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УДК 579.25

РОЛЬ ГЕНЕТИКИ МИКРООРГАНИЗМОВ В РАЗВИТИИ 
АКТУАЛЬНЫХ ПРОБЛЕМ БИОЛОГИИ

| С. И. АЛИХЛНЯН|

Обобщены наиболее значительные результаты исследовании к области генетики 
микроорганизмов, сыгравшие важную рол в развитии генной инженерии, молекуляр­
ной биологии эукариотов.

Ключевые слова: генная инженерия, генетика микроорганизмов.

С самого начала своего рождения генетика как наука, изучающая 
законы наследственности и изменчивости, т. е. закономерности всей жи­
вой материи, оказывала очень большое влияние на развитие многих, 
если не всех, биологических дисциплин. Можно согласиться с Бидлом, 
что «В известном смысле генетика выросла сиротой. Вначале ботани­
ки и зоологи были к ней равнодушны, а иногда и враждебны. Неред­
ко говорили: «Генетика имеет дело лишь с внешними признаками». В 
се детстве ей мало внимания уделяли также и биохимики... Надо ска­
зать, что и генетики стремились в основном заниматься механизмами 
передачи генетического материала от поколения к поколению... К 
счастью, сейчас ситуация сильно изменилась. Генетика занимает проч­
ное место в современной биологии.». Дальнейшее развитие ее все бо­
лее непосредствнно влияло на судьбы биологии, а последние 30 лет 
мы являемся свидетелями, буквально революции в биологии, в значи­
тельной мере вызванной успехами генетики и главным образом генети­
ки микроорганизмов. Использование микроорганизмов в качестве объ­
ектов генетического исследования вс только обеспечило поднятие 
«классической» генетики на новую высшую ступень, но и послужило ос­
новой для создания молекулярной генетики. В настоящее время эти 
две дисциплины—генетика микроорганизмов и молекулярная генети­
ка—развиваются в тесной связи друг с другом, взаимопроникновении и 
взаимодействии между собой. Именно их успехам мы обязаны выяв­
лению молекулярных, физико-химических основ наследственности и из­
менчивости и использованию принципиально новых подходов при ре­
шении целого ряда фундаментальных проблем биологии, з особенности 
м оло куляр нсй биологии.

Целый ряд важных вопросов, открытых и разработанных генетикой 
микроорганизмов, стали кардинальными для биологии и эволюционно­
го учения. Выяснение химической природы наследственного субстрата 
в опытах по трансформации микроорганизмов легло в основу расшиф­
ровки природы ядра клетки животных и растений: стал понятным ос­
новной скелет хромосомы, механизм се дубликании. Познание молеку­

93£5



лярного механизма мутагенеза вскрыло интимные процессы влияния 
внешней среды на наследственный аппарат организмов и подтвердило 
анго.енстпческио процессы, протекающие в живой клетке. Установле­
ние юнкой структуры гина на модели фага Т4 легло в основу понима­
ния элементарной единицы жизни. Расшифровка генетического кода 
привела к универсальному закону определения первичной структуры 
живой материи. Открытие молекулярного механизма рекомбинации 
вскрыло целый ряд сложных процессов, протекающих в клетке. Час­
тный мето ; составления генетических карт перерос в кардинальный 
вопрос изменчивости генома и ее роли в эволюционном процессе. 
Наконец, выявление физико-химической структуры ДНК, носителя ге­
нетической информации, ставшее возможным на основе учета основных 
генетических закономерностей, дало в руки всей биологии мощное ору­
дие для познания буквально всех сторон деятельности живых струк­
тур, таких как нервная деятельность, гормональные процессы, работа 
мозга и памяти, канцерогенез и др.

Не меньшую роль сыграла современная генетика, и в особенности 
генетика микроорганизмов, в развитии сельскохозяйственной биологий. 
Так, мутагенное действие физических и химических факторов очень дол­
го считалось «внутренним» делом генетики, призванным решать ее 
чисто теоретические вопросы. Генетика микроорганизмов перевернула 
эти представления. До этого никто не верил, что мутагены могут быть 
использованы для практических целей. Считалось, что они способны 
породить только уродов, и возможность их использования в селекции 
растении и животных отрицалась. Правда, наши крупные генетики ра­
стений Л. Л. Сапегнн и Л. Л. Делоне были единственными из растение­
водов, пытавшихся использовать рентгеновские лучи для селекции рас­
тений. Однако каких-либо заметных успехов они не достигли, и поэто­
му их пример нс привлек внимания широких кругов селекционеров.

Впервые в селекционной практике индуцированный мутагенез сы­
грал решающую роль у микроорганизмов, главным образом у ироду 
центов антибиотиков, ферментов, витаминов и других продуктов микро­
биологического синтеза. Результаты, полученные при этом, были слиш­
ком впечатляющими и пе могли остаться незамеченными.

Практически полученные с помощью мутагенов штаммы микроор­
ганизмов в 100—200. а у некоторых продуцентов и в 300 раз превыша­
ют продуктивность исходных штаммов, выделенных из природы. Этот 
пример сыграл решающую роль в широком применении мутагенов в 
селекции растений.

Влияние фундаментальных исследований в области генетики микро­
организмов на решение больших биологических проблем наглядно вид­
но на примере исследований биохимических мутаций у хлебной плесе­
ни N. crassa. Как известно, именно на этом объекте удалось обнару­
жить и сформулировать один из самых кардинальных принципов совре­
менной молекулярной генетики и молекулярной биологии «один ген 
один фермент», уточненный в наши дни как «один ген-один полипеп­
тид». Исходя из этого принципа, были разработаны способы получения 
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штаммов микроорганизмов, продуцирующих большие количества нуж­
ных метаболитов путем нарушения биосинтеза на определенных эта­
пах. Именно таким способом был получен штамм, синтезирующий 
Ь-лнзин, как результат одной мутации, блокирующей синтез гомосери­
на в цепи превращений аспарагиновой кислоты. В результате дальней­
ших усовершенствований удалось вывести штамм, синтезирующий в 
350—400 раз больше лизина, чем исходный штамм. Благодаря этому 
было создано крупнотоннажное производство лизина, широко приме­
няемого в животноводстве.

В последнее время внимание как научной, так я широкой печати 
привлекла генная инженерия, в развитии которой։ решающую роль сы­
грала генетика микроорганизмов.

Трудно ответить на вопрос, с чего именно начиналась генная инжене­
рия, зародившаяся в недрах молекулярной генетики и молекулярной 
биологии. По существу, это закономерный результат целого ряда до­
стижений этих наук. Прежде всего следует подчеркнуть, что сама идея 
возможности клонирования генов зародилась под влиянием исследова­
ний, выполненных в 50-е годы, когда при изучении генетической транс­
дукции был продемонстрирован перенос фагами бактериальных генов. 
В те же 50-е годы было открыто явление ограничения (рестрикции) и 
модификации фаговой ДНК, контролируемое бактериальным хозяином. 
Впоследствии были обнаружены ферменты рестрикции, так называе­
мые рестриктазы, использование которых легло в основу конструиро­
вания рекомбинантных молекул ДНК. Решающее значение имели так­
же исследования, касающиеся ферментативных основ процесса гене­
тической рекомбинации, разработка методов трансформации бакте­
рий, изучение механизмов и регуляции экспрессии генов.

При изучении взаимодействия бактерий и фагов давно было заме­
чено, что фаги, очень плохо размножающиеся на некоторых бактери­
альных штаммах, начинают размножаться с высокой эффективностью 
после одного пересева на новом хозяине. С развитием генетики бак­
териофагов представление об адаптационном механизме этого явления 
было отвергнуто и заменено принципом селективного отбора спонтан­
но возникших «более приспособленных» мутантов. Однако тщатель­
ное изучение такого «приспособления» фагов показало, что мутацион­
ная теория не подтверждается экспериментальными данными. На­
блюдаемое явление, получившее наименование «ограничение и моди­
фикация», вначале удалось расшифровать чисто генетическими мето­
дами и подходами, после чего с помощью биохимических методов были 
выделены ферменты, рестриктазы и мстилазы, ответственные за этот 
процесс. Суть явления ограничения и модификации заключается в том, 
что когда ДНК фага проникает в клетку невосприимчивого хозяина, 
сна подвергается атаке рестрикционными ферментами нового штамма, 
и соответствен но образование жизнеспособного потомства блокируется. 
Особенностью рестрнктаз является их способность различать собствен­
ную и «чужую» ДНК, т. е. «узнавать.» постороннюю ДНК и разрезать 
ее на фрагменты. С другой стороны, потомки редких фаговых частиц, 
избежавших действия рестриктазы вследствие метилирования своей
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ДНК. i։ дальнейшем дают начало фагам, хорошо размножающимся па 
новом бактериальном хозяине. Но это свойство не наследуется в по- 
следующих поколениях. так как после нового никла размножения в 
клетках первоначального хозяина приобретенный признак утрачивается.

В дальнейшем было обнаружено большое ко тичсство ферментов 
рестрикции различных типов, кодируемых как генами бактерий раз- 
лн н’ых видов, так. и геномом различных плазмид и фагов. Но сущест­
ву, в клетках каждого вида бактерий имеются гены, контролирующие 
образование «собственных» рестриктаз. Каждая из рестриктаз «узна­
ет специфическую последовательность и : нескольких пуклею i илов, при­
чем таких сайтов в одной молекуле ДНК может быть много. Так, на­
пример. по приблизительным подсч-.там, в хромосоме Е. coli содержит­
ся более 500 сайтов узнавания хля рестриктаз-ы EcoRI.

Значение рестриктаз в развитии генной инженерии создало те не­
обходимые предпосылки для выделения отдельных гопов из бактери­
альной хромосомы путем, ее «нарезания» на небольшие фрагменты ДНК. 
которые легли в основу экспериментов по генной инженерии. Таким 
образом, генетическая расшифровка явления рестрикции в конечном 
итоге сыграла решающую роль в разработке нс только технологии 
генной инженерии, но и в самом возникновении идеи молоку тарного 
клонирования отдельных генов различных организмов.

Последующие задачи генноинженерного эксперимента встраива­
ние выделенного гена в самостоятельно реплицирующуюся молекулу 
ДИК н обеспечение экспрессии встроенных генов—также были решены 
на основе результатов фундаментальных исследований в области гене­
тик» микроорганизмов и молекулярной генетики. Ре тающее значение 
здесь имели достижения в изучении генетики плазмид—небольших ко­
валентно-замкнутых кольцевых молекул ДИК, обнаруженных в клетках 
бактерий различных систематических групп, где они выполняют самые 
разнообразные функции.

В природе встречаются различные плазмиды Это к так называе­
мые половые, колицнногенные факторы, а также R-факторы, обнару­
женные в годы наиболее активного применения в медицинской прак­
тике антибиотиков. R-факторы во многом сходны с F-фактором плодо­
витости. открытым у Е. coli. Наиболее характерным для R-плазмяд 
является наличие у них гонов устойчивости к антибиотикам в сульфа­
мидным препаратам. 1га-оперона, контролирующего способность плаз­
мид к переносу в другие бактериальные клетки с помощью коиъюга- 
нин. Существенной особенностью плазмид является их способность к 
самостоятельной репликации. Описанные свойства плазмид были ис- 
пол» юзаны при конструировании векторов для генноинжеиерных экс­
периментов. Зная местоположение сайтов узнавания для различных 
рестриктов в ДНК плазмиды, можно в опытах in vitro «разрезать» 
влазмидную ДНК в определенном участке с тем, чтобы вставить в эго 
место выделенный ген. Далее можно «.закольцевать» полученную ДНК 
и тем или: иным методом ввести ее в бактериальную клетку. Таким об­
разом чужеродный геи вводится к избранную клетку и, если плазмида 
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многокопнйная, размножается в ней, резко увеличивая дозу гена и со- 
ответственно количество кодируемого им продукта.

Своеобразным «клеем», с помощью которого сшивают концы фраг­
ментов ДНК, служит специальный фермент полипуклеогнд-лигаза.

Каким образом был открыт этот фермент?
Генетическая рекомбинация важнейший биологический процесс, 

на основе которого разработан метод генетического картирования и 
разработана теория гена. Рекомбинация играет большую роль в опре­
делении генетических механизмов эволюционного процесса. Она тес­
но связана с мутационным процессом. Рядом исследований выявлены 
и те потенциальные возможности, которые заложены в рекомбинации 
для реализации таких явлений, как хромосомные перестройки (дупли­
кации, делении, транслокации и инверсии), регуляция выражения ге­
на. неконтролируемый злокачественный рост и г. д. Иными словами, 
стала очевидной фундаментальная роль рекомбинации в эволюции.

СУбширные исследования МсханнзЙОй рекомбинации привели к об­
наружению в 1967 году в клетках Е. coli фермента, названного ДНК ли 
газон, способной сшивать одиоценочечныс разрывы в ДНК. Дигаза, 
кодируемая геномом бактериофага Т Г синтезируется при его веге­
тативном внутриклеточном росте. Фермент фага TI отвечает за превра­
щение составных молекул в ковалентно-связанные рекомбинанты. мо­
лекулы в клетках, зараженных фагом. Образование рекомбинантных 
молекул под действием лигазы характерно и для широкого круга ре­
комбинационных явлений вообще. Так, рядом генетических экспери­
ментов было показано, что синтез ДНК у мутантов Е. coli, не имеющих 
лигазной активности, хотя и происходит, во приводит к накоплению 
фрагментов Оказаки, а зано тения пробелов и соединения фуш м птоз 
нс происходит.

Таким образом, лигаза обеспечивает ряд процессов: сшивание ре­
комбинантных молекул, процесс репликации ДНК и репарации, при ко­
торой вслед за вырезанием поврежденных нуклеотидов и вставкой но­
вых остатков должно происходить сшивание цепей ДНК. Функции ли­
газы в живой клетке, судя по поведению мутантов, совпадаю! с -наблю­
дениями in vitro. Другими словами, лигаза необходима для нормаль- 
вой репликации хромосом и поддержания жизнеспособности клеток.

Эти три элемента—реет риктазы, плазмиды и лигаза—определяю! 
положение, что генная инженерия «покоится па трех китах»: нареза­
ние ДНК на фрагменты с помощью рестрр -. .аз. использование плаз- 
мидной ДНК в качестве вектора и процесс «сшивания» ДНК. в целую 
молекулу посредством лигазы.

Каким образом в генной инженерии происходит селекция продук­
тов «склеивания»? Обнаружить плазмиду, а которую встроен чужерод­
ный ген, можно генетическими методами, например, на основе хорошо 
разработанного принципа генетической комплементации, суть которо­
го сводится к тому, что в реципиентный штамм, мутантный по опреде­
ленному гену, вводится гетерологичный ген, и если он комилсмсити- 
руст мутацию, то рекомбинантный клон отбирается по восстановлению 
фенотипа.
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В настоящее время разработаны и другие генетические к биохими­
ческие приемы, позволяющие легко отбирать нужный рекомбинантный 
клон.

Большую роль в развитии генетики микроорганизмов сыграло от­
крытие так называемых подвижных генов.

Еще в 40-е годы ՛։ опытах на кукурузе Барбара Мак Клниток об­
наружила, что некоторые гены, вернее генетические элементы, переме­
щаются с одного места хромосомы на другое. Природа этих подвиж­
ных элементов почти 30 лет оставалась загадочной, и исследования и 
этом направлении практически не развивались. Затем подвижные ге­
нетические элементы были открыты у микроорганизмов и было не толь­
ко показано их широкое распространение у различных групп бактерий, 
в частности в составе плазмид, но и доказана их причастность к явле­
нию множественной лекарственной устойчивости, вызванной примене­
нием антибиотикотсрапии. Когда же были разработаны методы клони­
рования генов и стало возможным изучение их тонкой структуры, при­
роду «подвижных» генов удалось расшифровать. Как теперь известно, 
их особенностью является наличие на концах сегмента ДНК. в кото­
ром расположен «подвижный» ген. коротких повторяющихся последо­
вательностей. В составе подвижных элементов бактерий, так называе­
мых транспозонов, и IS-элементов обнаружены детерминанты, контро­
лирующие синтез специфических белков- -транспозаз, ответственных 
за перемещение. История «подвижных» генов ни закончилась их от­
крытием у бактерий. Несколько лет назад они были повторно обнару­
жены у высших организмов; на этот раз у дрозофилы. В хромосомах 
цюзофилы «подвижные» гопы представлены большим количеством ко­

пий. причем местоположение их строю не фиксировано, так как они об­
наруживаются в самых разных местах хромосомы. При изучении ло­
кализации этих генов у разных особен одного и тою же вида дрозофи­
лы неожиданно оказалось, что у каждой линии дрозофилы их располо­
жение не одинаково. Такая нестабильная, варьирующая локализация 
принципиально отличалась от локализации фугих генов, положение 
которых строго фиксировано в хромосомах. Эти гены были названы 
мобильными диспергированными генетическими элементами—мдг.

Находясь в разных участках хромосомы, мдг окружены разными 
генами. По своей структуре они напоминают транспозоны бактерий и 
имеют из своих концах небольшие повторы порядка 250 -350 нуклеотид­
ных последовательностей, 11 ирг мешен и е мдг наблюдать очеш. трудно. 
Однако удалось обнаружить, что они влияют па работу генов, рядом 
с которыми располагаются. Нсчезновени-. мдг, вызывающее феноти­
пический эффект, встречается у одной из 10000 мух. В некоторых слу­
чаях удастся обнаружить мдг па новом месте иля даже в другой хро­
мосоме.

Каковы природа и значение подвижных генов? Считают, что мдг 
очей:, сходны по своему поведению с эндогенными ретровирусами, ко­
пи։’ которых в определенных условиях стабильно внедряются в ДНК 
животных,
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Как известно, ретровирусы содержат РНК. После их проникнове­
ния в клетку по схеме обратной транскрипции сначала синтезируется 
ДНК, которая встраивается в генетический аппарат клетки, а затем, 
как на обычном гене, синтезируется вирусная РНК и образуются виру­
сы, которые не убивают клетку. Многие из ретровирусов в ходе эво­
люции утратили способность к синтезу зрелых вирусных частиц. Та­
кие стабильно внедренные в ДНК животных копии и называются эндо­
генными ретровирусами. При перемещении ретровирус может захва­
тить отдельные гены клетки, которые в результате этого выходя1, из- 
под контроля регуляторного механизма клетки. Если оказывается за­
хваченным ген, имеющий отношение к регуляции роста и размножения, 
то такие клетки превращаются в опухолевые. Следовательно, ретро­
вирус, захвативший подобный ген, становится онкогенным. Геном 
ретровируса можно рассматривать как частный случай мдг. так как при 
своих перемещениях он может оказаться поблизости от генов, кон­
тролирующих важные клеточные процессы. Считают, что мд:, беря 
под контроль самые разнообразные гены, могут гем самым кон;ролиго- 
ьать многие индивидуальные различия между особями одного гида. 
Трудно сказать, каково происхождение мдг. Может быть, первона՝ 
чальло они произошли от вирусов, возможно, наоборот, ретровирусы 
возникли из мдг. Как бы то ни было эти элементы обладают опреде­
ленной автономией и, нс выполняя какой-либо полезной функции, мо­
гут влиять на работу генома. Подвижные генетические элементы в на­
стоящее время обнаружены в клетках дрожжей, в геноме мышей. Мож­
но допустить, что подобные нестабильные гены имеются у всех живых 
существ. Стало быть, исследования по генетике микроорганизмов н ■ 
только привели к открытию нового класса генов, во и произвели значи­
тельные изменения я традиционных представлениях О стабильности 
генов и организации генома.

В последнее время благодаря использованию методов генной ин­
женерии вскрыты и другие, не менее важные закономерности структур* 
ной организации генома высших организмов. Наиболее принципиаль­
ными следует считать открытие семейства множественных генов, вы­
полняющих жизненно важные функции, и установление сложного строе­
ния генетических локусов. Помимо генов дрозофилы и мыши, н £гк ис­
следования в последние годы активно вовлечены и гены человеки, при­
чем показано принципиальное сходство п структуре генома животных, 
находящихся на различных урониях организации. Теперь уже описано 
около сотни семейств множественных генов, каждое из которых вклю­
чает от нескольких копий до нескольких десятков и сотен сходных генов. 
Средн них—гены, синтезирующие рибосомные, белки, гены гистонов, 
глобинов, гены, синтезирующие интерферон, гены иммуноглобулинов. 
Некоторые из них собраны кластерами, другие—разбросаны по геному. 
Блестящие исследования выполнены, в частности, на генах иммуногло­
булинов. Показано, что образованию как легких, гак я тяжелых цепей 
иммуноглобулинов предшествует перемещение и последующее соеди­
нение посредством рекомбинации гемов, кодирующих различные части 
цепи иммуноглобулина, В результате этих исследовании ei i.ni ясно,
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каким образом на основе ограниченного числа генов обеспечивается 
безграничное разнообразие антител, синтезирующихся в организме.

Принципиально новые представления о структуре генетических ло­
кусов у эукариот, объясняющие причины избыточности их ДНК, так 
же могли быть сформулированы только благодаря применению гении- 
ин жене р । ։ ы х м ст одов.

В течение многих лет существовала концепция колинеарности ДНК 
и белка у прокариот. Этот принцип был продемонстрирован при иссле­
довании гена гр1 штоф а «синтетазы у Е. соИ. Было показано, что рас­
положение ряда мутаций на карте гена триптофаисинтетазы полностью 
сопряжено с местоположением в белке замещенных аминокислот, вы­
знанных этими мутациями. На этом основании был установлен закон 
колинеарности, т. с. соответствия расположения нуклеотидов в молеку­
ле ДНК с расположением аминокислот в белке. Следовательно, число 
и расстояние между аминокислотами в белке полностью соответствова­
ли числу нуклеотидных пар в молекуле ДНК. Открытие этого принци­
па в значительной степени способствовало обоснованию идеи генети­
ческого кода. С другой стороны, давно уже было установлено, что ха­
рактерной особенностью хромосомы эукариот является избыточное ко­
личество ДНК. Если в ДНК записана генетическая информация клет­
ки, то, казалось бы, ее должно быть ровно столько, сколько нужно для 
этой цели. Так и оказалось у бактерий и фагов. У эукариот же ДНК 
оказалось намного больше, чем это необходимо для кодирования всех 
образующихся продуктов. И только в последние годы удалось обнару­
жить, что очень многие гены эукариот мозаичны и состоят из интро­
нов и экзонов. Интроны обычно представляют собой внутренние, не- 
трапслируемые участки гена, а экзоны соответствуют значащим транс 
лируемым участкам, кодирующим синтез полипептидов.

Так. например, у мыши ген гндрофолат-редуктазы. насчитывающий 
около 32000 нуклеотидных пар. содержит пять н.чтроноп и только 
568 котнруюишх пар нуклеотидов. У курицы ген. кодирующий белок 
овальбумин длиной в 386 аминокислот, имеет размер к 7000 нуклео­
тидных нар и включает 7 разных интронов длиной более 5000 нуклео­
тидных пар. Механизм и причинные связи .этого явления до сих пор зе 
вскрыты, хотя и высказываются предположения о регуляторной функ­
ции интронов.

Большое место в работах но экспериментальном} мутагенезу за­
нимали и продолжают занимать попытки решить проблему специфнче 
ского мутагенеза. Эти работы выполняются в двух направлениях. С 
одной стороны, подыскиваются мутагены, дающие специфические спек­
тры мутаций, с другой—исследуется влияние стадии развития или фи­
зиологического состояния организма на спектр возникающих мутаций. 
Некоторые результаты создавали видимость приближения к положи­
тельному решению этой проблемы. Так. например, было показано, что 
частота возникновения мутаций в некоторых генах дрожжей резко варь­
ирует. Тщательное изучение этих результатов показало, чти разница в 
часгою мугзцип зависит от относительных размеров генов. С другой 
стороны, было показано, что у актином пистон частота плюс- и минус- 
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мутаций по антибиотикообразованию зависит от дозы применяемого му­
тагена. Однако подробные исследования показали, что на самом дело 
специфический эффект в этом случае не имеет места. Просто при вы­
соких дозах возникает большее число мутаций, нарушающих нормаль­
ные физиологические корреляции и гем самым влияющих на процесс 
антибнотикообразования, тогда как умеренные дозы обеспечивают нор­
мальную жизнеспособность клетки и тем самым нс препятствуют био­
синтезу антибиотика. Таким образом, видимый спсцифизм не имел ни­
какого отношения к направленному изменению генетического матери­
ала.

Даже использование специфических соединений в виде различных 
аналогов азотистых оснований, как. например, 5-бромурацил или эта- 
минопурин, или азотистой кислоты нс приблизило нас к решению про­
блемы специфичности мутагенеза, хотя эти мутагены и вызывают оп­
ределенные замены пар оснований.

Наиболее близким к решению проблемы специфичности мутагене­
за явилось использование нитрозогуанидина. Было показано, что этот 
мутаген вызывает мутации преимущественно в зоне репликативной вил­
ки. В силу этого, зная продолжительность репликации всей молекулы 
ДНК у бактерий и обрабатывая нитрозогуанидииом синхронизированные 
клетки в определенный момент репликации в соответствии с местом 
локализации гена для какого-либо селектируемого признака, можно 
преимущес։вено получать мутации в заданных генах, расположенных 
поблизости от селектируемого

Однако и этот метод не дозволял подвергать обработке мутагеном 
определенный геи. Все больше и больше становилось ясным, что моно­
тонный характер структуры ДНК. состоящей всего из четырех 
нуклеотидов, исключает возможность направленной химической моди­
фикации нужной последовательности в нужном гене, ибо ».՝с ш для ;ан- 
ного вида характерно определенное соотношение АТ и ГН пар, го оно 
большей частью характерно и для большинства генов этого вида- По­
этому один и гог же мутаген более или менее с одинаковой частотой 
должен вызывать мутации во всех генах данной хромосомы.

