительно, у вы- 
сококопииных мутантов изменения, затрагивающие петли «клеверного 
листка», снижают способность РНК I ингибировать формирование 
РНК-затравки и снижают чувствительность самой затравки к ингибиру­
ющему действию РНК I [85]. Причем следует отметить, что ингибиру­
ющее влияние РНК I не связано с воздействием на инициацию или 
элонгацию транскрипции предшественника РНК-затравки, а обусловле­
но нарушением формирования РНК/ДНК гибрида между затравкой и 
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՝>-атриней ДНК [S8J из-за нарушения процессинга РНК-затравки [86].
Петля транскрипта РНК I имеют разную функциональную значи­

мость. так как транс-репессивные высококопинные мутации картиру­
ются в районе расположения петли HI [57, 69]. тогда как транс-доми­
нантные мутации—-в центральной петле II [45, 46]. Это можно объяс­
нять только тем, что мутации в петле III влияют на способность репрес­
ора ингибировать репликацию, но ле влияют на чувствительность 

РНК-затравки к действию транскрипта РНК I. а мутации в петле II 
комплементарно отражаются как на свойствах репрессора, так и на 
мишени для него. Возможно, всего 7 оснований определяют специфич­
ность взаимодействия между РНК I-репрессором и РНК-затравкой— 
5 оснований в петле II и 2 основания в петле III «клеверного листка» [46].

Последовательность ДНК, соответствующая стеблю и петле I 
«клеверного листка», гомологична обратно ориентированному участку 
в кодирующей РНК-затравку последовательности ДНК. Этот участок 
ДНК отстоит от основания стебля петли 1 приблизительно на 70 нук­
леотидов в сторону origin. Спаривание оснований между указанными 
гомологичными участками предшественника РНК-затравки может при­
вести к образованию более стабильной структуры с петлей IV (рис. 2),

Рис. 2. Модель негативной регуляции инициации репликации плазмиды 
ColEI. Сокращения обозначают: Р,—промотор для транскрипта РНК 1;
Р,1 промотор для РНК-затравки; I, II, III—петли в РНК 1 и предшест­
веннике РНК-затравки; IV—расположение петли IV в последовательности 

предшественника РНК-затравки.

чем стебель петли I. Не исключено, что именно спаривание РНК I с 
предшественником РНК-затравки блокирует образование потенциаль­
но более стабильной структуры в самом предшественнике, которая 
важна для созревания РНК-затравки [85].

Другой участок, вовлеченный в регуляцию репликации ColEl, рас­
положен в несущественном для плазмиды районе. Делении, затрагива­
ющие участок ДПК на расстоянии приблизительно 600 п. о- за райо­
ном origin 'репликации, приводят к увеличению числа копий [90]. Это 
повышение копийностп компле.меитируется родственной плазмидой ди­
кого типа, что говорит о кодировании в делегированном участке диф­
фундирующего продукта, негативно регулирующего репликацию в 
транс-положепни. Продукт соответствующего гена, обозначенного гор 
(repressor of primer) ингибирует транскрипцию с клонированного про­
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мотора предшественника РНК-затравки, но не транскрипта РНК 1 [1С !. 
В mini-клетках Е. coli удалось идентифицировать продукт гена го?. 
Им оказался небольшой полипептид из 63 аминокислот с мол. весом 
6.500 дальтон. Однако в физиологических условиях белок, возможно, 
присутствует в виде димера.

Ингибирующим действием на транскрипцию предшественника 
РНК-затравки плазмиды ColEl обладают также Rop белки плазмиды 
рМВ 1 (в большей степени) и плазмид СоП\ и CloDF 13 ( в меньшей сте­
пени). Нуклеотидные последовательности генов гор плазмид ColEl 
и рМВ1 очень похожи, они отличаются лишь 11 одиночными замена­
ми, расположенными в третьей позиции кода, что не изменяет кодируе­
мую аминокислоту [10].

Таким образом, плазмида ColEl обладает двумя механизмами 
регуляции инициации репликации (рис. 2). Оба механизма осуществ­
ляются по принципу негативной регуляции с участием двух различите 
по природе веществ—молекулы РНК и молекулы низкомолекулярно­
го полипептида. Биологический смысл такой дублированной регуля­
ции и порядок функционирования регуляторных механизмов реплика­
ции пока остается неясным.