Только после разработки методов клонирования генов, решение про­
блемы специфичности мутагенеза, т. е. получения направленных мута­
ций или, иначе говоря, получения мутаций по определенному гену, ста­
ло реальным. Возникло новое направление в индуцированном мута- 
генезе—лока л нзова и 11 ы й м у та генез.

Среди методов локализованного м՝։ а генеза большое место занима­
ет конструирование специализированных трансдуцирующи.х лямбдоид- 
ны.х фагов, в которые вводятся любые участки хромосомы бактерии, со­
держащие от одного до десятка генов. Такие фаги, несущие нужные 
гены, после обработки мутагеном вводятся в бактериальные клетки к 
обеспечивают появление до 50% мутантов в результате включения г • 
мененпого гена в гомологичный участок хромосомы.

Другой, еще более тонкий метод предполагает использование ре­
стрикционных фрагментов ДНК, что позволяет получать индивидуаль­
ные гены и даже их фрагменты и затем обрабатывать их мутагеном.
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Измененные фрагменты гена, введенные в клетку в составе плазмид, 
как и в случае с трансдуиируюшими фагами, способны рекомбиниро­
вать с гомологичными участками бактериальной хромосомы, благода­
ря чему достигается включение измененного фрагмента в бактериаль­
ный геном.

Приведенные примеры свидетельствуют о том. что многие важные 
направления в современной биологии не могли возникнуть, если бы не 
генетические исследования микроорганизмов.
В1 ШИГенотика, Москва Поступила 11 XI 1984 г.
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ROLE GENETICS OF MICROORGANISMS IN TUI DEVELOPMENT 
OF ACTUAL PROBLEMS OF BIOLOGY

|S. 1. ALIK HAMAN

The significant results of investigations in the sphere of genetics 
of mlcroorganims playing an important role in the development of 
gene engineering, molecular biology of eucaryotes are summed up.

«Биолаа, w. Армении;. XXX VII J. .V 11. 1985

УДК 575,1:576.851.48
ГЕТЕРОЛОГИЧНАЯ ЭКСПРЕССИЯ БАКТЕРИАЛЬНЫХ 

ГЕНОВ В ПРОКАРИОТАХ

В. Л. САКЛНЯН

Рассматриваются факторы, препян-твуаиние экспрессии гетерологичных генов бак­
терий в прокариотных системах на стадиях грвпекринции н трансляции. Особое вни­
мание уделено сравнительной организации транскрипционных и трансляционных сиг­
налив различных бактерий. Обсуждаются также пути преодоления биологических 
барьеров для достижения экспрессии гетерологичных генов.

Ключевые смой, генная инженерия, депрессия генов, транскрипция, трансляция.
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Проблема гетерологичной экспрессии бактериальных генов остро 
стоит при генноииженерном конструировании штаммов-продуцентов 
биологически активных веществ. Интерес к ней особенно возрос в свя­
зи с привлечением в сферу биотехнологии представителей рода Bacil­
lus, имеющих ряд преимуществ перед другими микроорганизмами. По­
казано, что экспрессия генов грамотрицательнон природы невозможна 
в клетках бацилл [16. 34, 47, 76, 96]. В то же время хорошо докумен­
тирована возможность экспрессии генов грамположительной природы 
в клетках грамотривдтельных бактерии [25, 33, 35, 95, 1051. Асиммет­
ричный характер экспрессии генов в разных микроорганизмах предпо­
лагает фундаментальные различия в каких-то внутриклеточных процес­
сах, выступающих в роли биологических барьеров экспрессии генов. 
Априори можно допустить, что эти барьеры обусловлены разными уров­
нями реализации генетической информации: транскрипцией, трансляци­
ей, посттрансляционной модификацией синтезируемых продуктов, ста­
бильностью промежуточных (мРНК и преполнпептндов) и конечных 
продуктов (РНК и белков). Очевидно, для функциональной экспрессии 
гена наиболее важно соответствие транскрипционных сигналов гетеро­
логичной ДНК и/или трансляционных сигналов гетерологичной мРНК 
с компонентами транскрипционного и трансляционного аппаратов но­
вого хозяина, обеспечивающих узнавание этих сигналов.

Настоящий обзор посвящен освещению факторов, определяющих 
или потенциально могущих влиять на экспрессию гетерологичных ге­
нов бактерий в прокариотных системах на стадиях транскрипции и 
трансляции. Литературные данные преимущественно касаются двух 
неродственных родов— Enterobacteria и Bacillus, представляющих 
два разных тина бактерий, окрашиваемых по ['раму. Известно, что 
разделение бактерий на грамотрицатсльные и грам положительные от­
ражает Фундаментальные различия клеток в отношении архитектуры и 
химии их клеточной стенки [13]. Как будет показано в дальнейшим, 
этот таксономический критерий в какой-то степени может отражать 
различия и в таких важных процессах, как транскрипция и трансляция. 
Вопросам гетерологичной экспрессии генов носвяшсны и другие обзо­
ры [I, 2, 34].

РНК-полимеразы. Д11К зависимая PI 1К-полимераза представляет 
собой многосубъединичный фермент, который может состоять из двух 
активных форм—холофермент а а2|5р'а и корфермента яДО', которые 
в дальнейшем будут обозначаться как Еп и Е соответственно. Наибо­
лее подробно фермент изучен у Е. coli. Функциональная активность 
между субъединицами РНК-по.чнмеразы распределяется следующим 
образом. Субъединица р содержит каталитический сайт синтеза РНК 
и связующие сайты для субстратов и образующихся продуктов; |3' обе­
спечивает связывание матрицы; <■/. собирает эги большие субъединицы 
в корфермент, а а позволяет образующемуся холоферменту узнавать 
промоторныё участки ДНК и инициировать правильный и эффективный 
СИН1СЗ РНК. Однако следует иметь в виду, что такое распределение 
функции между субъединицами в определенной степени условно и меж­
ду ними имеется более интимная взаимосвязь [79, 106, НО].



Сборка РНК-полимеразы идет по стадиям 2а — а2; и,.~г 3-»а2В; 
ае?/-f-fi' - з233'4- з — я,£3'с. Присоединение e-субъединииы к кор-
ферменту существенно не меняет его обшей пространственной структу­
ры, которая имеет важное значение в узнавании промотора [66]. При 
высокой ионной силе Ео, представленный в виде мономера, эффектив­
но транскрибирует многие матричные ДНК. При низкой ионной силе 
молекулы полимеразы агрегируют и цтмсры, которые способствуют 
инициации транскрипции с промоторон, направляющих синтез стабиль­
ных РНК [140]. Следовательно, эффективность экспрессии конкрет­
ных генов по крайней мере в условиях in vitro может зависеть от крат­
ности молекулы РНК-полимеразы, считывающей матрицу.

РНК-полимеразы филогенетически далекихoi Е. сои бактерий имеют 
идентичную структурную организацию [3|. Однако РНК-полимераза бак­
терий рода Bacillus характеризуется рядом отличи!՛։, основным из кото­
рых с позиций настоящего обзора является наличие множества о-полоб- 
пых факторов, обозначаемых oxt где «х» означает молекулярный вес по­
липептида или соответствующий ему ген. Основным л-фактором у 
В. subtilis является о55 [123]. Кроме него обнаружены еще четыре 
минорных (Т-пОдобных фактора— г“|148], з-!> [511, aJ՛- [68], о37 [50], ко­
дируемые хромосомой В. subtilis, дна ^-подобных факт ,ра— ՝'- [137], 
сср.1з-з» [38|, кодируемые фагом SP01, а также другие ассоцииро­
ванные с корферментом факторы -5 [HI], ՛՛» [32] и Р [39].

Диализ пептидных карт минорных о-подобных факторов сг7, о-9 
и полипептидов Ргз, Р$<։ и 6 показал, что они не являются продуктами 
протеолитической деградации основного аг5-фактора [152]. Более того, 
вес эти факторы не имеют иммунологического сродства с о7-5. В проти­
воположность этому между основными п-субъедшпщами РПК-нслнмс- 
раз В. snlililis и Е. coli имеется значительная структурная гомология, Что 
свидетельствует о консервативности определенных домеиив этих субъ­
единиц у эволюционно далеко отстоящих бактерии.

Ген, кодирующий o*Ti'2<՝, удалось отклонировать и изучить деталь­
но [26]. Оказалось, что в кодирующей посл<?дователь։кюти гена не 
имеется какой-либо гомологии с геном rpol). кодирующим п-субъсди- 
пипу РПК-полимеразы Е. coli.

Соотношение холоферментов, содержащих какой-либо из о-факто- 
роп. определяется физиологическим состоянием клетки. В спорулиру- 
ющих клетках минорные формы могут составлять до 20% общей фер­
ментативной активности, тогда как н вегетативных клетках только 1 — 
5% [30]. В вегетативных клешах присутствуют холоферменты, со­
держащие и55, о֊՛, сё- и о՜7. на ранних стадиях споруляции клеток—о55 
и о37. а на более поздних стадиях—п՜՜՛ и о25 [92]. При ухудшении ус­
ловий питания (недостатке углерода, азота и лр.) клетки В. subtilis 
вступают на путь развития эндоспоры (спорогенез представляет собой 
простую форму клеточной дифференциации). Этот процесс состоит из 
пяти этапов с вовлечением соответствующих им классов генов. Начи­
нается споруляция с функций регуляторных spoO генов. При тпшиа- 
։ии спорогенеза совместно е продуктами >роО генов участвуют о37 и
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о-’-факторы [156]. Возможно, продукты генов spoO, связываясь с 
промоторами гена spoVG, которые узнаются п>7 и сг^-факторами, спо­
собствуют синтезу споруляционно-специфичпой РНК [12]. По проще- 
ствин~1 часа о65 и о37 заменяются в холоферменте на о2'-4 [51], ин 
дукцня которого является специфичным для споруляции актом, так как 
эта замена находится под контролем spoO генов. Таким образом, при 
споруляции наблюдается каскадный характер проявления фермента­
тивно»’։ активности РНК-полимеразы [92].

Другой аналогичный пример связан с развитием фага SPO1 в клет­
ках В. subtilis. Показано, что ранние гены фага транскрибируются с 
помощью средние гены включаются под действием о s։՛28, а в сере­
дине литического цикла <jgp33 ՛11 запускает поздние гены [92].

Возможно, гетерогенность РНК-полимераз является общим свой­
ством бактерий рода Bacillus. Во всяком случае, в спору.՛ируюших 
клетках В. ihuringieusis обнаружены две новые формы Ео, отличаю­
щиеся по субъединичному составу и некоторым каталитическим свой­
ствам от фермента, выделенною из вегетативных клеток [72].

Так. как о-гюдобные белки ассоциированы с одним и тем же корфер- 
меитом, то при каскадной регуляции репрессии генов разными РНК- 
полнмеразами должен существовать механизм, обеспечивающий заме­
ну a-факторов. Этот до конца невыясненный механизм ъюжет осуще­
ствляться либо путем конкурентных взаимодействий самих о-подобцых 
полипептидов, либо благодаря функционированию дополни тельного 
фактора.

При анализе образцов транскриптов, про.мотироваиных с ранних 
и средних генов фага SP0.1, установлено, что связывание <т6 и о яг с 
Е взаимоисключаемо [22]. Скорость связывания п-՛3 и о*1,^-субъеди­
ниц с соответствующими промоторами зависят от температуры и ион­
ной силы. Изменение ионной силы влияет и на конкурентное связыва­
ние этих субъединиц со своими промоторами. При обшей ионной си­
ле <0.2 М кинетика связывания с> преобладает над таковой для о>՛։’ 
при нонной силе>0,2 М—наоборот. Хотя и с невысокой скороеiwo, 
эк1'Л> СП0С0бен переводить Ео՜՛՜՝ в форму Его".**, и такая направленность 
реакции превалирует над переходом Еп в форму ЕоЧ В условиях 
формирования «открытых» комплексов с ранними промоторами фаю 
вой ДНК переход Ест" в форму Еп^з ингибируется [22].

В спорулирующих клетках В. -ubliiis к тому же обнаружен некий 
фактор, способствующий диссоциации о’5 и о՝՜17 от холофермента [50]. 
При этом не происходит необратимой инактивации о^.-факторя. так как­
ом может быть восстановлен в активную форму экстрактом из спору­
лирующих бактерий. Диссоциация от холофермента предотвраща­
ется мутациями в некоторых spoO регуляторных генах, что говорит о 
контроле синтеза этого фактора со стороны споруляциониого аппарата 
клетки [92].

Из клеток, инфицированных фагом SPOI 1111] или SP82 [83]. выде­
лен так называемый б-фактор, представляющий собой полипептид с 
молекулярным весом 21.000 [111]. Этот полипептид при очистке нм-
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когда не находится в ассоциация с каким-либо из о-факторов [30]. Вли­
яние 6-фактора на транскрипцию зависит от соотношения фермента и 
ДНК и использованной матрицы. Фактор 6 уменьшает неспсцнфнчс- 
скую транскрипцию с концов рестрикционных фрагментов [30]. при­
сутствие его в реакционной смеси приводит к синтезу специфических 
транскриптов фаговой ДНК [8] и повышает скорост։» диссоциации по­
лимеразы от неспецифических комплексов с фаговой ДНК [127]. Не­
смотря на то. что 6-фактор нс связывается с ДНК [80]. он может вы­
теснять о - из холофермента и образовывать комплекс Е6, который нс 
обладает ферментативной активностью [151]. Эти данные указывают 
на то. что 6-фзктор функционирует до стадии инициации транскрипции. 
Наиболее реальным представляется, что 6 фактор уменьшает неспеии- 
фическоо связывание РНК-полимеразы путем диссоциации фермента 
от непромоторных сайтов (эту функцию у Е. со11 выполняет преиму­
щественно о-субъединнца). Предположение, что 6-фактор может спо­
собствовать физиологическому переходу одного типа холофермента и 
другой при каскадной регуляции экспрессии генов, не подтвердилось [22].

Корреляция между появлением ^-подобных регуляторных поли­
пептидов н стадией споруляции или развития вириона хорошо согласу­
ется с данными о различной промоторной специфичности этих полипеп­
тидов.

Промоторы. На рис. показана последовательность усредненного 
промотора Е. соН. В этой структуре можно выделить следующие осо­
бенности: асимметрия последовательности, что отражает первичную

-л? -л ձ / ո о ----------ю
беСС^СЛОМВ! 5----------------------------ти ГТГАЦв/П----------------------------- ГАтАаТ-----------Цат— .
Гмыс/юбОР յ —— --------------------а:ААЦТГта -----------------------------АТаГтА-----------ста 

область расплетания

ой пасть промоторны/ мутаций

обяасть основных нонтаниюве Рнг.-полимере. ой 
1 1 ~

Рас Структура усрсднсшюго промотора, узнаваемого 
Р1 1К-ПО.-Р.ЫСраЗОЙ Е. со11-

функишо промотора֊ инициацию мРНК в правильном направлении и 
со смысловой нити ма ричной ДНК [143] наличие днух консерватив­
ных участков -10 и —35 [112. 115]: наличие свсйсерной последова­
тельности между участками длиной 17± 1 нар огцониннц (ц. о.) [55. 1 13].

Из результатов генетических, биохимических и физических исследова­
ний следует, что в функциональном отношении наиболее важными в 
промоторе являются Юн 35 участки [55. ИЗ. 11.3]. Сила промотора 
определяется как скоростью формирования и стабильностью «откры­
того комплекса полимеразы с промотором, так и скоростью инициа­
ции транскрипции Поскольку эти характеристики но мною» зависят 
от структуры промотора, то по крайней мере три его параметра после­
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довательности —10 и 35 участков [29, 113. 133] и длина спейсера 
между ними [ИЗ, 114] —могут влиять на силу промотора.

Мутации, уменьшающие гомологию консервативных участков отно­
сительно усредненных последовательностей, снижают силу промотора 
[55, ИЗ]. При этом взаимные замены Г-Ц на А-Т в различных позици­
ях консервативных участков существенным образом не отражаются 
на силе промотора [115]. Однако близость структур - 10 и —35 участ­
ков к последовательностям усредненного промотора сшс нс гарантиру­
ет высокой активности промотора [70]. Возможно, отклонения от 
усреднённых консервативных участков у «нетипичных» промоторов ком­
пенсируются какими-то особенностями последовательности неконсерэа- 
тивных участков промотора.

У природных промоторон длина спейсера колеблется от 15 до 20 
п.о. Но в 100 из 112-ти исследованных случаев она равна 16֊ 18 п. о. 
[55]. Изменение длины спенсера в любую сторону уменьшает актив­
ность промогора [9, 114].

РНК-полимсраза Е. coli более или менее плотно покрывает уча­
сток ДНК длиной~70 и о. (от 50 до -1-20 позиций), п фермент боль­
ше контактирует с —10 и 35 участками смысловой нити [(>, 109, II՜. 
124, 125]. Связывание полимеразы с более протяженным у зстком. чем 
длина —10, —35 и спенсера вместе взятых, свидетельствует о существо­
вании дополнительных последовательностей, функционально важных 
при взаимодействии с ферментом. Одним из таких участков может 
быть район стартовой точки транскрипции, который также характери­
зуется относительной консервативностью [116]. Кроме того, в си и,пых 
промоторах фагов Е. coli обнаружены еще грн консервативных участ- 
ка: —43 с последовательностью АЛАА. -4-1 с последовательностью 
ЦАТА н -4-7 с последовательностью Т 1 ГА. Район ЛИК. расположен­
ный между -50 и —25 позициями, характеризуется к тому же высо­
ким содержанием АТ пар [18].

Хотя число ссквенирончП1иых промоторов грамположительных бак­
терий невелико, общая картина их организации вырисовывается до­
вольно четко. В табл. 1 представлены последовательности нромотор- 
ных районов ДПК различных грамположительных бактерий, анализ 
которых позволяет сделать ряд заключений.

Промоторы грамположительных бактерий пакже имеют консерва­
тивные ֊10 и —35 участки. Функциональная важность этих участков 
подтверждена экспериментально [100, 101. 138].

Последовательности консервативных участков, специфичные для 
четырех исследованных о-субъедипиц РНК-полимеразы В. subtilis, 
гомологичны внутри своей группы, но отличаются друг о։ друга. Если 
в —10 участке промоторов, специфичных для о55, а37 (возможно и а֊9) 
и 5й'1 •\ еще есть намек на консервативность некоторых нуклеотидов 
(например, «инвариантный» Т в шестой позиции при совмещении после­
довательное! ей), то в 35 участке вообще нс наблюдается какого-либо 
консерватизма. Из этого правила условно можно выделить два исклю­
чения: отсутствие типичного —35 участка в промоторе гена spoVC,
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о Si 
с Т а блица 1

Последовательности промоторов грам положительных бактерий

Источник 1 Последовательности

Экспрессия в системе 
Е. coll

Ссылки
In VI гго In vivo

1 2 3 4 5

Ранние гены фагов В. s. специфичные для з55 «рактора
SP01-2G Л АЛ ГТТГТТГЛ! ITTTATL1ТЛ1[ЛА Г Г1ПТП (АТААТАА Г ЦТ ТА АЦ + 185|
SP0I-I5 АЛЛГГТАТТГЛЦТТТЦЦЦТАЦЛГГГТГТГТЛЛТААТГТААТТЛЦЛ |84|

29-С։ЗЬ ЛАЛЛГ1 ГТТГЛЛЛЛТТГТЦГАЛЦАГ1 ГГГЛТАТАЛТАЛАЛГАГТЛ 4֊ [104, 28]

029 G2 \Л А А ГГ ГТ А ГЛ 1 [А А А1 [ТАТ 1[ГТТТЛ Л ЦАТ ГГТАТА 111 АТ А АТА ГЛ |Ю4. 28]
/29 Л! 1ТЛАТГТТТГА1.1ЛЛЦТАТТА1 1ЛГЛГТАТП[ТЛТЛАТП ТЛГТАТЦ + |104. 28]
SP82-32 АТАГИ ЛТТГА1 [Т 11[ТГ1ЩАЦ1[ЛАГГГТП[ААТААТГАТАГТААЦ ]149]

Хромосомные гены

В. 5. veg АТТТТЛТТТГ М[ЛЛЛЛЛТГП ЦТЦГ ТГТТГТЛЦААТ ЛЛАТГТЛГТ 4- |102]
В. s. ims АГТЦТЦЦ ГТГЛЛЛТЦАГЛАГЛТЛТТТАГГА ГАТАТТТТТЦТАТГГ 4- |102|
В. s. spoOI 1 1 АТТЛГГТТГ ХЦГЦТТТТТТ1 ТЦЦЛТТЛЦТГТАТААТАТТТЦЛТЦ

|Ю2]
В. s. spoOF ЛТТЦТГГТТГА ГТТТ11ЦТЛГГТ1 и ITT 1ЛЛТТЛТА ХТАГТ11ТАЦТГ |121]
В. s. х-глюкаяаза 11ЛТТАТТТТГЛЦ11.ГАТГ П ШHITT 1 1 ГА \АГАА1ЦЛ1 ГТЛАГЛТ11 4- 1103. 20]
В. 1 pen ЛААЛЦГГТТГПАТ ТТЛАЛТ11Г ГАЦЛ ГЛТГТЛЛТЛ11.T ТТЦАААГЛЦ

4- (78. 81]
В 1. ? (pBTIO) АТТА \1 ГТТГААЦААТТГГГААА \АГА1 ГАГАТ ГГАТГ11Л1 H I ГТ -г 4- |5]
S. а. spa АТАГАТТТТАГТАТГП1ЛЛТА11АТЛЛТТЦГТТА ТЛТТАТ ГЛТГАЦ

4- (911



1 2 3 4 5

Плзамндные гены
S. а. сгтС 1АТЦАТГТГЦА 1 ЛТ'ГГЛ Г11АГ.ХГЦГ1(ГТГЦТАТА ХТТАТЛЦТАА Г 4֊ (49. 531
S. a. cat XI Г ХАТ ХТТГАЦТТТТ А А АЛЛАГГЛПГАТТЦТ ХЛТГААГАААГЦ + (61. 4G|

• S. s. mis ГТГТТГЛТЛГТГЦЛТТАТ1 IT ГАЛААТГТТГГЛ ГАЛТ ХГГЛАТТГ Х 4- (62. 941
Ген lox фага С. 3. ХХПТ ЦХ1 II ХГТТЦЛГЛ1 HAIUIUTTATAATTAI ГАТАГЦТГГАТ + 4- (69.87. 88. I4I|

tpoVG 
spoVG 

spo\'(

? (pSUHO’i 

> (pAlt'iftl)

Средние тени фага SPO1

ycpc.iHciHH.tii ՝>՛• спенпф|.....ый промотор
Aaf—ПТ AifJJnJ-T —-------- татгтТАТАЛТа ®Ja—®а-

специфичные дли oiJ фактора
WUI XI ЦА1 1 ATT HIM ХАЛЛ XAI III 1 ГГАЛТГГЛТЛЦАШ XXII

1 1ТЦХГ ХА-ХАЛЛТИПТ 1 ХА 1 ГГЛ1 М1Л11ТЛЛТ ГЦТТ1ТАТАТА1

ТПП ХГГПТЛЛЛТЦЦТТА 1 111 11 XII 1 1 1АГТПТГГТЛАТА1 1 

специфичные там з:ч фактора
ЦХ1 XXI ША X XII AI 1Ц1Г1 Г1 1 ГАТИ HU X 1 Л ГЛА1Ц XI11 XI АХ 

ХП ГЦЦЦГА X Х1ТТЦЦ1 1 1 ЦЛЦЦЛЛЛЛЦШ ЛТЛТ 1 ХАПЦЛ1 XI XII 
гнецпфичпыс для jrp’" фактора

НИХ HIM 1 X! XI 1 XI 1 1Ц.ХХН XlllimrTlTX'ITlHTTIHXXI .

1 XI И Ai 1 Al AAXAIU 1 1 HAI ITT ITAI 1 111 1 1 НН 1 ГНАЛИ X

: I XT XAI ГП ЛЛГАГТТШЦ11ЛЦГПЛГЛЦПТТЦ1ТПТТТАААГ 

ГЦЦП ХТГЛГЛ-ХЛЛГЛИ1 XAAAATI 1 II Х1НПТТГП III A AT

ТАЦТТЛГ1 ХГА11ЛАТТТГН 1ЦТЦТ1 АГАТТТТЛТТТЛЦЛАТ1 AA 

АГТА11АГГАГАХААААЦА1 ХАЛЦАГЛ1 ЛЛТТТГ ТТТТЛГПГА1 X

|IOI| 

|IOt| 

[KW]

HOI

H0|

138| 

(84| 

|84|
|84| 

|138|

|2C

Условные сокращении II. Bacillus subtills, В I. Barlllis llchenilormis. В ։.-Bacillus thuringtensls. S. a.— Staphylococcus 
aureus. S. s.— Streptococcus sanguis. C. d.— Corynebactcnuin ihphteiiae. Подчеркнуты консервативные —35 и 10 участки и нуклеотиды, с ко- 

•5» торых начинается транскрипция. В усредненном для е55—фактора промоторе учитывалась вариабельность длины спенсера между —35 н 10 
~՜ участками; приписным буквами обозначены основания, чайота встречаемости которых более 70%, с рочными —б лес 40%.



узнаваемого о37-фактором [101], и отсутствие типичного 10 участка в- 
структуре «^-специфичных промоторов [68].

Только — 10 я 35 участки, узнаваемые о5г>-фактором В. $ubtilis> 
гомологичны консервативным участкам промоторов Е. coli. Более того, 
матричная ДНК из В. subtilis, содержащая о^-спеиифичиый промотора 
эффективно транскрибируется РНК-пол и меразой Е. cob [85]. И на­
оборот. промоторы Е. coli могут утилизироваться п55-фактор.ом В. sub­
tilis [28, 67]. Основные о-субъедивицы Е. coli и В. subtilis при заме­
не своих корферментов сохраняют специфичность узнавания промото­
ров [7, 123]. Гены, транскрибируемые с о55-специфичпых промоторов, 
функционально, экспрессируются в клетках Е. coli (табл. 1). В отно­
шении промоторов, специфичных для минорных л субъединиц, слабая 
экспрессия в Е. coli недавно показана только для л3 -специфичного про­
мотора [153]. Эти данные и факт большою сродства о55 В. subtilis и 
а-субъеднницы Е. coli позволяют констатировать, что эти компоненты 
РНК-полн.мсразы неродственных бактерий по своей структуре, Функ- | 
ииям и премоторной специфичности но многом идентичны.

В исследованных случаях инициирующий транскрипцию нуклео­
тид, как и у Е. coli, располагается на расстоянии 6—9 п. о. от 10 
участка. Наиболее- часто инициирующим нуклеотидом является пурин 
[102]. Неноерсдств-.нно —1 позиции (безотносительно от того, что она 
является сайтом шнщйацни транскрипции, так как в половине случаев 
истинный сайг не определялся) предшествует А или Т. Район меж­
ду ֊ 12 и -|-1 позициями также богат АТ-основа пнями, что может ‘ 
иметь значение с точки зрения локального расплетания ДНК вблизи 
сайт-, инициации транскрипции.

Длина спенсера между —10 и —35 участками промоторо» В. subti­
lis р . : • 17.֊ 1 к. о., что сравнимо с таковой Е. coli. Однако в промо-՝ 1 
торс гена, кодирующего дифтерийный токсин, длина спенсера равна, 
всего 12 и. о. [69]. Еще в двух промоторах В. thuringiensis длина спен­
сера равна 15 и. о. [5, 7-1], а в ту -х промоторах средних генов фага 
SPO1 —19 и. и. [84, 138]. Спенсер между —10 и —35 участками промото­
рип В. suhlbis характеризуется еще одной особенностью—наличием 
консервативной последовательности ТПхТГ от 17 до —14 пози­
ций |102],

У многих промоторов грг.мположительных бактерий район, пред­
шествующий —10 позиции, богат олиго- (дА) и (или) олиго- (лТ) ос­
нованиями [102]. Это наиболее ярко выражено у промоторов, узнавае­
мых «^-фактором, и в особенности у сильных промоторов ранних фаго­
вых генов. В участке ДИК от 29 до -27 также чаще встречаются 
А и Т.

Несмотря па жесткую специфичность узнавания промоторов, о-фак- 
торы В, subtilis характеризуются определенной функциональной пла­
стичностью. Холофермент Ео37 с низкой эффективностью транскриби­
рует гены, имеющие специфичные промоторы [ 160]. В свою оче­
редь холофермент Ео2* транскрибирует гены, имеющие о37-спецнфич- 
пый промотор. Кроме того, о-1՛ может осуществить транскрипцию с 
-итеробактериалыюй ДНК, плазмиды рМВ9, промоторы которой не 
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узнаются ни ст՜', ни о՜՝՝ [51]. Возможно, он характеризуется менее стро­
гой специфичностью узнавания промоторов по сравнению с другими 
a-факторами В. subtilis.

На специфичность узнавания промотора могут влиять такие усло­
вия in vitro анализируемой системы, как концентрация солен, присут­
ствие глицерина и т. д. [21]. Поэтому для однозначной интерпретации 
данных о структурной и функциональной организации транскрипцион­
ных сигналов грамположительных бактерий необходимы не только 
анализ большего числа промоторов, но и использование сравнимых ус­
ловий реакции.

Терминаторы. \ Е. coli различают два типа терминаторов- неза­
висимые и фактор-зависимые [60]. Независимые терминаторы имеют 
ГЦ-ббгатый участок длиной 20 п. о., который имеет внутреннюю зер­
кальную симметрию и поэтому способен образовывать структуру типа 
петли. Транскрипция обычно завершается в пределах участка из ос­
татков тимидилата в нематричной нити ДНК, который расположен 
сразу Же за структурой потенциальной петли [113]. Решающее зна­
мени? в терминации болын? имеет формирующаяся петля транскриби­
руемой РНК, чем ДНК.

У фактор-завнеимых терминаторов синтез РНК завершается при 
участии дополнительных факторов Rho и .Nus [60]. Эксперименты 
in vitro с использованием в качестве матриц синтетических молекул 
ДНК не выявили строгой селективности взаимодействия Rho с последо 
вательностыо РНК при терминирующей реакции [120]. Несмотря на 
то. что между отдельными фактор-зависимыми терминаторами просле­
живается гомология, четкой закономерности н организации их струк­
туры пока не выявлено.

У грамположительных бактерий анализ участков ДНК, представ­
ляющих собой терминаторы или сайты торможения продвижения РНК- 
полимеразы, нс выявил каких-либо отличий от структуры независимых 
терминаторов Е. coli [17, 49, 103, 121, 126]. Кроме того, РНК-поли 
меразы В. subtilis и Е. coli терминируют транскрипцию в одних и тех 
же сайтах бациллярных матричных ДНК. и в обоих случаях эффектна 
иость терминации увеличивается с повышением иоинон силы [28]. У 
В. subtilis также обнаружен Rho-фактор [61].

Таким образом, в терминирующих сигналах транскрипции грампо- 
ложительных и грамотрнцательных бактерий пока не обнаружено прин­
ципиальных различий.

Факторы, ограничивающие транскрипцию гетерологичных генов 
бактерий. Эффект наноси инициации трангкриш.ки РНК-иолимеразой 
В. subtilis ниже и сильно варьируег в зависимое։ л о։ не пользованных 
гетерологичных промоторов грамотрицательной природы но сравнению 
с транскрипцией с гетерологичных матриц ։ ра.мположитслыюй приро­
ды РНК-полнмераЗой Е. coli [S5, 102, 147]. В лимитированных коли­
чествах фермент из В. subtilis в 30 раз эффективнее промотирует син­
тез РИК с гомологичного промотора раннего гена фага SPOI, чем с 
lacUV 5 промотора Е. coli. тогда как полимераза из Е. coli синтезирует 
РИК на этих же матрицах примерно с одинаковой эффективностью 
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(85]. Аналогично РНК-полимсраза В. subtilis слабо утилизирует гиб֊ 
ридный промотор tac (102], состоящий из 35 участка гена trp и —10 
участка гена |acLV5 (29]. нс траскрибируст энтеробактериальные ге­
ны Ыа и cat (77], но холофермент Е. coli с одинаковой для фермента из 
В. subtilis эффективностью прокотирует синтез РНК с бациллярных 
i сноп veg и 1гп$ [102]. Слабое взаимодействие РНК-полимсраз из- 
грамположнтельных бактерий В. subtilis и L. curvatus показано и в от­
ношении промоторов фага 77 (Н7].

Транскрипция РНК полимеразой и։ В. subtilis на гетерологичных 
матрицах ДНК фагов 74. 77 и с lad \ 5 промотора, в отличие от гомо­
логичных матриц фаговой ДНК. очень чунствигсльна к ионной силе 
(27. 85. 123] На матрице ДНК фагов 029 и SPOI фермент из В. sub­
tilis и присутствии рифампицина и нуклеознлгрифосфатоп эффективно 
инициирует синтез специфических РНК (31], тогда как транскрипция. 
<՛ маТрниы ДНК фаги 77 этим же ферментом очень чувствительна к 
рифампнпине. В противоположность этому холофермент из Е. coli в 
этих же условиях на тех же матрицах Образует быстрорастущие ком­
плексы [1-17].

РНК-полимсраза В. subtilis в оптимальных условиях in vitro с ран- 
них генов фат 1 29 промотирует синтез З ги ни.юн РНК [28]. Фер-,
мент из Е. coli дополнительно еннтезйруе։ сиге три вида транскриптов» 
которые встречаются и п инфицированных фагом клетках В. subtilis. 
Однако при соотношении фермента к ДНК более чем Юк 1 и в отсутствие 
конкурирующих промоторов полимераза из В. subtilis способна иници­
ировать транскрипцию еше с двух промоторов, используемых фермен­
том Е. cob. При этом транскришшя с них чувствительна к рифампици­
ну. Следовательно, эти промоторы з отношении полимеразы В. subti- 
ils ведут себя п ч же. ка . промоторы фага 77. Если учесть, что промото­
ра ранних генов фага 029 в общем идентичны такогым грамотрица- 
•ji 1ьвы\ 'ьк-терий, то можно допустить, что различия во взаимодействии с 
промоторами между ферментами Е. coli н В. subtilis связаны не со спе­
цифичностью связывания с промотором, а со способностью взаимодей­
ствовать с промото|шми разной силы (28].

Существенную роль в эффективности а ншмо;и йгтгшя с гетероло­
гичным промотором играет корфермент РНК-полнмсрэзы. Во всяком 
случае, корфермент Е. coli в присутствии о-субъсдиницы В. subtilis эф­
фективно 1 рапскрибкрует ДНК фагов 029 и 77 с образованием тех же 
видон РНК, которые образуются с помощью холофермента Е. coli 
[28]. В противоположное։ ։. этому гегероспепнфическан комбинация кор- 
фермента В. subtihs и л-субы длинны Е. coli па матрице фаговых ДНК 
Е. coli характеризуется слабой активностью [28, 123]. Следовательно, 
корфермент содержит элементы. важные аде։ рминапни относительной 
силы промотора. Отражают лн ни элементы какие-то конфор.машюн- 
ные изменения корфермшпа н результате взаимодействия с о-субъедв- 
нинсп, что может ьлняп» на скорость формирования к’ткрыгогр» ком­
плекса, или другие изменения, лимитирующие расплетание ДНК, по­
ка остается неясным
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Различие в специфичности взаимодействия с гетерологичным про­
мотором может быть связано и с ©-фактором [7, 36. 153]. Возможно, 
бациллярные промоторы имеют какие-то структурные особенности, су­
щественные при взаимодействии с РНК-нолимеразой. Очевидно, что 
холофермент из В. subtilis. содержащий минорнук» ©-субъединицу. не 
будет утилизировать энтеробактериальный промотор из-за разницы в 
последовательности консервативных участков, узнаваемых ©-субъеди­
ницей Е. colt и минорными субъединица ми В subtilis [148]. Вероят 
по. это утверждение верно и и отношении возможности транскрипции 
РНК-полимсразой Е. coli с промоторов, специфичных для большинства, 
если нс всех минорных ©факторов В. subtilis.

Высказано предположение, что для экспрессии гена в клетках 
В. subtilis в отличие от Е. coli необходимо более жесткое соответствие 
транскрипционных сигналов ДНК с РНК-нолимеразой [102]. Это пред­
положение подтверждается рядом экспериментальных данных Промо­
тор lacUV5, имеющий нетипичный для ©^-специфичных промоторов—35 
участок ТТТАЦА слабо используется РНК-пол имеразой В. subtilis [85] 
Аналогично энтеробактериальные промоторы гопов Ыа и cat. имеющие 
последовательности ТТЦААА и ГГЦАЦГ в —35 участках и ГАЦААТ 
и ЦАТААТ в —10 участках соответственно, нс транскрибируются в 
клетках В. subtilis [77]. Кроме того, хромосомный ген кристаллическо­
го токсина В. thuringiensis. имеющий промотор с атипичным —35 
участком ЦЦТАЦГ, не транскрибируется полимеразой вегетативных 
клеток В. subtilis [71] и лаже полимеразой Е. coli (71, 71|, характеризу­
ющейся меньшей избирательностью в отношении консервативных 
участков.

Важность степени гомологии консервативных участков гетерологии 
ного промотора с консервативными участками ©"’-специфического про 
мотора для экспрессии гетерологичного гена в бациллах вытекает и из 
следующего факта. Ген tel плазмиды pBR 325, имеют։?;՜։ последов ։- 
тельность ТТГАЦА и ТТТААТ в —35 и —10 участках промотора соот­
ветственно. транскрибируется в В. subtilis и. более того, придает клет­
кам высокий уровень устойчивости к тетрациклину [77]. Однако это 
наблюдение противоречит данным других авторов [37. 45] и требует 
дальнейшего подтверждения.

Одним из критических факторов г. экспрессии гена может быть дли­
на спенсера в промоторе. По крайней мерс гибридный промотор -а:, 
имеющий типичные —10 и 35 участки, не утилизируется полимеразой 
В. subtilis, возможно, из-за относительно короткой длины спенсера— 
всего 16 п. о. [102], а ген cat- из-за длинного спсГ։с.-р;։ 20 и. о. (77]. 
Нс исключено также, что кроме длины спенсера при гетерологичной 
экспрессии важен и его нуклеотидный состав и. в частности, наличие 
относительно консервативного участка от —17 до —14 позиции. Кста­
ти, в гене let плазмиды pBR 325, который может выражаться в В. sub­
tilis, эта последовательность соответствует ГАЛ Г, г. е. с одним отличи­
ем в —15 позиции от бациллярной последовательности ТПуТГ.

Важность присутствия других потенциально консервативных после­
довательностей в гетерологичном промоторе для его утилизации в клст- 
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ках В. subtil is пока неопределенна. Во всяком случае, блоки из олиго* 
(дА) и олиго-(дТ), предшествующие —35 участку бациллярного промо­
тора [104]. отсутствуют как и энтеробактериальном гене let плазмиды 
pBR 325 [77], так и в промоторах стафилококковых генов cal [61] и 
erm [49], которые эффективно экспрессируются в В. sublilis.

Ограниченная экспрессия гетерологичных генов бактерий в В. sub- 
lilis может быть обусловлена 6-фактором. Это предположение под­
тверждается только косвенными данными, исходя из которых добавле­
ние 6-фактора к холоферменту В. sublilis вызывает ингибирование 
транскрипции с матрицы ДИК фага Т7 [8] и плазмиды pBR 322 [30]. 
Однако нельзя исключить, что наблюдаемый эффект связан с прямой 
функцией 6-фактора—уменьшением неспецифичсского связывания РНК- 
полимеразы с ДНК, тем более что понижение транскрипционной актив­
ности при добавлении 6-фактора отмечается и па гомологичных матри­
цах ДНК.

Показано, что в системе анализа Streptcmyces и Enterobacteria 
ситуация с утилизацией транскрипционных сигналов прямо про­
тивоположна описанной для В. sublilis и Е. coli [14, 63]. Эффектив­
ность использования промоторов грамположительной мицелиальной 
бактерии S. lividans в клетках Е. coli значительно ниже по сравнению 
с промоторами В. subtilis [14]. В то же время РНК-полимсраза S. livi­
dans узнает и эффективно инициирует синтез мРНК с транскрипцион­
ных сигналов не только грамположительной бактерии В. licheniformis, 
по и грамотринательных бактерий Е. coli и S. marcesccns. Эти данные 
говорят скорее в пользу существования у прокариот родовой или ви­
довой специфичности во взаимоотношениях гетерологичных промоторов 
с РНК-полимеразой, чем о существовании общих биологических фак­
торов, ограничивающих экспрессию генов грамотринательных бакте­
рий в грамположительных микроорганизмах.

Трансляционные сигналы бактерий. Рибосома бактерий, состоя­
щая из 30S и 50 Տ субъединиц, функционально состоит из «трансляци­
онного домена», который обеспечивает чтение мРНК и «выводящего 
домена», обусловливающею выход синтезированной цепи полипеп­
тида и связывание рибосомы с мембраной [82]. Структура рибосомы 
образована чз трех видов рРНК и 52-х разных белков. Рибосомы не­
родственных бактерий по содержанию этих компонентов практически 
не отличаются, за исключением, возможно, белка Տ1. не входящего в- 
состав рибосом грамположительных бактерий [58].

Нетранслируемые рРНК—5Տ (—110 и. о.), 16Տ ( — 1500 п. о.) и 
23Տ ( — 2900 в.о.), входящие R состав рибосом, представлены в геноме 
прокариот в виде 16S—23S—5Տ транскрипционных единиц [107]. 
Между кодирующими 16Տ и 23Տ последовательностями Е. coli имеется 
участок, кодирующий тРНК [75]. Такой участок не обнаружен у 
В. Ihuringicnsis и, возможно, отсутствует у В. subtilis [73]. В хромо­
соме Е. coli имеется 7 копий транскрипционных единиц рРНК, а в хро­
мосоме В. subtilis-֊9 или 10 копий [93]. Конкретная роль рРНК в 
трансляции (за исключением 16S рРНК) пока неясна, однако высокий 
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уровень гомологии рРНК неродственных бактерий предполагает их 
важность в детерминации какой-то определенной функции.

В инициации трансляции участвуют растворимые белки IF-I, IF-2 и 
[F-3, которые играют роль факторов, способствующих образованию 
комплекса с мРНК и инициирующей тРНК. Факторы инициации осво­
бождающей от 30Տ субъединицы до или по время се соединения с 50Տ 
Субъединицей, и последующая элонгация полипептида осуществляется 
с участием других факторов [75].

В большинстве случаев инициация трансляции определяется кодо­
ном ЛУГ. Но известны случаи, когда инициирующими кодонами явля­
ются также ГУГ, УУГ и ЛУУ [75]. АУ Г кодону в полипептиде соответ­
ствует метионин, который в начале цепи поставляется форматирован­
ной метионин-тРНК. Возможно, формилирование является необходи­
мым событием для узнавания тРНК фактором IF-2, так как он вза­
имодействует только с инициирующей тРНК с Х-блохированной амино­
кислотой [136]. Метионин во внутреннюю часть синтезируемого поли­
пептида поставляется другой—нсформилированной метионин-тРНК. 
Инициирующие тРНК, которые гомологичны в пределах 81—97% сво 
ей последовательности [141], обладают структурными особенностями, 
которые отсутствуют у нсиииинирующих тРНК: наличие ГЦ пары в 
1-х идентичных позициях [19]. неспаренного нуклеотида на 5' конце 
и нсмодифицироваиного А на 3' конце антикодона, который может 
обеспечить ответ ниициирую-щей тРНК не только на ЛУГ, но и други-.՛ 
триплеты [75].

Узнавание инициационных сайтов в мРНК является свойством са­
мих рибосом [89]. В частности, отмытые от факторов инициации рибо­
сомы все еще связываются с истинными сайтами инициации соответ­
ствующей мРНК. [135], хотя следует иметь в виду, что фактор IF-3 мо­
жет влиять на степень утилизации сайтов инициации, дифференциаль­
но стабилизируя связывание 30Տ субъединицы с мРНК.

В узнавании сайта инициации трансляции мРНК участвует толь­
ко 30Տ субъединица [90]. Узнавание осуществляется непосредственно 
с помощью 16Տ рРНК и рибосомных белков | >2. 57]. 16Տ рРНК «узна­
ет» мРНК благодаря комплементарное™ своего 3’ конца с определен­
ным сайтом, названным сайтом Шайн-Даль-арно (или SD-сайтом). 
который предшествует инициирующему кодону трансляции [122. 134]. 
Анализ последовательностей более чем 150 бактериальных и фаговых 
мРНК указывает на присутствие этого сайта, который гомологичен 
ЦУЦЦ последовательности 16Տ рРНК Е. coli, в пурипбогатой области 
из ~10 нуклеотидов [41]. Известно лишь несколько случаев oTcyi 
ствия типичного SD-сайта и два случая, когда ЛУГ кодон столь близок 
к 5? концу мРНК. что нет места для SD-сайта. Роль SD-сайта в ини­
циации трансляции доказана многими экспериментами [75].

Очевидно, на уровне трансляции экспрессия гена определяется не 
только степенью соответствия SD-сайта 3' концу хозяйской 16S рРНК, 
но и эффективностью связывания мРНК с рибосомой вообще. Какие 
же параметры могут влить на эффективность этого связывания?
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Во-первых, длина комплементарной последовательности SD-сайта 
с соответствующим участком 16Տ рРНК, которая в оптимальных слу­
чаях колеблется от 3 до 9 нуклеотидов. Нет доказательств того, что 
более протяженная комплемент ариая последовательное и. позволяет 
инициировать трансляцию с более высокой эффективностью. В то же вре­
мя комплементарная последовательность всего из двух нуклеотидов не 
обеспечивает трансляцию [75]. Во-вторых, оптимальное расстояние 
между SD-сайтом и инициирующим кодоном (спейссрвый участок) 
должно быть нс менее 5 и не более 9 нуклеотидов. Если даже в спей- 
серном участке имеется потенциальный инициирующий кодон, иници­
ация трансляции происходит с кодона, расположенного дальше—на՛ 
оптимальном расстоянии от SD-сайта [2.3, 132]. В-третьих, вторичная 
структура мРНК может маскировать SD-сайт и инициирующий кодон 
таким образом, что затрудняется взаимодействие мРНК с рибосомой и 
соответственно ухудшается экспрессия гена [52, 65]. В-четвертых, вто­
ричная структура самой 16Տ рРНК также может влиять на связывание 
с мРНК. Кроме того, гомология между определенными участками 5Տ 
и I6S рРНК предполагает, что их взаимодействие также важно при 
трансляции [И, 139]. По-виднмому, 16Տ рРНК принимает альтерна­
тивные конфигурации в зависимости от ее участия в данный момент 
в инициации или элонгации трансляции. Однако следует отмстить, что 
прямых доказательств функциональной значимости вторичной структу­
ры рРНК и мРНК в экспрессии генов не имеется.

Есть косвенные сведения о том, что кроме SD-сайта в связывании с 
рибосомой участвуют и другие трансляционные сигналы мРНК. На­
пример, в 1 позиции от первого нуклеотида инициирующего кодона 
чаше встречается пиримидин, а4-4 позиции—пурин [75]. Кроме того։ 
в бесклеточном экстракте в присутствии ингибитора элонгации спарсо- 
мицнна рибосома связывается с мРНК и протек։иругт от действия нук­
леаз участок длиной около 30 нуклеотидов, срединное расположение в 
котором имеют SD-сайт и инициирующий кодон [90]. 1 Детектирован­
ный участок мРНК повторно плохо связывается с рибосомой, но при не­
значительном его удлинении эффективность связывания с ней восста­
навливается [15].

Описаны также мутации, расположенные в спсйсерном участке, до 
SD-сайта и сразу же после инициирующего кодона, которые снижают 
эффективность экспрессии генов [75]. Однако эти данные не исключа­
ют того, что нарушение связывания мутантной мРНК с рибосомой вы­
звано не изменением возможных дополнительных сигналов, а просто из­
менением вторичной структуры мРНК.

Факторы, ограничивающие трансляцию гетерологичных генов бак­
терий. Взаимозаменяемость компонентов аппарата трансляции у Ba­
cillus и Escherichia говорит об их одинаковой структурной и функцио­
нальной организации [42. 57. 75]. Однако л противоположность рибо­
сомам Е. coli, которые эффективно транслируют мРНК грам положи­
тельных бактерий [10, 130], рибосомы представителей рода Bacillus 
неэффективны в трансляции мРНК гра.мотринатс.тьных бактерий [44,. 
90. 129]. Это ограничение детерминировано 30S субъединицей [86]..
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Кроме того, трансляция мРНК трам положительной природы как в си­
стеме В. subtilis, так и Е. coli меньше зависит от факторов инициации 
[97], чем трансляция мРНК грзмотринательной природы в Е. coli [135]. 
Эти данные позволили предположить, что специфичность трансляции 
определяется особенностями структур мРНК грамположительных и 
фа «отрицательных бактерий, ответственных за первичное связывание 
с рибосомой.

Секвенсный анализ показывает, что 3' конец 16S рРНК Е. coli но 
сравнению с таковым н 16S рРНК грамположительных бактерий коро­
че на 2 или 3 нуклеотида (табл. 2). Для SD-сайтов мРНК из грам-

Последовательность 3' концов 16$ рРНК прокариот
Т а б л и н г 2

Источник Последовательность Ссылка

Е. coll • • .ААЦЦУГЦП'УУГГАУЦАЦЦУЦЦУУА 3' 11221

В. stearothermop- 
hilus

• • - ААГГУГЦГГЦУГГАУЦАЦЦУ ЦЦУУ УЦУА [1281

В. subtilis • • .ААГГУГЦГГЦУГГАУЦАиЦУПНУУУЦУ цит. но [98]
S. Ihldans, 
S. griseus

... А АГГУ ГЦГГЦУ ГГАУЦАЦЦУ1ЩУ У У ЦУ пит. по 1141

положительных бактерий характерна более протяженная и менее ва­
риабельная комплсмснтарность с 3' конном 16S рРНК но сравнению с 
аналогичными сайтами Е. coli [98, 102, 104]. Свободная энергия вза­
имодействия SD-сайта с 16S рРНК В. subtilis выше (А от — 14 до—23 
ккал/моль при среднем AG—17 ккал моль), чем тот же параметр у 
Е. coli (Д от —I до —22 ккал/моль при среднем \G ֊1 1,6 ккал/моль). 
Возможно, такая жесткость делает инициацию трансляции менее зави­
симой от факторов инициации и тем самым снижает эффективность свя­
зывания мРНК грамотрицательного источника с рибосомой В. subtilis 
[98]. В пользу такого предположения говорят также ладные, согласно 
которым в мРНК грамотрииательнон природы, трансляционные сигна­
лы которых могут утилизироваться в in vitro и in vivo систе ме В. sub­
tilis, SD-санты имеют высокое значение AG [97. 128, 157]. Однако в 
случае использования в клетках В. subtilis трансляционных сигналов 
энтеробактериального гена let жесткое соответствие SD-сайта 3' концу 
J6S рРНК может быть необязательным, если инициация трансляции 
осуществляется с участием гой же короткой SD-последователыюсти 
АП՜, отстоящей на расстоянии 7 нуклеотидов от инициирующего кодо­
на АТГ, как в клетках Е. coli [116]. К сожалению, истинный SD-сайт 
гена tet, который используется в клетках В. subtilis, не определялся.