Поскольку репликация многокопийных плазмид типа ColEl под­
вержена действию механизмов строгой регуляции, то используемый от­
носительно таких геномов термин «плазмиды с ослабленным контролем 
регуляции» лишен смысла.

Минимальный репликон плазмиды R6K состоит из двух компонен­
тов—гена pir, кодирующего позитивно-действующий белок л, и участ­
ка oriy, являющегося потенциальной мишенью для белка л [43]. До­
полнительно можно отметить, что синтез ДНК R6K в условиях in vitro 
ингибируется избытком плазмидном ДНК [30]- Следовательно, ак­
тивность белка л снижается из-за его титрования в результате связы­
вания с большим количеством мишеней. С другой стороны, число ко­
пий oriy + -плазмид in vivo не зависит от того, присутствует ли pir ген 
в одной копии, когда он интегрирован в хромосоме хозяина, пли во 
многих копиях в составе многокопийной плазмиды [43]. Значит, кон­
центрация белка л определяет копийиость oriy 1 -плазмид, что говорит 
об ауторегулируемом механизме экспрессии л белка. Эти данные по­
зволили предположить двойственную функцию белка л—участие как 
в инициации репликации, так и .в контроле числа копий плазмидной 
ДЫК.

В участке oriy-плазмиды R6K обнаружено 8 прямых повторов, со­
стоящих из 22 п. о. каждый (рис. 3), 7 из которых расположены друг 
за другом, а между ними находятся другие, более короткие повторы из 
13 п. с. каждый [71, 72, 76]. Общее число коротких повторов достига­
ет 14, два из которых располагаются в промоторе pir гена [25, 76]. 
Эти повторы отсутствуют в участках oria и orip [40]. Деления одно­
го из повторов в большом кластере приводит к снижению копийности 
репликона, тогда как при более протяженной делении жизнеспособного 
репликона не образуется. Следовательно, повторы участвуют в регу­
ляции репликации ДНК [40].
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Повторы плазмиды ₽6К участвуют непосредственно з инициации 
репликации и регуляции инициации репликации с участием белка л 
[76 и Д Хелииски. личное сообщение]. Во-перзых. такие же корот-

R6K инициация

per

мРНК
РНКп

Н11ПГП
Рис. 3. Организация участка origin 
моугольпиками обозначены повторы 
чают их ориентацию. Локализация 
штрихованными прямоугольниками.

тивиость функционирования бе

плазмид рБа и Р6К. Черными пря 
из 13 и. о., короткие стрелки отме 
8 повторов из 22 п. о. отмечена за-

Толщина стрелок отражает эффек
лков-инициаторов у двух плазмид.

кие повторы обнаружены в районе origin малокопийной плазмиды 
pSa, и плазмида R6K (скорее кодируемый ею белок л) комплементи- 
рует дефектную по репликации герА мутацию неродственной плазмиды 
pSa. Во-вторых, мутации в прямых повторах влияют на связывание л 
белка с ДНК и инактивируют репликационную функцию oriy реплико- 
иа R6K- Различное число коротких повторов в origin плазмид pSa ig 
R0K может отражать различную афинность этих участков в отношении 
плазмидо-кодируемых белков-инициаторов репликации—RepA и л и, 
соответственно, коппйность этих плазмид- Предполагается, что в низ­
ких концентрациях белок л связывается с прямыми повторами и ини­
циирует репликацию ДПК. В высоких же концентрациях белок свя- 
1ывается с повторами промотора своего же гена и препятствует связы­
ванию РНК-полимеразы. Кроме того, белок л в высоких концентраци­
ях может остановить непосредственно и репликацию ДНК, связыва­
ясь с повторами, участвующими в инициации репликации (Д. Хелин- 
ски, личное сообщение).