Важность стадии инициации трансляции для успешной экспрессии 
генов Е. coli в клетках В. subtilis следует еще из двух фактов. У В. sub­
tilis отсутствует белок SI, возможно, стабилизирующий взаимодействие 
мРНК с рибосомой у Е. coli [142]. В образовании специфического ини­
циаторного комплекса мРНК с рибосомой участвует белок S12, соот­
ветствующая функция которого отсутствует у В. subtilis [57].
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Спейсерный участок между SD-сайтом и инициирующим кодоном 
} исследованных грам положительных бактерий колеблется от 6 до 17 
нуклеотидов, составляя в среднем 7 8 нуклеотидов [98, 102], что срав­
нимо с его значением у Е. coli. Каких-либо данных о роли этого спей- 
сера в экспрессии гетерологичных генов не имеется.

Несмотря на скудность данных, замечено, что инициирующий УУГ 
кодон встречается у грамположитсльных бактерий чаще, чем у Е. со!» 
[91. 98]. В случае с геном р-лактамазы S. aureus инициирующему ко­
дону УУГ соответствует инициирующая мст-тРНК [98].

Уместно также отметить, что у сильно- и слабоэкспрессируемых ге­
нов Е. coli кодоны используются с различной частотой [ 18]. Следова­
тельно. эффектив-юсть экспрессии чужеродного гена н новом хозяине 
будет зависеть и от частоты использования представленных в нем ко­
донов. В частности, в слабоэкспрессируемом в клетках Е. coli гене 
д;:.[>ерийного токсина 36 из 39-ти кодонов лейцина являются редкими, 
41'& кодонов для изолейцина представлен в виде АТА но сравнению с 
встречаемостью этого кодона в генах Е. coli в 1% случаев [69].

Таким образом, степень утилизации кодонов, определяемая ГЦ 
составом .ТНК, может являться одним из общих факторов ограничен­
ной экспрессии бактериальных генов в гетерологичных системах. Такой 
биологический барьер должен носить неопеннфическин характер, так 
как он будет зависеть от того, какие объекты использованы в конкрет­
ном случае для анализа гетерологичной экспрессии гена.

Биологический барьер экспрессии чужеродных генов на уровне 
трансляции может скорее носить родовой или видовой характер, чем 
отражать общее явление при гетерологичной экспрессии генов в системе 
грамположительных и гра «отрицательных бактерий. Известно, что 3' 
конец I6S рРНК S. lividans полностью идентичен таковому В. subiilis 
(табл. 2). Тем не менее при отсутствии жесткой комплементарностм 
SD-сайта мРНК Е. coli с 3 концом 16S рРНК S. Itvidans в стрептоми- 
песах эффективно утилизируются трансляционные сигналы грамотрица- 
тельпых бактерий [119] и образуется функциональный полипептид 
[14]. В го же время ограниченная экспрессия генов стрептомииесоЕ 
Е. coli [14, 63] может быть связана с несоответствием их трансляцион­
ных сигналов с рибосомами Е. coli.

Пути преодоления биологических барьеров экспрессии гетерологич­
ных генов в бациллах. В генетике микроорганизмов метод слияния 
генов и опсролов с тест-регуляторным генетическим элементом и, наобо­
рот, слияния неисследованных регуляторных элементов с тсст-структур- 
ным геном применяется давно. Особенно удобен метод для достиже­
ния или усиления экспрессии клонированных генов в клетках про- и эу­
кариот путем подстраивания структурной части гена под контроль го­
мологичных для хозяйской клетки транскрипционных и трансляционных 
сигналов. Этот подход независимо использован разными авторами н 
для достижения экспрессии генов энтеробактериальной природы в клет­
ках В. subiilis путем подстройки регуляции гена год контроль либо го­
мологичных сигналов хромосомы В. subiilis и фага SP01 [43, 150], либо 
гетерологичных сигналов В. Ihuringiensis [4].
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Использованный подход целесообразен в отношении бацилл по 
крайней мере по двум причинам. Во-первых, для упрощения изучения 
генетической регуляции. Для В. subtilis до недавнего времени не был 
известен механизм регуляции по принципу репреесор-операториого вза­
имодействия. Возможность существования такого механизма у бацилл 
показана в опытах по экспрессии lac репрессора Е. coli в В. subtilis и 
его участии в контроле транскрипции с гибридных промоторов, содер­
жащих 1ас-опсраторный участок Е. coli [154]. Гибридная система, со­
стоящая из структурной части гена lacZ Е. coli и регуляторного участ­
ка гена spoVG, использовалась для изучения тонких сторон регуляции 
спорогенеза в В. subtilis [156]. Соединением структурной части гена 
0-лактамазы Е. coli с промоторной и сигнальной последовательностями 
гена а-амилазы В. subtilis показана возможность секреции функцио­
нального продукта грамогринательной природы в В. subtilis [108]. Во- 
вторых, для получения биологически активных веществ. В клетках 
В. subtilis удалось уже осуществить экспрессию не только прокариот­
ных, но и эукариотных генов [54, 150, 154].

Необходима ли для достижения экспрессии гетерологичного гена в 
бациллах его подстройка одновременно под контроль гомологичных 
транскрипционных и трансляционных сигналов? Представленные вы­
ше данные показывают, что некоторые гены грамотринательных бакте­
рий в клетках В. subtilis нуждаются только р транскрипционных сигна­
лах гомологичной системы. Такая возможность показана даже для ге­
на днгидрофолат редуктазы мыши [118]. Не исключается также, что 
гетерологичные гопы, обладающие трансляционными и транскрипцион­
ными сигналами, соответствующими жестким требованиям трансляци­
онного я транскрипционного аппаратов В. subtilis, буду: функциональ­
но экспрессироваться в клетках бацилл.

Ограниченная экспрессия гетерологичных генов может носить ро­
довой характер и в пределах грамотрж:атсльных бактерий. В частно­
сти, гены Pseudomonas плохо экспрессируются в Е. coii [24. 56, 1311, 
тогда как гены Е. coli экспрессируются в Pseudomonas на уровне исход­
ного хозяина [59, 99]. Недавно появились сообщения о существова­
нии семейства о-факторов у Е. coli и S. coelicolor. В случае с Е. coli 
при тепловом шоке клеток появляется новый d-фактор с мол. весом 
32000—продукт гена htrR (или гроН), который узнает ряд промоторов, 
не функционирующих п присутствии основного о-фактора. Новый о32 мо­
жет транскрибировать ген rpoD с промотора, не узнаваемого основным 
a-фактором. Минорные о32 и о28 факторы Е. coli и В. subtilis соответ­
ственно могут проявлять перекрывающуюся промоторную специфич­
ность. Таким образом, гетерогенность РНК-полимераз у бактерий яв­
ляется более распространенным явлением, чем предполагалось, и на­
личие в бактериальной клетке су-фзкторов с различной промоторной спе­
цифичностью может играть более существенную роль в реализации чу­
жеродной генетической информации.

Появились также данные о новых факторах, влияющих на экспрес­
сию гетерологичных бактериальных генов. В частности, ограничение 
экспрессии гена hisG Е. coii в В. subtilis связано с преждевременной 
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терминацией гранскрипции—суператтснуаиией. Кроме того, у спонтан­
ных мутантов В. sublilis с повышенной экспрессией энтеробактериаль­
ного гена cal, предварительно подстроенного под контроль бацилляр­
ного промотора, в районе расположения SD-сайт.ч в инициирующего ко­
дона обнаружены дупликации и трипликации. Предполагается, что в 
В. sublilis для эффективней экспрессии чужеродного ген։; важна не 
столько позиция SD-сайта. сколько присутствие и размер вторичных 
структур мРНК внутри трансляционных сигналов.

Вопрос о том. насколько уникальны описанные здесь факторы, 
играющие роль биологических барьеров гетерологичной экспрессии бак­
териальных генов в грамотрниательных и грамположительных прока­
риотах. требует еще своего решения. Во всяком случае, недавно по­
казано. что гены Е. coli экспрессируются еще в двух грамположитель­
ных микроорганизмах— Brevi bacterium и Coryuebacterium.
Нйучио-нсследовательгкнй технологический

институт аминокислот, Ереван Поступило 9.! 1985г

ՈՍ.4ՏԵՐԻԱ1. ԴԵՆԵՐԻ 2ԵՏԵՐ111.11ԴԻ1ԼԿԱՆ Լ--ՐՍՊՐԵՍԻԱՆ ՊՐՈԿԱՐԻՈՏՆԵՐՈԻՄ

■I. Ա. ԱԱՔԱՆՅԱՆ

Հեսէաղոաված են այն ֆակտորները, որսնր խոչրնղոտում են բակտերիա­
ների հևտերոլոզիական զեների արտահայտում ր պրոկարիոտ սիստեմներում 
տրանսկրիսյյյիոն ե տրան ոչ /տրիոն ստադիաներում։ Հատուկ ուշադրություն 
ե, դարձված տարրեր բակտերիաների տրանսկրիպրիււն ե արանսլ/տրիսն ազ­
դանշանների համեմ ատական կազմ ակերպմանրւ Քննարկված են նաև կենսա­
բանական խոչընդոտների հաղթահարման ադիներր' հեաերպոզիական զեների 
արտահ այտմ անր հասնելու համար:

HETEROLOGOUS EXPRESSION OF BACTERIAL GENES IN 
PROCARYOTES
V. A. SAKANYAN

The transcriptional and translational factors which can prevent the 
expression of heterologous bacterial genes in procaryotes have been 
discussed. From tins point of view the transcriptional and translational 
signals of unrelated bacteria are compared. There are also discussed the 
ways of overcoming the biological barriers to achieve the expression of 
heterologous genes.
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УДК 579.25.873

ГЕНЕТИКА АКТИНОФАГОВ И ИХ ВЗАИМООТНОШЕНИЯ
С А КТИ НОМИ НЕТАМИ

И. Д. ЛОМОВСКАЯ, И М МКРТУМЯН, Т. А. ВОЕН КОВА, 
Г. Л. МУРАВНИК. Е. В ПЕРОВА

Представлен обзор по генетике актинофагов и некоторым вопросам, связанным с 
их взаимодействием с хозяевами Streptomyces. Данные но генетическому и физиче­
скому картированию умеренною фага 0С31 создали основ) для использования делеци- 
ониых мутантов фага при конструировании векторов. Генетические и физические ис­
следования родственного фага 0С43 показали присутствие н его геноме IS-подобной 
структуры, которая генерирует делении с высокой частотой. Продемонстрирована 
возможность селекции in vivo фагов со структурными модификациями ДПК 0С43.

Суммированы генетические данные по системам рестрикции и модификации, а 
также распространенности этих систем среди видов Strepiomyccs. Подчеркнута роль 
генетических данных актинофагов для фундаментальных и прикладных исследований 
зктниомицетов.

Ключевые слова: генная инженерия, актинофаг, генетическая карта, модификация 
и рестрикция ДНК. векторы.
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Систематические генетические исследования актиьофагов были на­
чаты с обнаружением умеренных и вирулентных актинофчзгон. действу­
ющих па генетически маркированный штамм БкерЮшусез СоеИссйог 
ЛЗ (2)—основной объект генетики актиномииетон [2. 8]. Актинофаги 
играют важную роль в расширении возможностей генетического анали­
за у актином инетов, в частности, при изучении систем рестрикции н мо­
дификации чужеродной ДНК. для идентификации супрессорных генов, 
комплекса генов хозяина и фага, обуславливающих их взаимоотноше­
ния.

Успехи, достигнутые в области генетики актиномицетов и актино* 
фагов, и разработка методов молекулярного клонирования в примене­
нии к актнно.мицстам [7, II] открыли широкие возможности дли исполь­
зования методологии генной инженерии при решении многих проблем 
молекулярной генетики актиномииетон и их фа։он. В то же время ак- 
тинофагн, благодаря их генетической изученности, являются одним из 
основных инструментов при использовании методов генной инженерии. 
Это в первую очередь относится к актинофэгу 0С31. изолированному 
в 1970 г. [2]. который действовал на модельные штаммы актнномнпе- 

тое 5. сое11со1ог АЗ (2) н Б. 1Мёап$ 66. В экспериментальной работе 
с этим фагом оказалось возможным использование преимуществ стан­
дартной системы как для молекулярно-генетического исследования акти­
нофагов, так и для расширения возможностей их генетического анализа. 
В результате разработки методов молекулярного клонирования в приме­
нении к актнномицстам стало возможным конструирование фаговых век­
торов. Использование фага 2ГС31 в качестве вектора различных штам­
мов-продуцентов предполагает, что ген, клонированный на фаге в стан­
дартной системе (штамм Б. 1м<1ап$֊ 66). может быть перенесен в жела­
емый штамм при инфекции фагом. Такая стратегия вызывает необхо­
димость детального изучения взаимоотношений фага 2X31 СО штамма­
ми 51гер1отуссв: уровня литической и лизогенной реакции штаммов, 
крупа хозяев, отношения фага к системам рестрикции и модификации 
фаговой ДНК, наличия в штамме гомологичного профага и др.

Фаг 2X31—умеренный актинофаг. Частота лизогенизанин штам­
ма 5. 1мИзп8 66 составляет 30—40%. Показано, что фаг £ЗС31 имеет 
одно преимущественное место интеграции в хромосому штамма ЛЗ (2), 
расположенного между маркерами игаА! и рЬсЛ! [10]. Участок инте­
грации в хромосому штамма 66 расположен в том же районе. Среди 
штаммов, далеких в систематическом отношении от ЛЗ (2) и 66, были 
обнаружены штаммы, частота лизогенизацин которых фагом 0С31 рез­
ко снижена (напр., для Б. стпзтопеп$1$, продуцирующего антибио­
тик монэнзин, эта величина составляет <0.1%). Фа։ имеет относитель­
но широкий круг хозяев. Так из 64-х штаммов, представителей систе­
матической группы синих актиномицетов. родственных штаммов АЗ (2) 
и 66, фаг 0С31 действовал на 41 штамм. Спектр действия ил штам­
мы серой группы был уже (из 30-ти проверенных штаммов фаг действо- 
вал на 9). Из небольшой группы штаммов-продуцентов антибиотиков, 
ферментов и эндонуклеаз рестрикции (22 штамма) фаг0С31 действовал 
на 6 штаммов. В процессе этих исследований было обнаружено, что в 
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ряде штаммов различных видов содержится профаг, родственный фагу 
0С31. Так, ли иг и .тыл штамм Ь. саегЫ* 55 несет в качестве профага 
Фаг, который, по данным гетеродуплекспого и рестрикционного анали­
зов. полностью гомологичен фагу 0С31, а в штамме 8. 1тс1ап.$ 803 в 
качестве профага содержится фаг 0С43, имеющий 98% гомологии с 
фагом 0С31 [5]. Примечательно, что лизогенным по фагу 0С31 ока- 
за.՜ ՛>• и: гамм 8, ангеоГасчеп.՝-. образующий хлортетра цикл ин. Образу­
ющиеся в результате спонтанной индукции из зтого штамма фаги в от- 
лг ,,с от исходного фага 0С31 имеют делению в ЕсоШ-С фрагменте 
ДПК. Использование таких методов тестирования профага в лизоген­
ном гитаммо, как определение иммунитетной устойчивости с помощью 
вирулентных мутантов 0С31, ДНК/ДНК гибридизации с меченой ДНК 
фага 0С31, а также интеграции суперинфинпрующего фага 0С31 с 
генами резистентности по гомологии с резидентным профагом, позволя­
ет идентифицировать дефектно-лизогенные штаммы, Содержащие, по- 
виднмому, часть генома профага, гомологичного фагу 0С31. Среди 
г;их обнаружены как штаммы, обладающие иммунитетной устойчи­
востью к фагу 0С31 (напр., штамм Б птозиз—продуцент окситет­
рациклина), так и штаммы, чувствительные к нему. Эти данные ука­
зывают на то, что фаг 0С31 или его варианты, имеющие структурные 
модификации молекул фаговой ДНК, содержатся в качестве профага 
в довольно большом числе штаммов актином инетов. Обнаружение в 
ряде штаммов профагов, родственных фагу 0С31. создает дополна­
гельную возможность для включения в эти штаммы фагового вектора 
но гомологии с профагом.

Конструирование векторов на основе фага 0С31 стало возможным 
благодаря генетическому и физическому изучению этого фага [9. 12]. 
Выла построена генетическая карга фага, при построении которой ис­
пользовали температурочувствительпые (1$) муганты, с-мутанты, не спо­
собные к лнзогенизацни чувствительного штамма, и мутанты по кругу 
хозяев (11). Изучение делениоиных мутантов фага позволило выявить 
«несущественные» для литического развития области генома. После 
повтор г: ых обработок фага хелатирующими агентами были получены 
делецнонныс мутанты с изменённым фенотипом С, Еуй и О [3], с по­
мощью которых в геноме актинофага идентифицирована непрерывная 
«несущественная» область (рис. 1), а также установлена корреляция 
между генетической и физической картами. С использованием данных 
гетеро  дуплексного анализа показано, что две протяженные области, со­
ставляющие 19.1 и 6% общей длины генома, перекрываются деления* 
мн. Это позволяет считать, что фаг 0С31 и его делеционные варианты 
могут быть использованы как векторы замещения и включения. Так, 
например, при замещении фрагмента ЕсоКЬС. расположенного в пре­
делах «несущественной» области, клонируемым фрагментом реком­
бинанты можно отбирать среди фагов, имеющих фенотип 1.у"՜ (д՜. 
На основании данных, полученных на фаге 0С31, удалось сконструиро- 
вать серию «КС» векторов. Эти векторы способны интегрировать и хро­
мосому гго гомологии с профагом и клонируемым фрагментом, а также 
по сайту прикрепления а И [6].
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В процессе работы по выявлению возможностей конструирования 
удобных фаговых векторов был обнаружен еще один фаг- 0С֊13, вы­
деленный из лизогенного штамма 8. 1п4(1ап$ 803 [5], который может 
быть использован как основа для фагового вектора. Генетический и 
гетеродуплекснын анализы фагового потомства, образующегося в ре-

Рис֊ 1. Физическая и генетическая карты эктннуфага 0С31. (А) С лот- 
нымм линиями обозначено расположение делений по результатам гетеро- 
дуплексного анализа (К) Буквами на рестрикционной карте обозначены 
ЕсоШ фрагменты ДНК фагз. (В). Цифрами на генетической карге обо­
значены величины сцепления между мутациями сиЬв трехфакторных скре­

щиваниях.

зультате спонтанной индукции лизогенного штамма 803, показали, что 
этот фаг идентичен фагу 0С31, и единственным отличием между ними 
является присутствие и геноме фага 0С43 чужеродной вставочной по­
следовательности (18) размером в 1.7 тысяч пар оснований (г п. и ), 
расположенной в пределах «несущественной» области генома (рис. 2/1). 
Показано, что в районе вставки с высокой частотой образуются деле­
нии, один из концов которых находится либо в месте включения встав­
ки, либо в ее пределах (рис. 2 /1, Б) Варианты, несущие полую встав 
ку. часть вставки или утратившие ее, отличаются друг от друга по фено­
типу негативных колоний при высеве фага на газон тестсрного штамма 
$. а1Ьнз 43. Генетические данные и результаты гетсродуплекеного ана­
лиза ДНК фагового потомства, образующегося в результате спои гаи 
ной индукции лизогенного штамма, наводят на мысль, что вставочная 
последовательность, по-вндимому, присутствует в геноме профага на 
расстоянии 1,4 т. п. и. от одного из сайтов интеграции профага. Апа-
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.1из свинств лизолтого штамма, несущего профаг со вставкой, пока­
зал, что у него с частотой 1—5-I0՜3 возникают дефектно-лизогенные 
варианты. Согласно результатам анализа фенотипов фагового потом* 
<՛ .՝ двойных лизогенных штаммов, дефект профага обусловлен дслс- 
нчей ;Ш или cos сайтов, расположенных в районе вставочной послсдо- 
ытельности |-1]. Включение в эту структуру фрагмента ДНК с геном 
резистентности к тиострептону (рис. 2 В) нс влияет на ее способность

8.0 6.0 4.0 2.0

фС43 *Л 
msf 
ms г 
ins 6 
insS
/ns 4 
z / 
л //
4 12

$C3!4.H

QC43ms8

ms 82 

instil 

ms 83

« --------  - фргэбый геном
- 75 - подобная структура

■■■ - фрагмент с -гном етойчивос/ги к тиостртт: ну

Рис. 2. Структурные модификации в геноме фага 0С43, обусловленные 
присутствием чужеродной вставочной последовательности (15). (А) Фа­
говое потомство, образующееся в результате спонтанной индукции лизо­
генного штамма 5. ку!<1ап& (0С43). (Б) Делегированные варианты, воз­
никающие ) фага 0С43 1п$1, несущего целую вставочную последователь­
ность. (В) Строение молекул ДНК рекомбинантных фагов, несущих ген 

устойчивости к тиострептону.

генерировать делении и в ряде случаев приводит к увеличению часто­
ты утраты структуры. Включение в вставку селективного маркера по­
зволяет проводить эксперименты по изучению ее способности к переме­

щению в пределах хромосомных, фаговых и плазмидных репликонов и 
выяснению функциональной роли этой последовательности в дестаби­
лизации актиномннетного генома. Полученные нами данные указывают 
на определенное сходство в поведении !Э структуры актинофага 0С43 
и 18 элементов бактерий.
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Анализ строения молекул фагового потомства лизогенного штам­
ма 803 позволяет сделать вывод, что наличие в профаге вставки при­
водит к образованию сверхгенома, не способного к уиако-вке в фаговые 
частицы. Это обусловливает наличие в фаговом потомстве вариантов 
с делениями фагового генома и возможность отбора вариантов со струк­
турными модификациями ДНК in vivo.

Наличие такого рода сверхгенома показано в профаге штамма, ли­
зогенного по фагам 0С31 и КС500; последний несет гены устойчивости 
к тиострептону и виомицнну, а также содержит ДУеЦйй сайта ait. Ана­
лиз строения фагового потомства, образующегося в результате спон­
танной индукции штамма 66 (0С31, КС500), указывает на то, что ре­
комбинация при образовании этого двойного лизогенной։ штамма про­
изошла в участке между дсленией :։ клонируемым фрагментом фага 
КС500 (рис. 3). При этом должны были образоваться молекулы фа­
говой ДНК, не способные упаковываться в фаговые головки как из-за 
малых, так и из-за слишком больших (сверхгеном) размеров. В потом­
стве такого двойного лизогенного штамма действительно обнаружены 
фаги со структурными модификациями молекул ДНК. Гак, идентифи­
цированы варианты, несущие два пли один из маркеров устойчивости 
к тиострептону и виоминину, сохранившие или утратившж а:! сайт 
(ряс. 3). Это позволяет идентифицировать фаги с изменениями в струк­
туре ДНК in vivo, не прибегая к манипуляциям in vitro.

Важным этапом при осуществлении клонирования в штаммах акти- 
помицетов с помощью фаговых векторов является необходимость про­
верки штаммов на наличие систем рестрикции и модификации (РМ) чу­
жеродной ДНК. В табл, суммированы данные по идентификации РМ 
систем у ряда штаммов Streptomyces, таких как S. griseus. S. tradsac, 
S. dnnanionensis, продуцирующих антибиотики гризин. г ил шн мои- 
энзнн соответственно, S. albus G н Reg2, из которых изолированы эндо­
нуклеазы, участвующие в рестрикции чужеродной ДИК in vivo. Как ьи I- 
но из данных таблицы, у ряда штаммов обнаружено по две системы ре­
стрикции чужеродной ДНК. Кроме того, некоторые из этих РМ систем 
были перекрывающимися у штаммов различных видов.

Особый интерес представляют модельные штаммы S. coclicolor 
АЗ (2) и S. livldans 66, которые широко используются в качестве реци­
пиентов в опытах по молекулярному клонированию. Генетическое изу­
чение взаимоотношений фага 0С31 со штаммом АЗ (2) позволило нам 
заключить, что фаг 0С31 тестирует в штамме АЗ (2) в присутствие си­
стемы РМ. Наблюдали строгую зависимость эффективности рассева фа­
га 0С31 от предыдущего хозяина |lj. На основании результатов прове­
денных экспериментов нам удалось идентифицировать фенотипы Р_МГ, 
R_AV и R М՜ у ряда штаммов и показать одинаковую специфичность 
модифицирующих активностей штаммов АЗ(2) и 66.