Участие палиндромов и прилежащих последовательностей ДНК в 
регуляции инициации репликации показано и для F-фактора. В участ­
ке ori-2 имеется два взаимно обратно ориентированных кластера пря­
мых повторов. Один кластер состоит из 4 повторов, каждый из кото­
рых содержит 19 и. о., другой—из 5 аналогичных повторов, по 22 и. о. 
(рис. 4). Между кластерами имеется кодирующая последователь­
ность для белка в 29.000 дальтон и 3 последовательности с откры-
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тыми рамками считывания для кодирования гипотетических ое.ткоз 
в 9.000 дальтон [59, 83]. Б этом же участке кроме оп-2 находятся 
локусы шс, сор и аоз4՜ (чувствительность к акридиноранжу). Сор 
мутанты ггпш-Б репликона можно разделить на два класса [68]. хнмн 
чески индуцированные мутации, которые картируются вне повторов, ио 
вышают копийность более чем в 10 раз, не влияют на чувствительность 
к акридиноранжу и оказывают негативное действие на экспрессию 
локусов 1псВ и шсС; индуцированные транспозоном Тио мутации, ло­
кализующиеся непосредственно в правом кластере повторов, приводя­
щие к небольшому повышению копийностн, вызывающие хстоичивую 
к акридиноранжу репликацию и инактивирующие функции локуса тсС. 
Такое различие между калийными мутантами говорит в пользу при­
сутствия в указанном участке двух сор генов (рис. 4)-

Рис. 4. Структура гшш-Р репликона. Открытыми стрелками отмечены 
прямые повторы, состоящие из 19 п. о. и 22 п. о. А. В, С, О—идентифици­
рованные белки; 29 К—белок в 29.000 дальтон; 9 К—гипотетические 

белки в 9.000 дальтон.

Повышение числа копий пнт-Б репликона наблюдается и при уда­
лении всех 5 повторов правого кластера [89]. Более того, соединение 
правого кластера повторов с остатком автономного репликона в любой 
из двух ориентаций в геноме рВК322 приводит к уменьшению числа 
копий плазмиды при отключении Со1Е1—репликационных функций. 
Значит, правый кластер повторов участвует в контроле числа копий 
тшББ репликона независимо от ориентации [89].

Возможно, в регуляции числа копии плазмиды Б участвует также 
район ДНК с координатами 46,2—49,2 Е, так как делеция этого района 
приводит к повышению копийности .в 1,5—2 раза [68].

Несмотря на большую информацию о структурной организации 
жизненно важных участков генома Б, тонкие механизмы регуляции ре­
пликации плазмидной ДН1\ во многом еще неясны. С одной стороны, 
в нем участвует транс-компламентирующий участок ДНК, кодирую­
щий белок в 29.000 дальтон (возможно, действие белка позитивное). 
Будучи интегрированным в хромосоме или в Е репликоне, этот участок 
поддерживает число копий оп-2 + плазмид на уровне, характерном для
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родительской плазмиды. Из трех представителен incF I группы—R386. 
Р77Я я R455- только последний, частично комплелентирует функции 
транс-дсйств'.'юшего фактора [841. Интересно, что плазмиды Ro86 и 
R778, в отличие от R455, не имеют гомологии с транс-активным участ­
ком F-фактора [63]. С другой стороны, гены плазмиды дикого типа 
в транс-положении комплементируют сор՜ мутации, что является сви­
детельством негативного контроля репликации плазмиды F [39]. Р֊- 
лрессором инициации репликации может быть один из гипотетических 
полипептидов с мол. весом 9.000 дальтон.

Негативный контроль репликации показан и для плазмиды R1 как 
в комплементанионном тесте сор՜ мутантов с плазмидой дикого типа 
[91], так и по ингибированию репликации многокопийных amber му­
тантов в присутствии в клетке строгого amber супрессора [26]. Сущест- 

оваиие среди так называемых «безудержных։ («runaway») ts-мутан- 
тов (они реплицируются без регуляции числа копий при высокой тем­
пературе) цис-доминантных вариантов говорит о том, что регуляция 
репликации плазмиды R1 осуществляется по принципу действия репрес­
сора на мишень репликации, а не по принципу ауторегуляции [27]

У плазмиды с широким спектром хозяев RP4 мишенью для пози­
тивно действующего фактора, кодируемого trfA участком, является 
oriV. Возможно, синтез этого фактора осуществляется по принципу 
ауторегуляции, так как trfA участок, будучи представленным одной 
копией в хромосоме бактерии, тем не менее обеспечивает реплика­
цию oriV ՛ репликона на уровне ֊1—5 копий, характерном для плазми­
ды RP4 [77].

В участке origin плазмиды RP4 обнаружено 8 прямых повторов, 
состоящих из 17 пар оснований каждый, которые сгруппированы в два 
кластера но 3 и 5 повторов [73]. Между этими кластерами обнаруже­
ны последовательности, специфичные для транскрипции РИК (рис. 5).