Анализ генотипов межвидовых рекомбинантов, полученных при 
Скрещивании штаммов АЗ (2) R+M՜1 и 66 П "М+, позволил локализовать 
гены РМ на хромосомах этих штаммов. Были получены ?! исследованы 
рекомбинанты с различными перекрывающимися вкладами родитель­
ских хромосом.
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Рекомбинанты с фенотипом R г М4՜ содержали фрагменты хромосо 
мы штамма АЗ (2) в районах между маркерами айеА! и *1гА1 или 
аг^Л1 и су$О18. Замена этих фрагментов на -фрагменты хромосомы

Вырезание (pares | 
при споите н.нои индукции՝. 66(фс3!..КС 580)*

££s не упаковывается ит-га 
'rQSM0 логоразмера генома

потомство
сверхгеном

сверхгенома

Фаги Рестрикционные карт и правого конца моле куп фенот и пы 
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25 

83

Z4

Tmo'V^Ly? KMM 

Thio^V^LufTum 

1’/no*WosLyo 7u 

Thia* Vio'Lug Turn 

Thio' Vml.yp'* * * 

ThtO'Vio'LyyTu

''в *8 P с
Г~д^Я1г г- в к СОЗ

ай
; ^5 к F К СОЗ

аи
г" В \13 К £ КСО5

Л ай
К £ Л СОЗt^.»֊ - aft

К { к cos
all

# - ужовый геном хромосома хозяина,
( ) деления: фрагмент Он к срМЗЗ! (—>), Сзг б»»;
и уро (&>) генами

* * кин три ль * м * } (рф“к та в/иктьрассева на $и 143*10*
Е ЕсоК1. у-ЕсоЕУ, К-КрпГ, Р֊Р$1 /, В-ВатН!

Интеграция рига кс500ерезидентный лрмриг у с ?/
I тру к тура ц (вой (теа рнкре к ом а и нантны* (рогов • 
обрп -нрощикся в результате спонтанной индукции 
двойного лизогенного ттмма ЬЬ (фсЗ!. кс500)

Риг. 3-. Схема образеязния (расовых рскомбнпйнгон н проиегги спонтанной 
индукинн двойного лизогенного штамма и рестрикционный анализ ДЫК 

этих фагов.

штамма 66 приводила к образованию рекомбинантов с фенотипом 
Р-М՜. На основании эшх данных бы.՛։ сделан вывод о локализации РМ 
генов между маркерами <и!еА1 п з(сА1 или аг^А! и сд^Е>18. Получен­
ные рекомбинанты могут быть использованы в качестве реципиентов в 
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опытах по молекулярному клонированию на фаговых векторах. Исполь­
зование рекомбинантов, у которых необходимые гены расположены в 
небольшом фрагменте хромосомы одного из роди п лоских штаммов, уве­
личивает возможность отбора клонов с мутантным фенотипом среди 
рекомбинантных клопов, возникающих при включении векторного фа-

Сйстс■,՛.!.! рестрикции л .модификации штаммов 31тер(о։иусс$. нлентифицироваппые с 
помощью различных актииофагов

Т а б .1 и и а

Штамм Р՝.’. 
система

Рсстрик- 
тазы

Фено тип 
штамма Фаг-тестер

КЭ13 
■на Кг| 
нпплб I 

1

Б. ссгёИсб1ог ЛЗ (2) ЗсоА 1 , у* "Г мг 0С 31 1

йс«2 Зсё?! •2 1 R,' ,М, Рй 81. Рц 2 1

5, £г15еи8 Кг. 20 Зс£ 20 1 Бсд20 1 Р|- мг* ОС 31. 1*6 81. рц 2 1

3. 1։е!йзп5 66 311 66 1 —- РГ֊М‘ 0С 31’ 1

3- Н\'։<1 лп$ 67 311 67 I — •"? \Ф5 2

3. ИасНае 3 ЗГгВ I — к,1 м,- р? 2 3

3. р,г։$еи$ Кг. 15 З^г 15 1
З^г15 И

— *Г 'V «и •'Щ
р« ы
Ра 2. ос 2

4
3

3. £п$еи$ Кг. 15—13 Зр 15 11 — R,֊ Мг+ R,1, ■՝ч Рд 2. ОС 2 3

§. я!Ьиз б Ба 16 1
ЗаЮ И БаЮ 1 R* мГ Ип "А

Рц 2. С 31
Рк'2

5
6

3. л1Ьн< О 5й1 43 ЗаШ И — R֊ М,- R,1, Мй Рд2 6

3. а!Ьи$ О $а1 2 БаЮ И — Й(- «и У.н Рд2 Б

• Тестирует функционирование модифицирующего компонента РЧБН 66 1 пклемы 
•• —рестриктма не выделена.

га по гомологии с клонируемым фрш.ментом. Дальнейшие исследова­
ния в этой облает будут способствовать отбору удобных реципиентов 
изолированной ДНК, в которых могут быть совмещены свойства стан­
дартного рсииписнтного штамма 66 и генетически маркированного 
штамма АЗ (2). Арсенал имеющихся генетических приемов, доступных 
при работе с фагом 0С31, достаточен для тою, чтобы оценить взаимо­
отношения этого фага со штаммами, и которые предполагается перено­
сить клонируемые иа фаговом векторе гены с помошыо фаговой инфек­
ции.

Суммируя вышеизложенное, можно считать, что степень генетиче­
ской и физической изученности актлнофагов, а также результаты ана­
лиза их взаимоотношений с культурами актиномицетов могут служить 
реальной предпосылкой для решения теоретических и прикладных задач 
генсти к и а ктн но м ицетов.
ВНИИ Генетика, Москва Поступило 1985 г.
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ԱԿՏԻՆՈՖԱԳեՐԻ ԳԵՆԵՏԻԿԱՆ էՎ ՆՐԱՆՑ ՓՈԽ2ԱՐԱՐԵՐՈԻՒՑՈԻՆՆեՐՐ 
11.ԿՏԻՆՈ1րր՚ՑԵՏՆէյՐԻ ՀԵՏ

Ն. Դ. Ա1ՄՈՎ114ԱՅԱ. Ն. Մ. ՄԿՐՏՈՒՄՅԱՆ. Տ. Ա. ՎՈ1»-4|ՈՎ11..
Դ. Լ. 1րՈ1«ՐՍ.ՎՆ1'ն. Ե. Վ. ՊհՐՈՎԱ

Ներկայացված Լ ակաինոֆաղերի դենետիկա յի ե SlreptOmVCCS տերերի 
Հետ նրանը փոխազղեըության որոշ ասպեկտն!. րի ամփոփումը: 0С5/ ֆազի 
րարտեղավորմ ան վերաբերյալ ղենեաիկական ե ֆիզիկական տվյալները հ ք: ։f 
են ստեղծում ֆազի ղելեըիոն մ ո էտան տների ուրոաղործմ ան համար վեկտոր­

ները կառուցելիս: ՀՀհՀԼ-13 ազգակից ֆազի դենետիկական և ֆիզիկական ուսում­
նասիրությունները մ ատնանջում են բարձր հաճախականությամբ ղելեըիա֊ 
ները սաաջաընոզ IS-bi/ան ստրուկտուրա յի ներկայությունը նրա զենոմում: 
Յոլյը է տրված 0Q43 ԴՆՕ' կաոուըվածրային մողիֆիկացիւււներով |П VIVO 
ֆազերի սելեկցիայի հնարավորությունը։

Հանրադում արի են բերված տերերի կողմից հսկողության տակ գտնվող 
п ե и ս։ րիկ t; ի ոն և մ ոդիֆիկացիոն սիււտեմի ղենետիկակտն ուսումն tn սի բո։ թ յւււն - 
Նճ/րր, ինչպես նաե այղ սիստեմների տարւսծվածութ յոլնը Տ՜reptOHIVCCS տե­
սակների շրջանումt թնդզծված է ակտինոֆազերի մ ոլեկուլ լար կենսաբանոլ- 
թյան և գենետիկայի վերաբերյալ տվյալների ղերը ակտինոմիցեաների ֆուն­
դամենտալ և կիրաոական ուսումն ասիրութ յունների համար:

GENETICS OF ACTINOPHAGES AND THEIR RELATIONSHIPS WITH 
ACTINOMYCETES

N D. LO MOVSKAYA. N. V. MKRTCMIAN. T. A VOEYKOVA, 
G. I.. MURAVNIK. E. V. PEROVA

A review of genetics of actinophages and some aspects of their 
relation to Streptomyces hosts is presented. Data on genetic and physi­
cal mapping of temperate 0C3l phage are shown to provide the basis 
for using deletion phage mutants in construction of phage vectors. Ge­
netic and physical studies of related _'C-I3 phage have shown the pre­
sence in the phage genome of IS like structure which generates dele­
tions with high frequency. The possibility of in vivo selecting phages 
with structural <0043 DNA modifications is demonstrated.

Genetic studies of host—controlled restriction and modification sys­
tems in actinomycetes are summarized and distribution of these systems 
among Streplomyces species is shown.

The role of the data on genetics and molecular biology oi actlnop- 
hnges In fundamental and applied studies of actlnomycetes is emphasized.
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СИСТЕМА КОНЪЮГЛЦИОННОГО ПЕРЕНОСА 
ПЛАЗМИД У АС1К’ЕТОВАСТЕИ

С. з. миндлин. Ж м. ГОРЛЕНКО

В почвенных бактериях из рода /\cinetQbacter, выделенных из Хамдархапского 
ртутно-сурьмяного месторождения, присутствуют две плазмиды несущие детерми­
нанты устойчивости к соединениям ртути. Более крупная. рК1.2 (60 т. и. и.), способ- 
на к конъюгат и иному переносу в чувствительные клетки Асте»оЬзс1ег. Менее круп­
ная. рКЫ (7,5 т. п. я.), не обладает коньюгатнвными свойствами, ио с помощью 
рК12 может проникать в чувствительные к ртути бактерии, в том числе далекие и 
систематическом отношении. Предполагается, что система коныогатнвногб переноса 
Н"։ детерминант, обнаруженная у Ас1пе1оЬас1ег, может обеспечить распространение 
)сгойчивостп к соединениям ртути среди широкого круга бактерий.

Ключевые слова Ас1пеюЬас1ег. Нуг детерминанты, конъюгат авные плазмиды.

Ранее было показано, что в грунте шахты Хайдарканского ртутно- 
сурьмяиого месторождения обитают бактерии различных систематиче­
ских групп, устойчивые к соединениям неорганической ртути (Н^С12) 
[2,5]. В большинстве случаев Н"г детерминанты были локализованы 
на плазмидах различного размера. Наше вшгмапнё привлекла пА-азми- 
да, обнаруженная в нескольких штаммах Ас1'пе1оЬас1ег (Р^13—Р>18), 
обозначенная рК1..1 [1]. Это небольшая плазмида, величиной в 7,5 т. п. п., 
характеризующаяся широким кругом хозяев. Сама по себе рКЫ не об 
ладает конъюгативными свойствами, по с частотой 10՜ —10~5 может 
переходить из исходных штаммов Ас|’пе1оЬас1ег в клетки многих нерод-
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ственных видов бактерий. В штамме Psl8, наряду с pKLl, присутству­
ет более крупная плазмида величиной ՝֊■ GO т. п. и. Ей, предположи­
тельно. и приписали свойство копъюгативности, а также способность мо­
билизовывать плазмиду pKLl [1].

Настоящая работа посвящена дальнейшему изучению природных 
плазмид, детерминирующих устойчивость к солям ртути.

Материал а лепиишиа. Штаммы. Acfnetobacter Psi4, устойчивый к HgCL 
описан ранге (1.2,5J. В качестве Hg* реципиентов использовала Pseud ■ипопа$ aeru­
ginosa М!.42}'2sir-r, л гакже представителей рзда ACinetobacter; А сзJcoa-;ei.c։is Bl) 
413. любезно предоставленный ■). '1жуни, A. calcdaceilcus van Iwoffj, полученный 
от М.З. Юрьева, и Xcin.eiobacter sp.WI-l —ISO, являющийся Hg производным штам­
ма W14- W14, как и Р$18. выделен из грунта Хайдэрканского месторождения, но из 
другой пробы. W14 186 отобран нами в потомстве IV'14 1 (.Чг‘ мутант WI4) после 
его облучения УФ .ту i.imj и подратинанни выживших клеток при суб.՛.стальной 
температуре (35,5 ).

Среды Культуры бактерии выращивали на стандартных Средах 1В и \В Ирл 
■и’оре гранен:.цъюгантов использовали агаразованную среду \В с добавками HgCL 
(5 мкг/мл) н стрептомицина (100—200 мкг/м.".! или рифампицина (40 мн։.мл), как 
описано ранее | I ].

Квнъхнациопные скрещивания проводили путем 16—20-iacoBorb выращивания 
смешанных культур на агаре Хеттингера с последующим высевом проб из различных 
разЕЮДений на селективные среды [I].

Электрофорез образцов ДПК проводили н блоке Г.^-ного агар-зного геля. 12Х
11 см, н трис-ацстатном буфере при 100 В а течение 4 ч.теон

Д'л.ч выявления пмлмид использовали модифицированный чет: ; 3 .харда ['։], как 
описано ранее [2].

Результаты и обсуждение. Конъюгатианые свойства и плазмидный 
им. гаи трансконъюгантое P^l^Acinetobucier Нц” . При скрещивании 
!':-lsc бактериями друнгх гистсматащ-ских групп В клетках триисконъю- 
։антов неизменно обнаруживались pKLl, тогда как pKL2 во вг?х слу­
чаях отсутствовала [1]. Поэтому предположили, что либо pKL2 нс 
обладает копъюгативными свойствами, либо она нежизнеспособна в 
клетках неродственных бактерий или не передается в них при конъюга- 
нни. Первому предположению противоречат факты конъюга i явного пе­
реноса pKLl из Рь18 в другие бактерии, хотя сама рКЫ этой способ­
ностью не обладает [lj. Для проверки второго предположения были 
проведены близкородственные скрещивания Aciiictobacicr Psl8 11g՜ X 
Acirictobacler Hg с использованием в качестве реципиентов различных 
представителей рода Acinclobacter.

Во всех скрещиваниях с частотой 1-3X1 О՜3 обнаруживались Hgr- 
колонии (часть данных представлена в табл. Г). Очевидно, что если 
pKL2 обладает способностью к конъюгации, она должна присутство­
вать и клетках хотя бы некоторых транскоиыогантов наряду с pKLl.

Чтобы выявить трэнсконъюганты такого типа, мы провели повтор­
ный никл скрещиваний, в которых использовали в качестве реципиен­
тов как Acinetobactcr. так и Pseudomonas. при этом исходя из допу­
щения, что трансконъюг анты, приобретшие обе плазмиды (pKLl и 
pKL2), будут образовывать Hg' рекомбинанты в скрещиваниях с обо­
ими рсниписитными штаммами. В то же время траискоиъюганты, со­
держащие только pKLl, hw дадут Hg' транскон'ыогантов ни в одном из 
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Частота переноса Hgr плазмид и плазмидный состав грансконъюгактов
Таблица 1

Транско։гьюган։ы 
PS1&XW14-180*

Частота конъюган онного переноса 
плазмид н скрещиваниях с’* Наличие плазмид в ис­

ходных трансхонъюган- 
тах (данные элек урофо­

реза)тип число Aclnctobacter 
(BSW27-2)

Pseudomonas 
(М 1.4262 str)

I 4 1.0-2.5хЮ“3 1.5-5.0x10-* pKLl, pKL2
И 3 <2.5X10՜"* <2.5x10՜* pKLl

111 9 1.5-2.5Х10՜3 <2.5ХЮ-9 pKL2

• Аналогичные результаты получены для транско1гък>гантов Р$18ХАс1пе1оЬас1ег 
В$\¥27-1 и В 0413.

•" Частоту переноса определяли как отношение числа Н^г колоний к общему числу 
колоний

скрещиваний (см. схему, рис. 1). Результаты подтвердили это пред­
положение (табл. 1 и рис. 2). В дополнение к двум указанным типам 

трансконъюгантов неожиданно был обнаружен еще один. Как 
показали данные электрофоретического анализа, в клетках этого типа

Acme to 
j bacter 
(я$5Л/р֊г)

Pseudo­
monas

r)

отбор HfStr-r отбор H^Rif-r

Рис 1. Опреде.хиие коныогатииных свонста плазл։хды рК1-- (схема) 
<4֊> присутствие H"r КН* рекомбинантов в соответствующих скрещиваниях 

с—•> отсутствие II" rRn' рекомбинантов н скрещиваниях.

присутствует только плазмида величиной GO т. и. и., г. с. pKL2 (см. 
рис. 2, тип III). Такой тип Ilgr т р.чнеконъю! антов передаст признак в 
последующих скрещиваниях только рецнпиентным штаммам Acinv'.o- 
bacter (табл. I).

Из полученных данных следует несколько заключений: pKI.2 не- 
сет детерминанты устойчивости к ртути; опа является коиъюгативаон 
плазмидой с узким кругом хозяев, по-внлимому, ограниченным видами 
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Ас։пс1оЬас(сг; присутствие этой плазмиды обеспечивает коиъюгатнвиый 
перепое р1\Ь1 в неродственные бактерии.

Конъюгативиые свойства рКЬ2, в частности ее способность мобили­
зовывать неконъюгативную плазмиду рКИ, могут способствовать рас­
пространению последнем среди почвенных бактерии, прежде всего пред­
ставителей АсшсюЬасгсг. Вопрос особенно интересен при выяснении 
путей «•горизонтальной» эволюции Нд‘ факторов в ареале ртутного 
месторождения [2, 5]. В связи с этим исследовались свойства 
плазмид у независимо выделенных штаммов Ас|'пе1оЬас1ег.

Распространённость рКЫ и рКЬ2 в штаммах АсигМоЬаМег, выде­
ленных из грунта Хайдарканского рудника. Смешанные культуры бак­
терии, устойчивых к ртути, были заложены на хранение в виде лио- 
фильно высушенных образцов [2, 5]. Они и были использованы в ка­
честве исходного мат.-риала при выделении новых штаммов АсихЧсЬас- 
!сг, идентифицированных в соответствии с описанием этого рода [3]. 
Мы изолировали свыше 30-ти штаммов этих бактерий, в дополнение к 
выделенным ранее Р. Б. Хесиным [2, 5].

Наличие коиъюгативных Н#' плазмид в клетках всех штаммов и 
размеры плазмид устанавливали по способност։* передавать признак Ниг 
реципиентам .-\clnetobacter и Ряснёотопзя и результатам электрофоре­
тического анализа плазмидпой ДНК соответственно. Полученные дан­
ные сведены в табл. 2. Они свидетельствуют о частой встречаемости

Распространенность рК1.1 и рКЬ2 в Нцг игга.ммах Асп:е(оЬйсит
Т а б .՛։ и ц а 2

Место отбора 
проб № пробы

Всего 
изучено 
штаммов

Из них, содержащих 
плазмиды

₽КЬ2 рК1.1, рК1.2

Штольня. 7’ 16 6 7
-300 м 7* 9 9 —
от входа 7" 5 3 1

Штольня, 8' 2 2 —*
-100 ы 8’ 2 1 1
от входа 8" 2 2 —

конъюгативной плазмиды величиной 60 т. п. н. среди штаммов, выде­
ленных из различных проб грунта. Можно предположить, что этой 
плазмидой является рКЬ2. Плазмиду с молекулярной массой, харак­
терной для рКЫ, удалось выявить только в половине проб, причем во 
всех случаях в клетках одновременно присутствовала плазмида с моле­
кулярной массой 60 т. и. п.

Таким образом, мы обнаружили систему коныопа пион лого перено­
са Нц • детерминант, находящихся на плазмидах .\cinelobacicr. По-вн- 
димому, она не только обеспечивает распространение детерминант
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/23-4 5
Рис. 2. Плазмиды pa i.ih'-iiimk ri’im 1ранск<жъ.чм^ит<>в ։л скрещивания 
P&I8XWI I 180 I тип II (|>1<! I); 2 тип I (pKl.l. pKL2); 3. I тип Hl 
(pKL2). 5—реципиент Wil 180 Пыдижеппе свидетеля—плазмиды RPJ 

(GO т.п. н) и llgr плазмид указано стрелками.



устойчивости к ртути внутри рода Acinetohacter, но и обладает нотой֊ 
ццальяыми способностями к их миграции в неродственные бактерии. 
Дальнейшие исследования покажут, происходит ли это на самом деле.
Институт молекулярной генетики АН СССР. Москва Поступило 13.VIII 1985г

Hgr —Պ1.Ա9.ՄԻԴՆԵՐԻ հ11Ն311ԻԴԱՅԻՈն ՓՈԽԱՆՑՄԱՆ ՍԻՍՏԵՄԸ 
ACINETOBACTER-ի ՄՈՏ 

Ս. 9.. ՄհՆԴԼԻՆ. ժ. Մ. ԴՈԻԱյՆԿՈ

հանղաբկանի սնդիկա-ծարրային հանքավայրի յյ անջատված AciuelO- 
է՚ՃՇէ^ր ւեոի հողային բակտերիան Լրում տոկա են 2 պլաղմիղներ, որոնք կրում 
են սնդիկի մ ի ա յյութ յունն երի նկատմամբ կտյունութ ւան ղետերմինանտներ։ 
|)1\Լ«?ք6'0 ն. հ. ղ.) սյլաղմ իղր ընդունակ է կ ոնյուղատիվ փոխանցման \( 1П<‘- 
lohacter֊/։ բջիջներում։ pKL/ (7,5 ն. հ. ղ.) պլաղմիդր չունի կռնյուղատիվ 
աոանձնահատկոէթյոլններ, բայց [) 1x1.2-// օդնությամր կարող Լ նեբի!ավւան- 
ցել սնդիկի նկատմամբ զգայուն բակտերիաների մեջ, այղ թվում սիա/ւեմա- 
տիկ տեսանկյունից հեռավորների մեջ: ենթադրվում է, որ Afilietobac։СТ-/» 
մոտ հայտնաբերված \ \&c -ղետերմինանտների կոնյուղաւոիվ փոխանցման 
սիստեմը կարող է ապահով՛եք սնդիկի մ ի ա ցութ շունն երի նկատմամբ կա;՜1։- 
նաթյունը բակտերիաների չայն շրջանում։

SYSTEM OF CONJUGATION TRANSFER OF THE Hgr PLASMIDS 
IN ACi\ETOBACTER SP.
5. Z. MINDIJN. G. M. GORLENKO

In soil bacteria of the Acinetobacter sp. isolated in the Khaidarkan 
mercury and antimony mine there are two mercury -resistant plasmids. 
The larger plasmid. pKL2(6Okb) is capable of conjugatiunal transfer 
to Acinetobacter sensitive cells. The smaller one, pKLl (7.5 kb) 
displays no such transfer but with the aid of pKL2 can penetrate into 
mercury sensitive bacteria including those systematically remote. It is 
suggested that the I :g' determinant conjugations! transfer sy tern revea­
led in Acinctobacter might be responsible for the distribution cf HgCl2 
resistance in diverse bacteria.
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РАЗРАБОТКА СИСТЕМЫ ПЕРЕНОСА ГЕНОВ 
НА ОСНОВЕ ПЛАЗМИДЫ pAS8-l2l 

У RHODOPSEUDOMONAS SPHAEROIDES
С. В. КАМЕНЕВА» А. Н. ДУБЕПКОВСК11П. Т 11 ПОЛИВЦЕВА

Предложена система конъюгации на основе плазмиды pAS 8-121. лэклдак возмож­
ность вводить транспозоны (Гл) н плазмиду и хромосому пурпурной несернон фото, 
трофной азотфихелрующей бактерии Rhodopseudomonas spltaeroldes. Осуществлены 
транспозиция Тп7 и васдепие плазмид pAS 8-121 и pAS 8-121. Тп5 в хромосому згой 
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бактерии. в результате чего индуцированы хромосомные мутации ;՛. вторичные пере­
стройки хромосомной ДНК. Показано, что клетки пурпурной бактерии, несущие хро­
мосомы с включенной в них плазмидой рА$ 8-121. являются донорами, осуществляю­
щими поляризованный перекос хромосомных маркеров; получена коллекция Hir-штам­
мов, мобилизующих хромосому К. sphaeroides с различных точек. Выделены R' ва­
рианты pAS 8-121. несущие фрагменты хромосомы пурпурной бактерии.

/ключевое слова: конъюгация. плаомиди с широким спектром хозяев, транспозон, 
СЮт отрофктлв бак терпи.

Собственных систем переноса генов у фототроф пой бактерии R. spha- 
erciidt's не обнаружено. В ряде лабораторий пре (.принимаются попыт­
ки использовать для создания систем конъюгации \ этой бактерии ши- 
рокотрансмиссивиых плазмид других бактерии. Показано, что в клет­
ки R. sphaeroides с высокой эффективностью передаются конъюгатив- 
ные плазмиды Р1 группы несовместимости от Е. coll и Pseudomonas 
aeruginosa. Переданные плазмиды стабильны в клетках нового хозяи­
на и способны обеспечивать его внутривидовую и межвидовую конъю­
гацию [2, 8, 10, 13. 14]. Однако мобилизации хромосомы R. sphaeroides 
плазмиды PJ группы в большинстве случаен не способствовали или обес­
печивали перепое хромосомных генов этой бактерии с очень низкой час­
тотой [2, 8, 14]. Включение в плазмиды мигрирующих элементов (Тп 
и бактериофага Ми), как правили, не давало стабильного повышения 
частоты переноса хромосомных генов [2, 15], за исключением отдель­
ных случаев, специфичных для определенных штаммов [11, 13]. Не­
давно Людером с соавторами сконструирована система для введения 
в геном фототрофных бактерии транспозонов [12].

Нами на основе плазмиды pAS 8-121 предложена система для вве­
дения в хромосому пурпурной бактерии транспозонов и получения у нее 
Hi г-доноров.

Материал и метооика Штаммы бактерий, лсийльлованные в работе, прицедили 
в табл. I.