транскрипций*

^несовместимость <

Рис. 5. Возможная роль последовательностей района origin плазмиды RP4. 
Короткие стрелки показывают положение прямых повторов; темный пря­
моугольник—положение Прнбноу-бокса; А/Т н Г/Ц—положение богатых 
этими нуклеотидами участков. Большие стрелки показывают возможные 

мишени действия транс-действующих продуктов гена trfA.

Возможно, аналогично плазмиде ColEl (см. выше) синтезируемый 
транскрипт после процессинга выступает в качестве затравки для син­
теза ДНК, пли аналогично ДНК фага X [20] осуществляет транскрип- 
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цнонную активацию дальше отстоящего участка, вовлеченного в иници­
ацию репликации. Во всяком случае, деления в Г-Ц оогатон последи 
вательности. идентифицированной в этом участке, отражается на [ <. 
пликацнонных свойствах плазмиды.

Отсстствие разработанных in vitro систем реплдкаци.-, для крупных 
плазмид является серьезным препятствием для проверки многих пред 
положений о механизмах инициации репликации и регуляции реплика­
ции плазмидной ДНК.

Несовместимость плазмид- Феномен несовместимости лежит в 
основе общепринятой классификации плазмид по группам несовмести­
мости, так как предполагает родственность плазмидных ре.пликонов. 
Согласно гипотезам «позитивного» и «негативного» контроля реплика­
ции, несовместимость должна реализовываться теми же механизмами, 
которые контролируют число копии.

Плазмиды ColEl, р!5А, RSF1030 и CloDFIS имеют гомологию в 
жизненно важных участках генома и характеризуются рядом общих 
свойств, вплоть до регуляции образования РНК-затравки для реплика­
ции ДНК- Тем не менее эти плазмиды относятся к разным группам 
несовместимости.

Показано, что РНК 1 транскрипты этих плазмид не способны вза­
имно ингибировать образование РНК-затравок [88]. Следовательно, 
репрессор РНК I ColEl-подобных плазмид характеризуется строгой 
специфичностью. Эта специфичность определяется петлями «клеверно­
го листка», так как мутации, влияющие на свойства несовместимости, 
затрагивают структуру петель [45, 57. 85]. Более того, как отмечалось 
выше, единственная замена нуклеотида в структуре центральной пет­
ли репрессора РНК I приводит к изменению специфичности плазмиды— 
появлению мутанта со свойствами новой группы несовместимости [45, 
85]. Интересно, что появление новой группы несовместимости не обя­
зательно сопровождается повышением числа копий плазмидной ДНК- 
Однако это не означает, что изменение свойств несовместимости произо­
шло без участия механизма контроля числа копий плазмиды ColEl. 
Единственная описанная такая мутация вызывает трансакцию А-Т—>-Г-Ц. 
Следовательно, эта мутация приводит к более строгому ингибирова­
нию образования РНК-затравки в результате более эффективного кон­
такта между нуклеотидами РНК-затравки и репрессора РНК I и, со­
ответственно,. вместо ослабления---,к усилению контроля числа копий 
[9, 45].

Как ни странно, продукт гена гор ColEl-подобных плазмид не 
участвует в экспрессии несовместимости. Плазмиды ColEl и Со1К, 
синтезируя перекрестно-действующие репрессоры транскрипции РНК- 
датраэки, тем не менее полностью совместимы [10, 90].

Таким образом, несовместимость ColEl-подобных плазмид опре­
деляется специфичностью взаимодействия ингибитора РНК I с ми­
шенью предшественника РНК-затравки, и для ColE 1-подобных плаз­
мид несовместимость не отражает существующую их родственность.

Более сложными представляются организация и функционирова­
ние генов, участвующих в экспрессии несовместимости крупных' плаз- 
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и ■՛:!, Предполагается, что несовместимость у крупных плазмид сзяза- 
4 1 функциями специального механизма распределения. Однако, в 
отличие от «позитивного» контроля репликации, сайты распределения 
не связаны с реяликаииомной системой плазмид, и распределение плаз- 
мчдиых реплик в дочерние клетки происходит в результате случайного 
выбора [61].

В F-факторе идентифицировано несколько локусов, функции кото- 
( 7 отражаются на свойствах несовместимости. На рис. 4 видно, что 
i: кластерах прямых позторов участка ori-2 картируются локусы incB 
>-■ ■ сС. Как отмечалось ранее, прямые повторы непосредственно участ­
вуют в регуляции репликации. Правый кластер, охватывающий локус 
< ։ :С. будучи клонированным на разных векторах, в зависимости от 
■-■‘ела копий детерминирует разный уровень несовместимости [89]. Воз- 
v ,жис, локусы incB и incC, являясь специфическими сайтами связы- 
п .-ния, определяют свойства несовместимости через титрование репли- 
кационных компонентов или через блокирование репл.чкационных сай­
тов В таком случае несовместимость выступает как некое последствие 
истинных функций этих локусов.