Среды. Полноценной средой служил L-бульон или l.-arap [3]. минимальной ере- 
.ок—среда Сисгрома |13]. Необходимые ■кмижжислоты и основания да ба кляли в 

|;<ц|и<нтрашш 20 мкг/мл. Антибиотики вносили п следующих количествах (в мкг/мл): 
ампициллин (Ар)—250, каламянки (Кпд и мономниин (Мп) 50, стрептомицин (Sini — 
25 для Е coli и 50—для К. sphaeroides, триметоприм (Тр)—20.

К<кч ыосиционные скрещивания между штаммами Е. coll проводили в жидкой 
L-среде по Миллеру [3], межродовые (Е coh с 1{. sphaeroides) и мс/к.'Ц штаммами 
К. sphaeroidex—на твгр ни՜։ среде Г! опытах ко передаче In и плазмид в клетки пур­
пурных бактерий искильзин.члн минимальный amp, а при переносе хромосомных мар­
керов—L-aiap При скрсщинапнн свежие культуры клеток донора и реципиента сме­
шивали в спотн кщ::нп 1:1 или 1:10. Но 10 мкл кои ьюгапионпой смеси цдпоенлк кап­
лей па поверхность агпризованной среды в чашке Петри В качестве к к гриль таким 
же способом п.чносили по б мкл культур донора и реципиента в отдельности. После 
16—20 ■ ннкуоишн при 32э бактериальны! клетки с каждого пятна суспендировали в 
1 : м.т физиологически ит раствора п в соответствующих разделениях высевали на 
селективные среды для определения титров клеток донора и реципиента, тралено- 
гаитов или рекомбинантов.

Мутагенез: Обработку клеток I. call угплмеглпсу.'н.финигпм: при получении К«»* 
вариантой плазмиды pAs 8-121 проводили ио методике, unncurniart Миллером [3].

Пмпмидную ДНК выделяли экспресс-яетодом [71.

980



Т я б л н и п I
Штаммы бактерий, нснильчопнНШ^е и работе

Штамм Гс и о т н к Источник

В. соП К—12:
.1 53 (рАБ 8- 121) (л) рго тс! (Ар Тс’ Кп|’Е1'ГП0' Тга* 1?ерА::Тп7) ВНИИ Генетика, Моск на

1 53 (рА$ 8-121) (X) рго тс! (Ар Тс’Кт’ ::Тл7 Е1"""’ Г»а* 11ер > ВНИИ Геиешка, Москва
НВ 101 ։1н 1си рго £я1 1ас &|г’ гссЛ гк՜ шк՜՜ ВНИИ Генетика. Москва
С 600 Ми*»' 1:1։ Пи 1ен Мп1'*1 $т1|р ВНИИ Генетика, Москпя
КЗ 1324 ։Ъ| П։г ’си Ы$ а։« 1ас мг’::Тпй И?)М им. И. Ф. Гамалеи,
ОС 146 рго шс( 1п$ т.тГЗ 1 иг уа! 8ИГ Москва
R, 5р1։лсго1|1е։. 211 прототроф МГУ, Гшологпческип фа-
Прока ноли ։.1 с 211 ку п.гет, ка рсдра мнкро- 

биологни
а<1 е <» «к1с 9 п1‘ $։г Получены нами ранее |2|
ас!е 41 а<1с 41 ։НГ яг*

аде 42 аде 42 гИг &1гг

аг₽ 6 агц 6 г11г ли'

те։ 83 те1 83 гНг $и։

р!։е 6 р11С 6 гИ' $։г'

Ир 1 1Гр1 111՛ $И։

Ыз П 1115 И гИг Я1Г՛

№ 22 1115 22111’ 51 г’

1Н5 25 1115 25г|Г $и'

111$ 40 |||3 40 г»Г 511'
тс։ 83 1115 5 шс1 83 111$ 5 гН՜' 51гг

а) В скобки заключены гены плазмид; Тп7 несет гены 8т* Тр' Тп5 Кт’-сс 
со



Электрофорез проводили в 0.5%-йог агарозном геле н горизонтальном аппарате в 
теченгн 5—6 ч при напряжении 100 В, применяя Трис-боратнын электродный буфер 
(Трис-90 мМ; борная кислота—90 мМ ЭДТА—2.5 мМ։. Исследуемые препараты до 
нанесения на гель смешивали п пропорции 1.1 с раствором, содержащим бромфеноло- 
ыый синий- 0,07%, SDS—7%. глицерин-33%. Гель окрашивали бромистым этидием 
\2—5 мхг/мл в течение 20 мни), после чего смывали и течение часа и фотографировали 
в УФ смете на фотопленку «Микрит» с оранжевым светофильтром.

Обработку препаратов ДНК рестриктаайй EcoRi осуществляли в течение 1—2 ч 
:.ри 37 в буфере: Трис НС1—6.0 мМ. MgCl2—6.0 мМ. NaCl- 0,15 М. бычин сыворо­
точный альбумин (BSA)—0.1 мг/мл, р[| 7.9. Реакцию останавливали прогреванием 
ври 65° в течение 5 минут.

Результаты и обсуждение. Транспозиция Тп7 и интеграция плаз­
мид pAS8-12l и pAS8-1213 в геном R. sphaeroides 2R. Для введения 
транспозонов в клетки штамма 2R пурпурной бактерии использовалась 
сконструированная in vitro на основе плазмид RP4 и Col ЕЛ гибридная 
плазмида рА$ 8-121 со вставкой транспозона Тп7 в ответственную за 
репликацию (герА) область ДНК RP4 [5]. Эта плазмида широкотранс­
миссивна за счет tea генов RP4 и реплицируется в Е. coli за счет систе­
мы репликации ColEl; в клетках R. sphaeroides 2R pAS 8-121 реплици­
роваться не может.

Нами введен в pAS 8-121 дополнительно еще Тпб. Предварительно 
плазмида pAS 8-121 была модифицирована: в результате обработки 
клеток Е. coli J53 (pAS 8-121) этилметансульфонатом был выделен 
К пт вариант—pAS 8-1211. Последний был конъюгативно введен в 
клетки штамма KS 1321, несущего Тпб в хромосоме. Затем при скре­
щивании двух штаммов Е. coli KS 1324 (pAS 8-121) и GC 146, стандарт­
ным методом была получена плазмида pAS 8-121: :Тпб, обозначенная 
pAS 8-1213.

Транспозиция Тп7 и Тпб в геном пурпурной бактерии осуществля­
лась в проводимых па минимальном агаре межродовых скрещиваниях 
2 К с последующим высевом коиьюгациоипой смеси на селективные 
среды с антибиотиками, устойчивость к которым определяется гране- 
позонами: стрептомицином к случае Тп7 и канамнцином в случае Тпб. 
Результаты этих экспериментов представлены в табл. 2. Видно, что 
маркеры Sai’ и Кшг наследуются клетками пурпурной бактерии с час­
тотами 10՜* и 10 соответственно. В случае Тп7 осуществляется как 
индивидуальная ми: рация транспозона в геном R. sphaeroides. так и 
наследование его в составе плазмиды pAS 8-121: Тпб наследуется пре­
имущественно в составе плазмиды pAS 8-1213.

Вес трасконъюгапты, несущие признаки транспозонов и плазмид, 
как было показано при электрофоретическом анализе -экстрахромосом­
ной ДНК, не содержали ь клетках автономных плазмид pAS 8-121 и 
pAS 8-1213 и не передавали контролируемых ими признаков лекар­
ственной устойчивости другим штаммам R. sphaeroides при скрещива­
нии.

-Тока шзаци.ч включений Тп7 и плазмид р.Л.$ 8-121 к pAS 8-1213 з 
геноме R. sphaeroides 2R Вставок Тп7 и плазмид pAS 8-121 и pAS 
8-1213 н криптичсские плазмиды пурпурной бактерии (м. в. 69 и 94 Мд)
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Таблица 2
Передача признаков Тп7 и плазмид pAS 8-121 и pAS 81213 от Е col: 

К-12 в R. sphaeroides 2В при конъюгации

Доноры-штамм ы 
Е. coll К-12

Траисконъюганты

селектируе­
мые призна­

ки Та

частота 
переноса

на клетку
донора 6|

наследование признаков 
плазмид

признак частота. %

J53 (pAS 8-121) 8л-.’ 1-310՜° Кп1г S3
GC 145 (pAS 8-1213) К гаг 1-5-10՜3 трг h:0
J53 (pAS 8-101)«> S а/ 5—8-10՜ ‘ Кат* 100

а)— Плазмида, используемая в качестве контрольной, 
aph, и реплицируется н клетках .4. sphacroides 2R.

б) —частота спонтанного возникновения Snir и К«п' 
2R—10՜* и менее Ю՜5 н.1 клетку соответственно.

несет Тп7, внедренный в ген

мутаций у R. sphaeroldes

Мутанты, индуцированные у R sphaeroides 2R в результате внедрения 
Тп7 к плазмиды pAS 8 1213

Табл и ца 3

Ауксотрофные Пигментные

A d е Era ‘Тгр Phe'Met А го гн$ Ст 1 - w Сп—g

Число мутантоз. Тп7 4 0 2 1 1 1 0 0 2
индуцированных: рА$ 8-1213 3 7 0 0 0 0 1 3 1

обнаружено не было [I]. По-видимому, они встраиваются преимущест­
венно в хромосому, так как среди трансконъюгантов, несущих Тп7 и 
плазмиду рА$ 8-1213 с частотами 0,4 и 0.8% соответственно, быль: по- 
лучеиы ауксотрофные и пигментные мутации. Спектры их представле­
ны в табл. 3 и показывают, что обе эти структуры могут включаться в 
хромосому пурпурной бактерии в различающихся >ля этих двух слу­
чаев точках. У клопов с включениями в хромосому Гп7 или плаз­
мид р.\$ 8-121 и рА8 <8-1213 были выделены вторичные ауксотрофные 
мутанты [ 11, что указывает на возникновение хромосомных перестроек 
в областях их интеграции.

Плазмида рАЬ 8-121 может быть использована для введения и ге­
ном R. 5р1тасго1‘<1еь других транспозонов с целью получения мутаций 
либо более значительных перестроек генетического материала.

Выделение РЦг-штаммов. Способность плазмиды рАБ 8-121 инду­
цировать мутации и вторичные перестройки в хромосоме пурпурной бак­
терии свидетельствует об ее ассоциации с хромосомой. В состоянии ко- 
интсграта с последней плазмида должна обеспечивать ее мобилизацию 
с высокой частотой при конъюгации. Для проверки этой возможности 
один из ауксотрофных мутантов, возникших в результате внедрения в
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хромосому штамма 2И плазмиды рА8 8-121. был использован н каче- 
С1ве донора в скрещиваниях с шестью реципиентами, несущими различ­
ные ауксотрофные мутации. Скрещивания проводили на полной среде, 
рекомбинанты отбирались на минимальной среде по признаку прото- 
трофности. Как видно из табл. -1. донор 2Г? яи1: :рА5 8 121 обеспечивал

Т а б л к и а 1
Перенос хромосомных маркеров R. sphaero:des э скрещивании донора 2R su :рЛ$

8-131 и различными аукеотрофамл

Реципиенты — производные 
штамма Максимальная ч.ч.тога

возникновения ։:|ино г - 
рофкых рекомбинантов 

па клетку донорапереносимый мар­
кер

частота
реверсии

ade 41 <ыо-я 1.510՜3
plie б О.4-1О՜8 1.3-ИГ4
up 1 0.5-10-” 1.0-10՜5
arg б -е 1 ■ кг* 8.4-10°
ade 42 <0.3-1<Г* 3.2-10՜6
ade 9 0.3-10՜8 2.6-10՜6

Частота реверсий к sill ֊ 1-Ю՜7.

передачу хромосомных маркеров пурпурной бактерии с высокой часто­
той. При этом наблюдался градиент частот образовании рекомбинан­
тов по разным маркерам от 10 "■՝ до 10 '՛ на клетку донора. По-види- 
мому, внедрение в хромосому штамма 2К плазмиды рЛЯ 8-121 при­
водит к возникновению НГг клонов R. арЬаегрИев 2И.

С целью получения коллекции I Иг-штаммов плазмида рА8 8-121 в 
межродовых скрещиваниях была вяеленд от Е. сбП 353 (рА8 8-121) в 
хромосомы трех яуксотрофпых мутантов штамма 2К: гпс183 1п$5. : ;Ш83, 
аг$6. 29 клонов, полученных п результате независимых внедрений рА$ 
8-121 в хромосомы этих мутантов (9 в первом случае и по 10 во втором 
и 1рстьем). анализировались на способность к передаче хромосомных 
маркеров в конъюганионных скрещиваниях с десятью ауксотрофнымн 
рсшшнситными штаммами. Отбор рекомбинантов проводили на мини­
мальной среде по признаку нрототрофпостн.

Все клоны пурпурной бактерии, несущие в хромосоме плазмиду 
1 Л8 8-121. оказались способными к передаче с высокой частотой хро­
мосомных .маркеров. При .-лом во всех случаях наблюдался градиент 
частоты переноса различных маркеров от 10՜3 до 10 ՛ на клетку доно­
ра. По гралиен!;. передачи различных маркеров все доноры были раз­
делены на пять групп (табл, 5).

Следует отметить, что описываемые эксперименты позволяют опре­
делить порядок передачи донорами различных маркеров лишь грубо, 
так как каждый из доноров скрещивался е набором рениниентоп, каж­
дый из которых нес одну ауксотрофную мутапию. Тем не менее ре­
зультаты, суммированные в табл. 5, позволяют заключить, что плазми­
да рЛ8 8-121 встраивается в хромосому пурпурной бактерии в несколь- 
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Табл и и л 5
Характеристика П ։ г-доноров R. 8рЬаепн<1с< 28

Д о норы
Порядок передачи маркеров

тип число
клеит

1 4 1П5 (11. 22. 25. 40) те։ 83 а<1с 41 рУс 6 лр 1
11 4 те։ 83 а;1е 4! р!։е 6 1гр 1

111 15 аёе 1! рбе б 1гр 1 аги 6
IV •1 ։тр 1 рЬе б пс!е 41
V 2 аг£ б 1 гр 1 рЬе 6 ас'е 41

кнх точках. Это обеспечивает возможность получения Шг-доноров 
этой бактерии, передающих ее хромосому с разных точек, и грубо о.пр.՛- 
дслнть порядок проанализированных мутаций на хромосоме (рис.).

Л/5//.??. ?5 *0 теСЬЗ о(1е41 рЬеЬ 1гр1 аг^Ь Маркеры

I Я д! № V Н£г-доноров
Рис. Порядок передачи маркеров R >ркаого։йе$ 21< НГг—донорами*

Полученные Ии-доноры могут быть использованы для локализации 
различных мутаний на генетической карте R. $р11асго։бе$ 2К при скре­
щивании с множественно маркированными реципиентами или при уче­
те сцепления анализируемых аллелей с каким-либо тестерным г. ном.

Селекция R' плазмид, несущих фрагменты хромосом R. ярНиегоМе՝. 
Наличие копите։р-атов плазмиды рЛЬ 8-121 с хромосомой R, >р11ас։о։- 
<1ев (Н(г-штаммы) открывает перспективы получения R' плазмид, не­
сущих участки хромосомы этой бактерии. С целью изучения стабиль­
ности коинтегратои клопы R. р)1асгснНс> 2И: :рА$ 8-121 скрещивали с 
Е. сон НВ 101. В случае распада коинтегратч плазмида должна пери 
даваться в клетки Е. со!։ в автономном состоянии. Тестом на переда­
чу рА8 8-121 в Е соП НВ 101 служило приобретен не клетками кишеч­
ной палочки устойчивости к канамицину, контролируемой плазмидиым 
геном.

Анализ сорока клонов 2К: :рЛ5 8-121 показал, что в 80% случаев 
плазмида передавалась из состояния коиптеграта и клетки кишечной 
палочки с частотами 10 1 - 10на клетку топора. Электрофорети­
ческий анализ плазмидной ДНК у Кт’ трапсконъюгантов Е. соП НВ 
101 подтвердил наличш в них одной плазмиды, ю отличающемся но 
молекулярной массе от исходной рА8 8-121. Следствием разрешения 
коиптеграта хромосомы R. $рЕаегои1ек с рА8 8-121 с исключением авто 
помпой плазмиды является возможность образования R' плазмид раз­
личной структуры.

Выделение R' плазмид по их способно;՛!и комплсмСЕПиронать ауксо- 
трефные мутации Е. соН К-12, классический метод отбора R' факто­
ров |9|, не дало положительных результатов.
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Бы i предпринят поиск R' плазмид среди исключенных из коиите- 
гратов делегированных вариантов pAS 8-121. Предполагалось, что де­
легированные участки плазмидной ДНК могут быть замещены фраг­
ментами хромосомы R. sphacroides. Для получения делегированных 
плазмид был использован феномен, обнаруженный Мироновым с соавт. 
| 1], которые показали, что при. коныопативном переносе плазмид с ге­
нами КпГ (Sm г ) в моиоминин- или стрептомииинзависимыс (Мп^ 
Smd>’) штаммы Е. coli возникают трансконъюганты с плазмидами, не­
сущими делении генов Knf или Sinr.

С целью получения вариантов плазмиды pAS 8-121 с делениями 
гена Кгп 2-1 клона R. sphacroicles 2R: :pAS 8-121 скрещивали с у- ципи- 
ентом Е. coli К-12 С600 Трансконъюганты отбирали на среде с 
Ар и Мп, полученные Арг ;ранско։гьюганты анализировали на наличие 
гена Кт'.

Во всех скрещиваниях были получены Кт5 варианты плазмиды 
pAS 8-121. При электрофоретическом анализе плазмидной ДПК 24 та­
ких вариантов были обнаружены плазмиды с различными молекуляр­
ными массами.

Большинство Кгп ՝ плазмид уступало по молекулярной массе pAS 
8-121, и лишь у пяти вариантов молекулярная масса была равна тако­
вой pAS 8-121 или превышала се. Для анализа причин изменения мо­
лекулярной массы у Кт‘плазмид (встанкн фрагмента хромосомы пур­
пурной бактерии или перестройки внутри самой плазмиды) был прове­
ден анализ EcoRI-рестриктов ДНК Кт* плазмид с увеличенной моле­
кулярной массой. Поскольку на плазмиде pAS 8-121 имеется всего три 
сайта узнавания для EcoRI, можно было ожидать, что вставки в плаз­
миду хромосомной ДПК пурпурной бактерии можно будет обнаружить 
по увеличению числа сайтов рестрикции для EcoRI.

Рестрикн ионный анализ показал, что две Кт* плазмиды имеют 
12 и I I сайтов для EcoRI. Это свидетельствует о гом, что выделены 
плазмиды с нуклеотидным;! последовательностями, отличными от 
последовательностей pAS 8-121, т. е. R' плазмиды. Остальные Kms 
плазмиды содержали не более одного дополни тельного сайта для EcoRI.

Обнаруженные R' плазмиды были не трансмиссивны (Тга ). По­
скольку tra гены плазмиды RP4 разобщены [6], при получении деле­
гированных вариантов pAS 8-121 велика вероятность их утери. Тга* 
варианты, по-иидимому, могут быть отобраны при анализе большей вы­
борки Кп 5 плазмид. Гга варианты R' плазмид в дальнейшем мо­
гут быть использованы для передачи различным реципиентах! в скре­
щиваниях с Тга4՜ плазмидами-помощниками.

Полученные нами R՜ факторы, как и исходная плазмида pAS 8-121, 
не реплицируются в клетках R. sphaeroides. Они могут быть исполь­
зованы как источник хромосомной ДПК пурпурной бактерии для конъ- 
югатнвного введения ее в клетки других бактерий, способных поддер­
живать плазмиду ColEl, или для клонирования. Кроме того, рептнка- 
циоиная функция R' вариантов плазмиды pAS 8-121 может՜ быть восста­
новлена при рекомбинации с другими Rep4՜ плазмидами
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Система конъюгации на основе плазмиды pAS 8-121 может быть 
применена для разработки генетики нс только R. sphaeroides, но я дру­
гих грамотрицательных бактерии, а клетках которых не реплицируется 
плазмида ColEl.
Московский государствениын унннерп։тот,

кафедра генетики и селекции Поступило 12АШ 1985 г.

ԴէւՆհՐԻ ՓՈԽԱՆ8ՄԱՆ ՍԻՍՏԵՄԻ ИТ.и.ЬПМП; pAS 8-121 ՊԼԱԱՄԻԴԻ >ԻՄԱն
ՎՐԱ RHODOPSEUDOMONAS SPHAEROIDES-|> ՄՈՏ

II. Վ. 1||ԱՈյՆ1ւՎԱ, Ա Ն. Դ111ՓեՅԿՈՎՍն1«. Տ. Պ. ՊՈԼ1՚«Լ5ԵՎԱ

pAS 8—121 սյլաղմիղի հիման վրա կոն յւււդացիււն սիստեմ Լ առաջարկ­
ված, որը հնարավորություն Լ տալիս արտն Ապոլլոնները (՜ Y [1) և պլաղմիդբ 
ներմուծել ֆոտոտրոֆ աղոտֆիրսող RhOd OpSC 11 (1ՕՈ1ՕՈՅՏ S-phaCTOldeS բակ- 
տ երի այի բրոմ/ւսռմի մեջւ Իրականացված են Til?֊/» արտն (ւսյւււյիցիա և pAS 
У—'21 ու pAS 8—121 ;՛ 1(1 5 պյազմիդների ներմուծումէ այղ բակտերիայի 
րրոմոսոմի մեջ, որի հետևան րով ինէքուկցված են րրոմոսոմ ային մուտացիա֊ 
ներր և րրոմոսոմային Դ՚ևհ՚-ի երկրորդական վերակառուցումները։ Ցույց I. 
տրված, որ բջիջները, որոնր կրում են ներմուծված pAS 8 —121 սյլսպմիղով 
րրոմոսոմներ, հանդիսանում են րրոմոսոմա յին մարկե բների բևեռացված 
փոիւանցումն իրականացնող ղոնռրներ։ Ստացված Լ \\՝,?֊շտ ամնեբի հաւԼարա- 
ծոմ։, որոնր տարրեր կետերից մււբիյիղսւցնոււէ են R. SphaOrojdCS բրոմ ոււոմ ր։ 
Առանձնացված են pAS 8—121-ի R։ տարբերակներ, որոնր կրում են R. sphP.O֊ 
TOideS բրոմոսոմի ֆբսւգմ ենւոներւ

GENE TRANSFER SYSTEM ON THE BASE OF PLASMID pAS8-l2l 
IN RHODOPSEUDOMONAS SPHAEROiDES

Տ. V. KAMENEVA. A. N. DIBEIKOVSKI. T. P. POLIVTSEVA

A conjugation system on the base of plasmid pAS 8-121 is pro­
posed. The plasmid can be transfered from E. coLi 1Հ—12 to R. sphae- 
roides but cannot be replicated In the latter. This gives the possibility 
to transpose transposons and to insert the plasmid Into the purple bac­
terium genome.

The transposons Tn5 and Tn7 have been transposed and plasmids 
pAST-E—12l end pAS 8—1213 have Itcn irscr’cd intc R. 1/1 cercides 
2R chromosome. Transpositions and insertions cause mutations and rear­
rangements of chromosomal DNA in the purple bacterium.

It has been shown that strains of R. sphaeroides '2R which carry 
the plasmid pAS 8—121 in their chromosomes are Hir—donors. They 
realize the polarized transfer of chromosomal markers. A collection of 
Hjr strains that transfer the R. sphaeroides chromosome from a few 
points has been isolated.

The R' derivatives of the plasmid pAS 8—121 carrying R. sphae­
roides chromosomal fragments have been selected in E. coli /< — /2 cells.
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ТРАНСПОЗИЦИЯ ГЕНОВ В БАКТЕРИАЛЬНЫХ 
И РАСТИТЕЛЬНЫХ КЛЕТКАХ

3. С. ПИРУЗЯН

Обобщены некоторые данные в области исследования транспозиции .ТНК бакте­
риофага Мн и переноса и интеграции фрагмента бактериальной ДНК (Т-ДНК оиухо- 
леобразующей 1 ьнлазмиды агробактернй) в хромосомы растений. Основное пниманне 
уделяется вопросу получения миян-производных фага Ми н конструировал ню на их 
основе игпег р.чгинных векторов у прокариот. Процесс опухоле.образования у растений 
рассматривается в аспекте применения векторов—производных ТГплазмнды тля пере­
носа чужеродных генов в растительные клетки.

К явневые слова; сенная инженерия, транспозиция генов бактериофаг Ми, Гг-ля«з- 
мид^ иереАиктерий конструирование векторов.

Понятно «нестабильность генома» отражает яолспис транспозиции 
(.миграции) определенных сегментов ДНК [10]. Смысл нестабильности 
генома заключается прежде всею в том, что в результате перемещения 
отдельных мигрирующих элементов ДНК и внедрения их в новые сай­
ты происходит нарушение последовательности нуклеотидов в гене и 
возникает мутация. Таким образом, транспозоны играют большую роль 
в эволюционном процессе.



Впервые гены, названные автором открытия В. Мак Клинтон «кон­
тролирующими» элементами, были открыты у ку урузы [17, 18]. За­
тем были выявлены транспозоны (Тп) :։ ипсерциопные последователь­
ности (IS) у бактерий. Существенный скачок в исследовании природы 
транспозонов был сделан после открытия уникального бактериофага 
Ми, оказавшегося представителем класса транспозирусмых эле.мсп 
тов [24].