Вне участка жизненно важных генов репликона mini-F обнаружен 
еще один локус—incD. Небольшой размер этого локуса (всего 0,3 
։ к о.) предполагает, что ни один из четырех идентифицированных по­
липептидов для mini-F репликона [93] не ответствен за активность 
in<;D. Этот локус проявляет цис-доминантность в отношении функций 
поддержания многокопийного вектора, в котором он клонировал. Ре- 
к мбииантные плазмиды, несущие incD локус, теряются из дочерних 
клеток с более высокой частотой, чем исходный вектор [23]. Причина 
отого эффекта не установлена, однако это наблюдение, наряду с други­
ми данными, позволяет предположить, что локус incD участвует в про­
цессе распределения .плазмидных реплик в дочерние клетки.

Результаты гибридизационного анализа подтверждают сложность 
организации и функционирования inc генов плазмид FI группы. Как 
пи странно, наиболее общим для этих плазмид является локус incE, 
расположенный в участке вторичного репликона [47], тогда как другие 
inc локусы встречаются у различных плазмид в разных комбинаци­
ях [6].

Результаты изучения плазмид других групп подтверждают, что не­
совместимость может реализоваться не только через механизмы кон­
троля репликации, ио и механизмы распределения плазмидных реплик, 

• тк и другие, пока неидентифицированные процессы [3, 54, 80].
Таким образом, репликация ДНК является одним из важнейших 

процессов, определяющих стабильное наследование и поддержание в 
бактериальных клетках плазмидного генома. Различные плазмиды ха­
рактеризуются уникальными ■особенностями как в отношении организа­
ции репликационных систем, так и в регуляции инициации репликации 
ДПК. Многие стороны репликации плазмид остаются неясным!!, и мож­
но надеяться, что с разработкой in vitro систем репликации для круп­
ных плазмид будет яснее биологический смысл организации и функцио­
нирования плазмидных репликонов.
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Репликация бактериальных плазмид осуществляется по тем же 
фундаментальным принципам, что и репликация геномов более разви­
тых организмов. Более того, в районе origin хромосом некоторых бак­
терий обнаружены палиндромные структуры, идентичные плазмндным 
палиндромам. Это предполагает существование общих регуляторных 
элементов у репликонов разного уровня организации. Поэтому изуче­
ние репликации на модели бактериальных плазмид имеет большое зна­
чение, тем более что небольшой молекулярный вес плазмид, легкость 
манипулирования с ними способствуют изучению таких сторон репли­
кация ДНК. которые невозможны на других объектах. Выяснение мо­
лекулярных основ регуляции репликации плазмидной ДНК важно так­
же с точки зрения конструирования усовершенствованных векторов для 
генной инженерии.

Автор благодарен доктору Д. Хелински (США) за предоставление 
неопубликованных данных.
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PUAiSbPMLL ՊԼԱԶՄԻԴՆԵՐԻ ՌԵՊԼԻԿԱՑԻԱՆ

Վ. Ա. ՍԱՍԱՆՅԱՆ

Հոդվածում ընդհանրացված են դրական տվյալները բազմաօրինա4 և քՒչ 
օրինակ պլսւզմիդների ԴՆթ՚-ի ռեպլիկացիաքի և րւեպլիկացիոն սիստեմների 
դեն ե ա ի կա կան կառուցվածքի մասին։ Եղած տվյալները վերլուծված են պլալլ֊ 
միդների ռեպլիկացիայի և անհ ա մ ա տ ե ղե լի ո լթ լան ֆենոմենի <ր սլ ո դի տ ի վ» ե 
‘(նեգատիվ» կոնտրոլի մոդելների հիման վրա:

REPLICATION OF BACTERIAL PLASMIDS

V. A. SAKANYAN

Literature data on the mechanisms of DNA replication and genetical 
organization of replication systems of plasmids have been presented. 
Data are discussed from the point of view of modes of replication for 
“positive" and “negative" control and the expression of incompatibility 
of bacterial plasmids.
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