Транспозиция ДНК // бактериофаги Ми. Способность фага Ми к 
интеграции практически в любой сайт любого бактериального гена сви­
детельствует о его высокой мутагенное!н, что и обусловило его назва­
ние Ми (от Mutator). После заражения бактериальных клеток фагом 
Ми фаговая ДНК встраивается в хозяйскую ДНК, затем в процессе 
размножения фага образовавшиеся копии ДНК Ми перемешаются в 
различные участки бактериальной ДНК. вызывая при этом мутации в 
бактериальных генах. Ei процессе перемещения копии ДНК Ми фаг 
может «захватывать» и перемещать вместе со своими копиями и гоны 
самов бактерии, гем самым осуществляя генетическую инженерию бак­
терий in vivo [3. И. 16, 24].

Работа с бактериофагом Ми в нашей стране была впервые начат:։ 
в лаборатории, руководимой нроф. С. И. Алиханяном в ВНИИ гене­
тики и селекции промышленных микроорганизмов. Основное внимание 
в генетических исследованиях с бактериофагом Мп уделяется изучению 
механизма перемещения копий ДНК Мн и расшифровке генетического 
контроля транспозиции. Согласно моделям, разработанным для объяс­
нения механизма транспозиции [12. 23}. процесс перемещения сегментов 
ДНК является многоступенчатым, в пего вовлекается ряд ферментных 
систем. Акт транспозиции включает такие этапы, как разрезание и сшив 
ку ДНК мишени, репликацию транспозируемото элемента и сайтспе- 
нифичсскую рекомбинацию. Цикл развития Мп включает интеграцию 
в хозяйскую хромосому, дупликацию его генома, реин те: рацию новых 
копий генома Мн в новые сайты бактериальной ДНК. Поэтому- тру i- 
но допустить, что вся генетическая информация, контролирующая 
процесс миграции копий, содержится лишь в геноме \\и.

Действительно, в процессе транспозиции копий Ми участвуют не­
которые гены Е. culi. функция которых необходима для осушоствл? 
ния нормальной реп тикании самой бактериальной ДНК (опа). К числу 
генов Е. coli, влияющих на процесс транспозиции Ми. относятся так­
же гены himA, hirnB и hip, осуществляющие сайтспеиифпческую ре­
комбинацию фага к. Тем не менее вопрос о генетическом контроле 
транспозиции Мн со стороны бактериального генома остается откры­
тым, поскольку решение его упирается в проблему отбора соответству­
ющих бактериальных мутантов и отсутствия прямых методов их селек­
ции. Нами разработаны методы прямого отбора мутантов Е. coli, в ко­
торых нарушена транспозиция Мн [2, 5]. Использование этих методов 
привело к выделению мутаций у Е. coli. исключающих развитие фага 
Mu [I. 9].
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Фиг Ми может служить основой при конструировании универсаль­
ного вектора для клонирования генов благодаря с։о способности иптс- 
1рироваться в случайные сайты ДНК хозяйской клетки я амплификации 
фагового генома. Основ ым условием такого конструирования долж­
но быть получение делеционных вариантов Ми. так называемых ми- 
uji-Mu фагов. Смысл создания мини-Ми фагов заключается в получе­
нии в фаговом геноме обширных центральных делений при сохранении 
интактных конной фагового генома, необходимых для осуществления 
нормальной репликации и транспозиция фаговой ДНК. Такие мини Ми 
фаги были иолучины в ряде лабораторий [6, 13. 22, 25]. Полученная 
нами коллекция мнни-Mu фаюя включает различные лелепнопныс про­
изводные, в том числе фаг, размер генома которого составляет всего 
лишь 4.4 т. и. и. (размер генома фага Ми 37 т. н. л.) На основе одного 
из полученных минн-Mu фагов был сконструирован универсальный ин­
тегрирующийся вектор, способный давать пятикратное увеличение ко­
пий клонируемого гена в клетках Е. coll.

Следует подчеркнуть еще одно уникальное свойство бактериофага 
Мп -способность осуществлять транспозицию в клетках более чем 
20-ти различных видов микроорганизмов. Круг естественных хозяев 
•лого фага ограничен лишь некоторыми представителями семейства 
Entcrobacteriaceae [14, 15]. Однако, будучи интегрированным в плаз­
миду RP4, имеющую чрезвычайно широкий круг хозяев, фаг Мн был 
перенесен в клетки различных видов микроорганизмов. Во всех изу­
ченных случаях с клетками гра.мотрицательных бактерий после преодо­
ления адсорбционного барьера н-ноч Ми в новом генетическом окру­
жении транскрибировался и транслировался, хотя кинетика фагового 
развития в ряде случаев оказывалась измененной [20].

В клетках Е. coii удалось также осуществить интеграцию фага Ми 
в клонированные гены хлоропластов гороха [21].

Перенос Т-ДНК опухолеродных бактерии в растительные клетки. 
Уникальный механизм переноса фрагмента ДЫК бактериального про­
исхождения з клет-.и высших растений имеет место в случае образова­
ния опухолей. Генетика опухолеродных Ti-плазмид (от Tumor-hiducing) 
Agrobacterium lunieiacicns и возможность применения этой системы для 
генетической инженерии растений подробно обсуждаются в монографии 
[4]. Остановимся лишь на основных положениях этого необычного ге­
нетического процесса. Возможность использования Ti-плазмнд \. (lime- 
faciens в качестве векторов для генетической инженерии высших 
растений основана на том, что определенный фрагмент этой плазмиды— 
Г-ДНК (Transfer DNA) переносится и стабильно встраивается в хро­
мосому растения. Таким образом, в этом, пока еще единственном хо­
рошо изученном случае преодолевается естественный барьер, установ­
ленный самой природой между прокариотами и высшими организмами. 

• тем, чтобы предотвратить обмен генами между ними. Такая воронка 
чужеродной ДНК приводит к тому, что нормальная растительная клет­
ка перерождается (трансформируется) в раковую. Это свойство перс- 
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дается всем потомкам трансформированной клетки, и начинается нс 
контролируемое растительным организмом деление клеток, в результа­
те чего образуется опухоль, называемая корончатым галлом.

Генетическое изучение Ti-плазмид затруднено из-за их больших 
размеров, а также неспособности реплицироваться в клетках Е. coli, в 
которых упрощаются манипуляции с плазмидными ДНК. Поэтому 
весьма важным является клонирование отдельных фрагментов Ti-плаз- 
.МИДЫ.

Наша работа была начата с получения банка клонов, содержащих 
различные районы ДНК Ti плазмиды нопалинового типа (pTi С58) 
с молекулярным весом 132 мегадальтон. Всего получено 210 рекомби­
нантных клонов с EcoRI-фрагмептами и 160 клопов с 11 incll 11-фрагмен­
тами, что в сумме в несколько раз превышает общее количество фраг­
ментов рTi С58 и даст основание считать, что геном pTi С58 полностью 
перекрывается полученным банком клонов [7, 8.]

Использование одного из фрагментов (Hindi II-13) в качестве зон­
да позволило идентифицировать область начала репликации попали- 
новой плазмиды pTi С58 и провести мутагепнзаиию этой области транс­
позонами для детального генетического анализа.

Процесс образования корончатых галлов у растений, в основе ко­
торого лежит миграция фрагмента бактериальной ДНК в раститель­
ную клетку, представляет собой, таким образом, природную форму ге­
нетической инженерии растений. В настоящее время этот процесс ис­
пользуется как основа для экспериментального переноса чужеродных 
генов любого происхождения в растения. Так, например, осуществлен 
успешный перенос гена фазеолнна (запасного белка) бобов в подсол­
нечник и. получено химерное растение— подсолнечник, в клетках кото­
рого экспрессируется ген другого (неродственного) растения [19].

При рассмотрении возможности использования I i-плазмид для пе­
реноса новых генов в растения существенным является то, что для об­
разования опухолей важна не вся Т-ДНК Ti-плазми •։ ликом, а толь­
ко определенные районы Т-ДНК. Следовательно, утрата остальных 
ее участков или встройка в них «чужих» генов, которые желательно 
передать в растение, не мешают процессу опухолеобразояанпч. Един­
ственным условием при этом является сохранение коротких сегментов 
ДНК слева и справа от Т-области, с помощью которых она трапе пози­
руете» в растительную хромосому, и сохранение функций Т-ДНК, 
существенных для процесса внедрения. Таким образом, если Т-ДНК 
несет в своем составе «чужой» для растения ген, то он также окажется 
встроенным в хромосому растения, и когда с сигналов узнавания будет 
Считываться информация, заключенная в Т-ДНК, начнет функциони­
ровать и чужеродный ген, перенесенный в растительную клетку.

Для успешного осуществления генетической инженерии на растениях 
имеется еще много трудностей, однако уже первые успехи на этом пу­
ти свидетельствуют о больших .возможностях экспери ментального пе­
реноса генов с помощью Ti-плазмид A. iumefaciens.
Институт молекулярной генетики АН СССР, Москва Поступило 1..Х 1985 г
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ԴԵՆԵՐԻ ՏՐԱՆ11ՊՈ<>ԻՑԻԱՆ PlUiSԵՐԻԱՆԵՐԻ ԵՎ 141ԻՅՍԵՐԻ ԲՋԻՋՆԵՐՈՒՄ

Լ-. U. ❖!•(*« Ւ<>311Ն

Հոդվածում ընդհանրացված են տվյալն երբ, որոնք վերաբերում են ;\\է1 բակ֊ 
տերիո.'իադի ԴՆքհ֊ի ւորանոպողիցիայի , ինչպես նաև բույսերի քրոմ որէոմնե- 
րում բսւկաերիսւլ Դ՚եքհ. ի հատվածի ("Ո պլաղմիդի) տեղափոխման և ինտեդ- 
րացման ուսումնասի՛րմանրտ քևշադրռւթյուն Լ դարձված Նաև 3\1| ֆադի մինի֊ 
ածանդ յւպների ստացմ ան I։ դրանց հիման վրա պրոկարիոտնեբի մոտ ին/ոեդ֊ 
րատիվ վեկտորների ստեդծմ ան հարցերին։ ք՛ուրսերի մոտ ու րլուցքարւա էաց­
ման պրոցեսը դիտվում Լ որպես 11 պլաղմիդների հիման վրա ստացված վեկ­
տորների օդնոէքՅ յամբ ստացածին դեները բու ։:ական բշիշներ տ եղա փոխելու 
միշոց.

TRANSPOSITION OF GENES IN BACTERIAL AND PLANT CELLS
IS. S. PIRUZ1AN

Specific peculiarities of the temperate bacteriophage Mu genetics 
and its ability to accomplis!; the transposition of bacteria! genes are dis­
cussed. Bacteriophage Mu has a unique integration system which favo­
urs the integration of Mu— genome and circular forms of foreign DNA 
into the bacterial chromosome and plasmids.

The syst.un of transfer and integration of T—DNA of Ti plasmids 
of Agrobactcrium tumejaciens and the application of this system for 
genetic engineering of plants are also uiscussed.
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МОЛЕКУЛЯРНОЕ КЛОНИРОВАНИЕ ГЕНОВ ПЕКТАТЛИАЗЫ 
ERWINIA CllRYSAN’THEMI В КЛЕТКАХ ESCHERICHIA COLI

H. О. БУКАНОВ, М. К). ФОНШТЕИН. А. II КАРАСИН. О. А ТОЛМАЧЕВ.

|с и. ллихлняЩ . н к. янковскип

Гены пектатлиазы (ptl) штамма Е chrysantheini ENA49 клонировали н клетках 
Escherichia coli па фаговом векторе /,47.1. Гибридизационный анализ показал, что 
гены ptl тесно сцеплены и локализованы на EcoRl-фрагменте хромосомной ДНК 
Е. chrysanthen.'.i протяженностью 7,3 т н. и. Фрагменты ДНК. содержащие гены 
pt՛, а также при летающие к ним области хромосомы Е. chrysantheini ЕХЛ49 хлори­
ровали на фагоно-плазмидном. нслифе. Провело ■՛• субклоннр шаюх- генов ptl па мно- 
гокопийной плазмиде pUC19.

Ключевые слова: сенная инженерия, пектатлиаяи, молекулярное клонирование, 
Экспрессия гена.

Фитопатогснные бактерии рода Erwinia гскрс пруют во внеклеточ­
ное пространство ряд пектолитвческнх ферментов. . разрушают 
первичную стенку растительных клеток и вызывают мацерацию расти­
тельных тканей [4, 5, 7. 15. 16]. Ферме։н нектатлиаза (ЕС -1.2.2.2.1 
продуцируется Erwinia sp. и накапливается в культуральной среде до 
Концентрации около 10(1 мг/лигр [-1, 5]. Гены пектатлиазы могут быть 
использованы в качестве удобной модельной системы для изучения ме­
ханизмов секреции белка во внеклеточное пространство у : рамотрица- 
тсльных бактерий. Электрофоретический анализ белков культуральной 
жидкости после выращивания бактерий штамма ENA 49 позволил об­
наружить 6 ферментов (изоферментов), характеризующихся пектатли- 
азной активностью [2]. Это позволяв! предположить, что синтез пек- 
татлназ в клетках штамма ENA49 обусловлен нескольким и генами.

Ранее мы осуществили клонирование структурною гена пектатли- 
язы штамма E.NA-19 в клетках Е. coli на фаговом векторе /,47.1 [1]. 
Barn!П-фрагмент ДИК протяженностью 1 т. п. и., общий для всех Ptl՜ 
фагов, переклопировалн с помощью многокрпийной плазмиды р1С19. 
Гибридные плазмиды рЕА№4 и рЕЛ.\41. содержащие Вал1Н1-фра:'м..!;т 
в противоположных ориентациях, использовали в качестве радиоаюив-
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но меченых зоилов в гибридизационных экспериментах. При помоши 
гибридизационного анализа показали, что клонированный геи пред- 
станлен на хромосоме штамма ENA49 в 1 копии. Структурный ген 
псктатлиазы, клонированный н составе гибридных плазмид pEAN’4 и 
рЕАХ-П, обозначили р!1А [1].

В представленной работе приводятся результаты молекулярного 
■клонирования генов псктатлиазы штамма Erwinia chrysantbeml 
ENA-I9 в клетках Е. coli на фаговом и фагово-плазмидпых векторах. 
Итогом работы явилось клонирование и характеристика еще одного 
гена псктатлиазы, обозначенного ptlB.

Материал и методика Бактериальные иплмм-. м ллодиисТы, использованные и ра­
боте. приведены в табл. 1.

Использованные бактериальные штаммы и плазмиды
Таблица I

ПИаммы и плазмиды Характеристи а Источник

Е. coli Q 358 Ни leu sup Е г՜ т* 1101
Q 359 Пи leu sup Е г՜ п։ * (Р 2) |IO|

Q3 48 sup Е гесА г~ иГ |i0|

ВНВ 2588 те։ |л| 434 CIU red Емт 5лт|/Х 191
ВИВ 2690

TGI

£. chrySantheml

F.XA49

mei |л. 434 С1„ red D,m S,m|,X 

г т ‘ lac pro sull till
(F' tra D 3-5 pro AB lad4 ZAM 15)

lac* str*

|9|

Векторы / 47.1 h/iisH 1—2 1434 d՜ run 5
12|

|IO)
р!.С 19 ' Ap' Ц81

pEMBL 8 ( • ) Apr [6]

Питательные среды. использовали 1. 2%-нын агар Хогтингерэ. ’.-бульон и 1,2%
лый агар.

Ферменты нуклеотидно.’.о обмена; ферменты рестрикции, Г4 .ТНК-полинуклеотнд 
лигазу (Вильнюсский ОПЗ ферментных препаратов). ДНК-полимераэу («Arncrshan:»
Англия) использовали в условиях, рекомендованных изготовителем.

Электрофорез образцов ЯНК проводили в 0.7 1,5%-ных агарозных гелях и Трис 
ацетатном буфере [12].

Выделение ДНК плазмид проводили щелочным методом [3] Хромосомную ДН( 
штамма Е А49 выделяли методом Мармура [13] с незначительными модификациями 
ДНК фагов—как описано [10].

Определение пектатлиазной активности проводили in situ на индикаторных сре 
дах как описано ранее [1]

Упаковку ДИК гибридных фагов в капсид фага }, осуществляли по описанному ме 
тоду [9]

Трансформацию клеток Е. col: плазмидкой ДНК проводили по описанному ме 
тоду [14].

Гибридизацшо по Саузерну на нитроцеллюлозных фильтрах проводили как ояиса 
нов работе [12]- В гибридизационных экспериментах использовали нлазмядиую
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ДНК. меченную радиоактивным фосфг»р->м при помощи ник-трансляция [И]. ДНК 
из агарозных гелей переносили на нитроцеллюлозные фильтры метолом двусторонне­
го пе|№носа [17].

Отмывку фильтров после гибридизации проводили в жестких условиях [12].

Результаты и обсуждение. Мы осуществили клонирование EcoRI- 
фрагментов хромосомной ДНК штамма ENA49 на фаговом векторе 
А 47.1 в клетках Е. coll. Среди 1500 рекомбинантных клонов на инди­
каторной среде идентифицировали 2 клона, обладающих пектатлназ- 
пой активностью. Рестрикционный анализ плазмндной ДНК из этих 
клонов показал, что они содержат идентичные фрагменты хромосомной 
ДНК штамма ENA49. EcoRi-фрагменты ДНК гибридного фага пере- 
клонировали на мультнкопнйиую плазмиду pEMBLS (-Ь). Клетки 
Е. coll TGI. содержащие гибридную плазмиду, обозначенную pEMBLptl, 
проявляли псктатлпазную активность. Плазмида pEMBLptl, содер­
жащая фрагмент чужеродной ДНК протяженностью около 7 т. ։։. и.. ха­
рактеризуется значительной песта бил ьнсстью. В процессе последова­
тельных пересевов субклонов с гибридной плазмидой наблюдали умень­
шение размеров лупок, образуемых колониями бактерий из индика­
торной среде. Некоторые субклоны полностью утрачивали пектолити- 
ческую активность. После 2-кратного пересева колоний па среду с по- 
липектато.м в дальнейшем подробно исследовался один из PtI4* клонов, 
обозначенный Е. coli TGI (pEMBl.ptl-1). ДНК плазмиды pEMBLpil-I, 
меченную радиоактивным фосфором, гибрндизовали по Саузерну с 
ДНК плазм ид рЕАХ4 и рЕАХ‘41. обработанных рестриктазами ВагпН! 
и Sall, а также с хромосомной ДНК штамма ENA49, обработанной ре- 
Стрнктазами PsII, Kpnl, EcoRi. BamHI, Sall (рис. I С). Те же образцы- 
ДНК. перенесенные на целлюлозу с того же геля, гибрндизовали с мечен­
ной ДНК плазмиды рЕАХ'4 (рис. I В). Анализ авторадиограмм пока­
зал. что фрагмент ДНК штамма ЕХА49, клонированный в составе 
плазмиды pEMBLptl-1, не гибридизустся с Sa II-субфрагмента ми разме­
ром 1,55 и 1.Гт. п. и. и очень слабо гчбридизуется с Sall-субфрагмснто.м 
1.3 т. и. н. плазмиды рЕА\4. Таким образом, на плазмиде pEMBLptl-1 
находится ген (или гены) пектатлиазы. не гомологичный клонированно­
му ранее гену р(1А. Новый ген обозначен как pt IB. Характер гибриди­
зации плазмид pEAN4 и pEMBLptl-1 с фрагментами хромосомной 
ДПК штамма ENA49 также указывает на то. что последователь пости 
ДНК,, клонированные в составе этих плазмид, не идентичны, но, по- 
видимому. представляют тесно сцепленные области хромосомы штам­
ма ENAI9, так как фрагменты Pstl (5.2 г. п. и.). Крп! (З.Ь т. и. и.) 
EcoRI (7,3 г. п. н.) и Sall (5.2 ։ и. и ) хромосомной ДПК штамма ENA49 
гибрилизуются кик с ДПК плазмиды рЕАХ'4, так и ДНК плазмиды 
pEMBI.pll-1 (табл 2).

Для подтвержден ня сцепленпости детерминант, определяющих 
cilHie.i ш лаI.шизы в кл.тьах штамма EXAI9, полечили библиотеку 
EcoRI-фр.н ментов хромосомной ДПК штамма ENA49 на фагоно-плаз- 
милпом векторе, сконструированном в нашей лаборатории Среди при­
мерно 11000 рекомбинантных фагов идентифицировали 45 негативных
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Фрагменты хрочисомн՛ й ДНК штамма Е\А49. гнбрилизующнеся с ДНК. 
плазмид рЕА\4 с pEMBLptl-i

Таблица 2

Меченая 
проба

Par-меры (т. и н.) гпбрилитуюшнхея фрагметоп ДНК. 
обработанных рестрикт азами

Psi 1 Крп 1 EcoR 1 Bamll 1 Sal 1

pEAN 4 5.2 4 5 7.3 4.0 9.0
2.8 3 8 1.7 5 2

I 3
pEMBLptl-I 5.2 3.8 73 5.0. 5.2

1.6 5 4

колоний, погрузившихся в полнпектат натрия. Рестрикционный .’ша­
лил ДНК, выделенной из 12-:и проанализированных фасон, пок.тшл, 
что нее они содержат ЕсоК! фрагмент ДНК штамма Е.ХА19 протяжен­
ностью 7.3 г. п. и. Гибридные молекулы, сконструированные ил осно­
ве фагово-плазмидиого вектора, могут размножаться в клетках в виде 
фа։а или наследоваться в клетках в виде плазмиды. Нлазмидпая часть 
фагово-плазмидиого вектора представляет собой ДНК плазмиды р1 СИ). 
Встраивание фрагментов ДНК штамма ЕХА49 осуществляли но ре­
стрикционным сайтам, расположенным в последовательности р1)С 19- 
компонента фагово-плазмидиого вектора (рис. 2). Последовательно об-

£ £6 х
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I 
I
I 
I 
I 
•
I

I

. * йе. к
22. I I Pt!A

|Г г
PS S

\рув I 
I Р

Л X £ £ .
I I I

\pt/e I

S

I

8

2 Е2223 
е

Ркс 2. Рктрнкциопныс карты ДНК тбрндпого фа։.» рМК2 (I) и ДПК пли»мнд 
рМК2-1 (2) и рЕЛ\4 (3). П, 1 К. Р. S—уыстки узнавании рестрикта mui Во'пШ.

J "И’’!, Крп1, Г.-։1, Sall ՛ • ■ПИА • I.NAI9 j I. п.т.и-
мидили ДНК (pUG!9) i;i.:ro։n» :i,T3։мпдппго нектара

раба।иная ДНК юбри.шых молекул подходящей эндонуклеазой рс- 
етрикнпи и лигазой, можно осуществить субклониронание фрагментов 
чужеродной ДНК на плазмиде pl С19. Для дальнейшею анализа нс- 
пользовали гибридный фаг, обозначенный рМК2 (рис. 2). ДНК фага 
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рМК2 обрабатывали рестриктазой Bamlll, лигазой и трансформирова­
ли в клетки Е. coli TGJ. Из трансформантов Е. coli, отобранных на 
среде с ампициллином (50 мкг. мл), выделили плазмиду, обозначенную 
рМК2-1. Клоны Е. coll, содержащие плазмиду рМК2-1, проявляют 
иектатлиазную ֊активность на чашках с индикаторной средой. Плазми­
да рМК2-1 стабильно поддерживается в клетках Е. coli, гак как при 
последовательных пересевах на индикаторную среду с полипектатом 
натрия вокруг колоний образуются лунки одинакового размера.

По-видимому, характер локализации генов ptl на хромосоме зави­
сит от штамма. В работе [8] показано тесное сцепление генов pH в 
штамме Е. chrysanthenii В 374. Кипи со соавт. показали, что в штамме 
Е. chrysanthenii ЕС16 гены pH отстоят друг от друга по крайней мере 
на 40 т. п. в. (19]. Нами установлено тесное сцепление двух генов ptl в 
штамме Е. chrysanthenii ENA-19.
ВНИИ Генетика, Москва Поступи ло 11 IX 1985 г.

ERWIXJA CHRYSANTHEMI ՊհհՏԱՏԱ՚ԱԶԱՅհ ԴԵՆԵՐ!» irill.bhdblՑԱ(։ 
ԿԼՈՆԱՎՈՐՈԻւրԸ ESCHERICHIA COLI ՐՋԻՋՆԵՐ11հՄ

Ն. 0. ՐՈԻԿԱՆՈՎ. Մ. ЗП1’. ՖՈՆՇՏՍՅՆ. Ա. Ի. ԿԱՐԱՍԻՆ, 0. Ա. ՏՈ1.ՄԱՏՆՎ, 

|Ս. Ի. ԱԼԻԽԱՆՅԱՆ | Ն *». ՅԱՆԿՈՎՍԿԻ

E. chrysanthenii ENA 4.9 շսւամի պեկտասղիաղաքի քրէԱ ցեները կրէ- 
նավորվել են Escherichia coli րջիջներւււմ У.47.1 ֆ աղային վեկւ/էորի վրա։ 
ԴնԲ՚-ի կլոնավորվաձ հա«ււրրր>ւկանւււք1 յէէէ-նների հիբրիդիր/ացիււն անա/խրէ 
UniJO Լ տ,1քւԻ »ւր ptl դեն երր սերտորևն կապված և տ1\դայնացված են E. .. 11ГУ- 
santheini թրոմոսուէային ԴՆԹ֊քւ LcoRl -ֆրւարք ենաում 7,3 ն. . ւր երկարել֊ 
թյամր; pl! ւյեներր պարունակող 'hliR-lt ֆրա ղմ են ան Լ րր, ինշպես It E. clirV- 
santhenii ENA 49 րրոմոսոմի նրանց հարող շրջանն երր կլոնավորվել են ֆա~ 
ղա-պչաէրք ի ղ ային վ եկտո րի վրա։ 1‘րականաէյվեւ Լ pH ղեների են fl ակրէն ավո - 
րօւմ рЦС/^ ր աղ մ ապա աճ են պրսղւքի ղի վրա;

MOLECULAR CLONING OF GENES OF RECTAT LYASE OF ERWIXIA 
CHRYSANTHEMI IN THE CELLS OF ESCHERICHIA COL!

N. O. BUKANOV, M. YU. FONSTE1N. A. I. KARASIN. (). A. TOLMACHEV.

I S. 1. ALIKHANIAN I. N. K. YANKOVSKY

The genes of excreted protein pectat lyase (ptl) of Erwinia chry- 
sarilhend EXA 49 were cloned in Escherichia, coli cells on the phage 
vector /47.1 and on the plasmid vector. 10 hybrid phages were identifi­
ed In the population of BaniHI, EcoRt and Sall fragments of ENA49 
chromosomal DNA on 747.1 and 45 Ptl* hybrid phages were constructed 
on plasmid vector. Southern blot analysis was used for the localization 
of ptl*՜ genes on ENA49 chroniosal DNA.
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УДК 377.19:579 83

ХАРАКТЕРИСТИКА ТЮРИЦИНОВ, ПРОДУЦИРУЕМЫХ 
ШТАММАМИ BACILLUS THURINGIF.NS1S

А. С ОВСЕПЯН. Б. П КАРАВЕКОВ

Показано, что 42 штамма В. Ihuringicnsis (из 100 iipouepcuttuxj относящихся к 
10 оарвантам, продуцируют тюринпны. 9 проверенных штаммов варианта dendro- 
liin'.i? не продуцируют и сами чувствительны ко всем тюрнцннам Синтезируемые бак- 
терипины чувствительны к трипсину, но различаются по чуястштльноетп к высокой 
Н'мперитуре, способности проходить через целлофановую мембран}, морфологии юн 
торможения индикаторного штамма, спектру действия. Получены мина- и нилиреан- 
стоитпыс мутанты универсального индикаторного (чувствительною ко всем тюрнцп- 
нам) штамма В. thuringiens s var. gallcriae P10/14. Используя ,ти мутанты, 
тюринпны распределили на I типа

Ключевые слова- бактерицинассния В thuringiensts. тюрццины.

11редсгавлте.'И( различных серотипов вида В. llinringicnsts продуци­
руют бактериципы, так называемые тюриципы [I, 6. 7, 9]. Имеются
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данные об экстра хромосома льноЙ природе детерминант, кодирующих 
синтез тюрицинов у топком и багт81а<Иеп815 [5]. О самом природе 
тюрицинов, их свойствах известно очень мало [1. 6, 7]. Выяснение этих 
вопросов имеет важное значение для понимания биологии В. Птппр- 
СП$18.

Настоящая работа посвящена изучению распространенности явле­
ния ба ктер иди но гении у В. 1Ьипп£1еп818, предварительной характери­
стике и типнрованию синтезируемых тюрицинов.

Материал и методика. В работе использованы природные и коллекционные штам­
мы различных вариантов В. 11тпг1£։еп5’|$, полученные из Всесоюзного института за­
щиты растений (Ленинград), Института им. Мастера (Париж). Института микро­
биологии АН АрмССР (г. Абраян). Института ядеряон физики нм Б. П. Копстани- 
нова (Ленинград), Биологического института СО АН СССР (Новосибирск). Сред 
неазнатского института фитопатологии (Ташкент). Института ВНИИ генетика (Москва).

Для выращивания культур попользовали 1,2%-ный мясопептонный агар (МИЛ) 
и мясовсптонный бульон (МПБ), минимальную среду, состав которой описан в работе 
[2]. Составы сред, использованные для проявления бактериаиногении, описаны н 
соответствующем месте текста.

Принадлежность штаммов к тому или иному серотипу определяли в реакции а։- 
глютинацнн с помощью Н-антлсывороток, полученных из Института им Пастера

Для определения тюряшшогенностн клетки исследованных штаммов, выращенные 
в течение 48 ч при 20° на МПА. убивали парами хлороформа и .заливали 0,7'а-ным 
МПА с индикаторным штаммом. О тюрииино.'енностн судили через 24 ч до появле­
нию из газоне индикаторного штамма зоны подавления роста клеток.

Для определения теплоустойчивости тюрицинов чашки с убитыми клетками В Цш- 
т1П|*кШ5(5 прогревали при 60е и 80° в течение 60 мин и при 100* в течение 15 мин По­
сте охлаждения до комнатной температуры чашки заливали 0,7%-яым АША с инди­
каторным штаммом и через 24 ч учитывали результаты.

Способность тюрицинов проходить через целлофановую мембрану и диффунди­
ровать в агар определяли по описанным методам [4, 8]. Чувствительность их к про­
теолитическому ферменту трипсину и типированне проводили по описанному ме­
тоду [3].

Результаты и обсуждение. Установлено, что из 100 исследованию 
штаммов 42 штамма, принадлежащие к 10-ти из 18-тн проанализиро­
ванных вариантов, являются тюрининогсииымн (табл. 1). Тюрнцино- 
гспиость не обнаружена у штаммов, принадлежащих к вариантам 
кнг51ак1, (1епс1го11П1и$, кепуае, сапасНсп$1$, а1гаиа1, тогШогп. Юшна- 
п6Я1, 15гае1еп51$.

Для отбора индикаторных штаммов (чувствительных к тюрици- 
нзм) использовали всю коллекцию, а также мутанты штамма В. :!т- 

Г1П£1ёп$18 маг. §а11ег1ае 69-6, продуцирующие темно-коричневый пиг­
мент. Наиболее чувствительными к тюрннинам оказались все штаммы 
варианта с1спс1го1ппп8, некоторые пигментирующие мутанты варианта 
?а11епае, а также 2 штамма несеротипированных вариантов. Средн них 
отобраны универсальные индикаторные штаммы, чувствительные ко 
всем продуцируемым тюрииииам. Таковыми являются все штаммы 
варианта с!епс1го1|пп1$, пигментирующий мутант Р 10 14 штамма 
В. 1Ьиг1П£1ел$1$ уаг. £а11ег1ае 69-9 и штаммы, обозначенные И-50 
и 17-2, из несеротипированных вариантов. Отобранные индикаторные 
штаммы использовались в последующих экспериментах.
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Таблица I
Tiopnuiint> v:i։n։cTb различных ссрытюв Bacillus thuri ngiensis

Вариант Серотип ;
1

1 кслелоаа-
!О П1-.1.М он

Выявлена пори- 
цпногеииость

Ihuritiglensis 1! 1 н 9
1 in Hi tn us H 2 2 1
alesl; II За 1 ՛> л»

kurs’.ak* 11 За:Зп 3 —
dendrO m s II 4а: 43 9
ku-nyae Н 4а :4г 1
galleriac Н 5а : 5а 40 19
canadfensis 11 5а : 5с 1 •—
$ubtoxkus II б 1 1
ciitoiuocdus II 6 2 1
aizawai II 7 1 —
morrisonl II м 2 —
tohvorthi II 9 2 I
darmsiadtensls II 10 1 1
caticasicus Н 10 3 3
thompsonl Н II 1 I
toumanoffi И 12 1 —
tsraelcnsls Н 14 1 —

— не сероги-
пировалы 11 3

Всего: 100 42

Изучали влияние состава сред на продукцию тюрицинов. Как вид­
но из табл. 2, наиболее эффективно тюрицнны продуцируются при ро­
сте клеток на МПЛ. Присутствие в среде 0.5%-ной глюкозы и 0,5— 

1 о-него \'аС1 приводит к уменьшению зоны торможения индикаторно­
го штамма, возможно, из-за ослабления синтеза тюрицинов. В связи 
с этим в дальнейшем в качестве питательной среды использовали МПЛ.

В табл. 3 представлены результаты сравнительного анализа неко­
торых порииинов. Из 42-х исследованных тюрицинов только 9 способ­
ны проходить через целлофановую мембрану, что говорит об их низком 
молекулярном весе.

Все исследованные тюрицнны чувствительны к трипсину, хотя не­
обходимо отметить, что тюрицнны, синтезируемые вариантами lliiirin- 
gicnsi>. Ilionipsoni, штаммом 44-1 из нессротипироваппых вариантов ме­
нее чувствительны к нему, так как инактивируются только при 10-крат- 
ном (и более) разведении их.

Анализируемые тюрицнны различаются но чувствительности к вы­
сокой температуре. Если штаммы fhurlnglensls, cancaslcus, darmstadien- 
sis, thompsonl, subtoxicus(s последних 3 случаях анализировалось толь­
ко по одному штамму) синтезируют теплоустойчивые тюрицнны, то 
штаммы других серотипов—как теплоустойчивые, так и теплочувстви • 
тельные.

Эти данные говорят о неодинаковой природе синтезируемых тюри- 
цннов или, по крайней мере, о количественном различии в соотношении 
компонентов, входящих в их состав.

О неоднородное! и сии тезируемых тюрицинов свидетельствую! и дру­
гие данные. В опытах по диффузии тюрицинов в агаре отмечено, что

1000



Влияние состава сред на синтез тюряпннов
Таблица 2

Состав среды
Появление бакгериоцино- 
генности и ее интенсив­

ность

МПА т г г
МПА. глюкоза—0,5% 4-
Дрожжевой экстракт— 1 %, 
Пептон—1%, 1ЧаС1 0,5% 4*
Дрожжевой экстракт 0,5ч»
Пелтон— 1%, МаС1 —1% -Т-4-
Дрожжевой экстракт 1%. Х.։С1 0,5%
Дрожжевой экстракт- 0.5%

—

Пеп гон - 0.51- , »\'аС1 ֊ 0,5 %
Пептон—1%. ЫаС1 -0.5%

4֊

Дрожжевой экстракт —1%. ХзС1 — 1% —
Пептон—! %. М аС1 — 1 % 4-

рож ж е.чо й эх с т ра кт — 1 %.
Пептон—1%. Хл.’.Д —1% 4-
Минимальная среда для В. ։Ьэг/н^:епз;з —

Примечание: представлены результаты анализа тюрипиногснных штаммов В ։1ш- 
г1пд։епз15 з отношении индикаторного штамма П-50. Использовали 1,2%-ные агари- 
зованиые среды; «4-» означает условный размер зоны торможения индикаторного 
штамма, <—> —отсутствие зоны торможения у индикаторного штамма.

Сравнительная характеристика тюрининов
Таблица 3

Тюрнципы вариантов 
В. (1|иг1П£:еп5:$

11роходи- 
мость через 
целлофано­
вую мем­

брану

Чувстви­
тельность 
к трипсину

Устойчивость к тепловой обработке

69 80՜՝՜ 100°

(Ьиг!П|*к*П$|$ 7-9 9 9 9,9 9-9 9 9
йпШпшя ОД 11 0/1 0 1 0/1
з1е$П 0/2 2/2 1/2 1/2 1/2
(гаПеПае 0 19 19 19 10 19 10/19 10/19
зиЬ(ох1сп$ 0/1 1 1 1/1 1/1 1 1
еп (ол>ос10ив 0/1 1/1 0.1 0/1 0/1
то1\мог!Ы 0/1 1/1 0/1 0/1 0/1
дапп.ямсВенэЬ 0/1 1-1 II 1/1 1/1
саисазкш» 0/3 3/3 3/3 3/3 3/3
Ц|отр8оп1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1
не серотипнрованы 1/3 3/3 3/3 3.3 3/3

Примечание: в знаменателе число тюрициногениых штаммов, в числителе—число 
тюрилиногенных штаммов, обладающих соответствующим свойством. 
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штаммы вариантов 1Ьиг1п£1еп51$, (Ьотрзоп!,нсссротиниротанный штамм 
44-1 сохраняют спои антагонистические свойства в течение длительно­
го времени по сравнению со штаммами других вариантов. Однако за­
мечено, что тюрицины одного и того же варианта могут различаться по 
скорости диффузии в агаре. Замечено также, что тюрицины, синтези­
руемые вариантами 1йиг1п"։еп818, (Ьотрзоп!, нссеротипированнымн 
штаммами 14-1 и 17-2, активнее в отношении не только универсальных 
индикаторных штаммов, но и большего числа штаммов из других серо­
типов. Это предполагает более широкий спектр действия тюрицинов, 
синтезируемых штаммами указанных вариантов.

Тюрицнпогснныс штаммы различаются также но морфологии зоны 
торможения индикаторной культуры (по размеру, прозрачности, ха­
рактеру расположения вторичных колоний в зоне торможения и т. д.).

Полученные данные обусловили необходимость типирования тюри- 
пинов, продуцируемых штаммами В. 1Ь.иг։п£1оп$|$. Для этого у универ­
сального индикаторного штамма Р 10/14 (продуцирует пигмент и устой­
чив к стрептомицину) были получены мутанты, резистентные к одному 
из синтезируемых тюрицинов (монорезистентныс мутанты). Не все мо- 
норезистентные мутанты, полученные одноступенчатым отбором, ока­
зались пригодными для типирования тюрицинов. Наиболее удобным 
для этих нелеп оказался мутант, резистентный к тюрицину, продуци­
руемому штаммом 260/15 варианта £а11еп?.е, и обозначенный как 
14/260-15. Этот мутант оказался устойчивым еще к 7-ми тюрицвнам, 
продуцируемым штаммами варианта даПепае. Синтезируемые этими 
штаммами тюрипины обладают одинаковыми свойствами—у них оди­
наковая морфология зоны торможения индикаторного штамма, все они 
теплочувствнтельмы, не проходят через целлофановую мембрану. Та­
ким образом, 8 из 42-х тюрининогенных штаммов продуцируют тюри­
цины одного и тою же типа, их мы отнесли к типу А».

У мутанта 14/260-15 не изменился характер чувствительности к тю- 
рицилам, продуцируемым 22-мя штаммами различных серотипов, а у 
12-ти других штаммов различных серотипов наблюдалось сужение зо­
ны торможения роста. Из суженной зоны торможения роста мутанта 
14/260-15. вызванного действием тюриинна штамма 3-16 варианта £а1- 
1епае, был выделен новый мутант 2-16, который оказался одновремен­
но резистентным еще к 21-му тюришшу, продуцируемому штаммами 
разных серотипов. Таким образом, с помощью двойного резистентно­
го мутанта 2/16 протипированы еще 22 тюрициногенных штамма; про­
дуцируемые тюрипины отнесены к типу «В». Тюрицины этого тина не 
проходят через целлофановую мембрану, имеют одинаковую чувстви­
тельность к трипсину, но различаются по морфологии зоны торможе­
ния индикаторного штамма и теплочувстзительностью.

В отношении тюрицинов, продуцируемых остальными 12-ю тюри- 
нииогенпыми штаммами, у мутанта 2/16 было отмечено сужение зоны 
торможения роста. Тюрицины, продуцируемые 7-ю штаммами вариан­
та 111ипп£1еп.з18, штаммом Р варианта (Ьогпрзош, несерогипированным 
штаммом 44-1, проходят через целлофановую мембрану, теплоустончи- 

1002



вы, менее чувствительны к трипсину, имеют одинаковые зовы тормо­
жения и широкий спектр действия. Они отнесены к тину «С». Тюри- 
пины штамма 19-2 варианта galleriae, штамма Р варианта subtoxicus 
и одного несеротипированного штамма теплоустойчивы, по в отличие 
ст тюрицинов типа «С» нс проходят через целлофановую мембрану, 
чувствительны к трипсину, имеют узкий спектр действия и мутные зо­
ны торможения роста. Они отнесены к типу «D».

Представленные данные не исключают, однако, что некоторые 
штаммы продуцируют более одного типа тюрицинов. В настоящее вре­
мя проводятся эксперименты по более летальной характеристике типи- 
рованных тюрицинов и установлению соответствующих генетических 
детерминант.

Авторы выражают благодарность В. А. Саканяну за критические 
замечания и обсуждение результатов.
Научно-исследовательский технологический

институт аминокислот, Ереван Поступило II.IX 1985г.

BACILLUS THURINGIBN'SlS-b ՇՏԱՄՆԵՐՈՎ ՍհՆԹԷՕՎԱԾ
ՏՅՈԻՐԻՅԻՆՆԵՐԻ հՆՈԻԹԱԳԻՐԸ

a. II. 211ՎՍ1ւ՚>ՅԱՆ. P. Պ. IHl.l'llPljhlH.

Լ տրված, որ 8. ’ հսրյՈ£1ՇՈՏ1՚Տ-/« 10 վարիանտն հրի 42 շտամներ (100 
ստուգվածներից) սինթեզում են տյուրիցիններ։ ԶօՈ<1րօ1 ՈՈԱՏ վարիանտի 9 
ստուգված շտամներ տյուրիցին շեն սինթեզում և իրենք էշ զգա յան են տյուրի- 
ցինն երի նկատմամբ։ Սինթեզված տ յուրիցիններր զգայուն են տրիպսինի 
նկատմամբ, սակայն միմյանցից տարբերվում են բարձր ջերմաստիճանի 
նկատմամբ ունեցած դզայունոէթյամբ, ցեյոֆանե թաղանթով անդնելու ունա­
կությամբ, ինղիկատոր շտամի աճի արգելակված զոնայի մ որֆոլոզիայով, 
բակտերիաների վրա ազդման սպեկտրով։ Ստացված են 3. էհՍք1 Ո£10ՈՏ|Տ 
\րՁք. շ՜311Օք1ՁՕ \)10}14 ունիվերսալ ինդիկատոր շտամի տ յուրի ցինների նկատ­
մամբ ոեղիստենտ մո։տանտներ: Դրանց մ իջոցով տ յուրի ցինն ե րր դասա­
կարգվել են 4 տիպի։

CHARACTERIZATION OF THURICINS PRODUCED BY BACILLUS 
THURINGIENS1S STRAINS

A. S. HOVSEPYAN. B. P. KARABEKOV

42 strains (of 100 tested), which belong to 10 subspecies of B. 
thiiringiensis produce thurlcins. 9 tested strains of B. thuringlensis var* 
dendrolimus do not produce thuricins and are sensitive to any thuricin. 
Ail thuricins are sensitive to trypsin, but differ by heat stability, perme­
ability through dialysis membrane, spectrum of action on bacteria. Thu­
ricin—resistant mutants of the indicative B. Uturingiensis war. galleriae 
P10/14 strain (which is sensitive to all thuricins) are isolated. The thu­
ricins are subdivided into four types by means of these mutants.

1003



ЛИТЕРАТУРА

1 Иванов Г- -И., Марченкова Т Л.. Лихотникова //. If. Изо. Счбнрск. отделения АН 
СССР, серия биолог, наук, нып. 3, 15. 126—128. 1973.

2, Карабанов Б И., Чахмахчян .4. Г. Оганесян А1 / Генетика. /S'. 1062—1067, 1982.
3 Кудлой Д. Г. Лиходей В Г. Бактернпнкогення. Л., 1966
4 Лчходеа В. Г Антибиотики. Р. 771 780. 1963.
5. В.'бченко И Ф.. Ллиханян С. И. Генетика. 20. 1067—1071. 1981.
6. De Barjac И. »t hajudie J. Ann. Microbiol. (Inst. Pasteur). /2-5, c2)—537. 1974
7. C,o:e A C. /? Sue. Biol.. 166. SCO 204. 1972.
8. Predericq P. Rev. Beige Path. Med. Exp., 19, 4--8, 1948.
9. Krieg .4. J. Invert. Pathol., li, ‘29 , 1970.

«Биолог. x. Армении». т. XXXVIII. Л՝’՝ II. 1985

УДК 575.24 576.851.48

РЕГУЛЯЦИЯ ЭКСПРЕССИИ ГЕНА УРИДИНФОСФОРИЛАЗЫ 
У ESCHERICHIA COLI

А. С. МИРОНОВ

Изучена экспрессия гена udp в юном? бактерий ։:к>15 на фоне различных мутаций, 
затрагивающих структурный ген tnelE Показано, что в отличие от точковой мутации 
п>еШ ннссрция metE: :Тп5 супресснрует эффект мутации г1ю!5 на экспрессию rvtta 
udp. восстанавливая его чувствительность к действию специфических эффекторов—бел­
ка-ре :|!сссо|К1 cytR и комплекса цАМФ—CRP. На основании полученных данных де­
лается включение о том, что в геноме бактерий rholo экспрессия юна udp осуществ­
ляется под контролем промотора metE.

Ключевые слова: ген уридинфосфорилазы. регуляция экспрессии гена.

Структурный ген udp, контролирующий синтез фермента уридин- 
•фосфорнлазы (УДФ), расположен в районе 85 млн хромосомной карты 
Escherichia coli. Нромоторная область гена udp локализуется в участ­
ке. примыкающем к гену metE, т. е. транскрипция гена udp осуществля­
ется но часовой стрелке карты Е. coli [1. 4]. Экспрессия гена udp на­
ходится под негативным контролем регуляторного локуса cylR. колиру­
ющего синтез белка-репрессора [13].

Низкомолекулярными, эффекторами белка cytR служат цитидин 
(CR) и аденозин [8. 13]. Выражение гена udp подвержено строгой ка­
таболитной репрессии, о чем свидетельствует практически полное подав­
ление активности его промотора на фоне мутаций по адснилатциклазе 
(суа) или белку-рецептору циклического ЛМФ (стр) [5, 9, 12].
‘ Важную роль в регуляции экспрессии гена udp играет фактор тер­
минации транскрипции rho. Показано, что присутствие в геноме бакте­
рий мутации Г11015 is обусловливает полуконститутивный синтез УДФ, 
причем усиление экспрессии гена udp сопровождается нарушением регу­
ляции с участием белка cytR и комплекса цАМФ—CRP. На основании 
этих данных было сделано заключение о том, что в геноме rhol5 экс-
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.пр.ессмя гена шЗр осуществляется за счет сквозной транскрипции с 
внешнего, более сильного промотора [2, б].

Кроме того показано, что активность .УДФ, находящейся под кон­
тролем внешнего промотора, снижается в 2—3 раза при выращивании 
бактерий на минимально»”։ среде в присутствии Ь-мстнОнниа [6]. Эти 
данные позволяют предположить, что усиление экспрессии ген:։ ш!р в 
геноме г1ю15 обусловлено сквозной транскрипцией этого гена, иници­
ируемой с промотора соседнего гена п։е1Е.

Для проверки этого предположения мы изучили влияние мутаций, 
затрагивающих структурны»։ ген шс1Е, включая мутации, обусловлен­
ные интеграцией в этот ген транспозонов Тп5 и То 10, на экспрессию 
гена т:р в геноме бактерий г!ю15. Результаты, представленные в на­
стоящей статье, показывают, что в отличии от точковой мутации ше1Е 
иисерции тё(Ё: :Тп5 или тё1Е::Тп10 супрессируют действие мутации 
г1ю15 па экспрессию гена ш1р, восстанавливая чувствительность его 
промотора к специфическим эффекторам—белку суШ и комплексу 
цАМФ СИР.

Материал и методика Бактериальные штаммы, использованные а работе, и их 
теистическая характеристика представлены в табл. I Состав используемых в рабо­
те сред и концентрации необходимых добавок описаны и работе Гб] Трансдукцнон- 
ные скрещивания проводили с помощью фага Р1 по Миллеру [3]. Для определенна 
активности УДФ бактерии выращивали и жидкой минимальной среде Адамса с пеоб. 
•.однмымц добавками и глюкозой и качестве источника углерода при 33՜ В яигарнф- 
мнческой фазе роста клетки осаждали центрифугированием н разрушали ультразву­
ком для получения бесклеточных экстрактов, Индукторы—цитидин (2 мМ) и цАМФ 
(ЗмМ) добавляли за 2 ч до прекращения роста бактерии. Активность УДФ опреде 
л!>ли спектрофотометрически по изменению поглощения при 290 им при распаде уриди­
на до свободного урацила [14]. Активность УДФ выражена и сд/мг белка. За еди­
ницу акгпвностк принимали количество превращенного субстрата о мкМ за I мин при 
37°; в таблицах представлены средние значения двух-грех определений Белок ищм-дс 
ляли по Лоури с со,авт [11]

Результаты и обсуждение. Интеграция транспозонов в бактериаль­
ные опероны вызывает строгий полярный эффект на экспрессию гелоз, 
расположенных дистальнее от сайта интеграции, из-за присутствия в 
транспозонных структурах терминирующих транскрипцию сигналов 
[10]. Поэтому мы предположили, что если экспрессия гена пс1р в гено­
ме г1ю!5 действительно обусловлена сквозно»՝՞։ транскрипцией с промо­
тора гена шсЧЕ, то интеграция транспозона в последовательность по­
следнего гена должна прервать транскрипцию, восстанавливая чувстви­
тельность промотора иг1р к действию белка су1К и комплекса цАМФ— 
СКР. В то же время присутствие в структурном гене пте1Е обычной точ­
ковой мутации, вероятно, не должно существенно сказываться на ха­
рактере экспрессии гена щ|р в геноме гЬо15 штамма.

Для изучения влияния мутаций по структурному гену п։е1Е на экс­
прессию гена ц<1р в геноме г!ю15 мы сконструировали на основе штам 
ма АМО56 с помощью трансдукции фагом Р1 серию изогенных штам 
моа, содержащих различные комбинации мутаций по генам гйо, суЩ, 
суд. пюАЕ (табл. I).
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Т а 6 л и и а I
Штаммы Е. со11 К-12, использованные в работе

И,'та мм Генагип Источник

530 ага!) (згаАВ0|С- 1еи)А7679 1«с^х74 С. Браун (США)

£3111 йа!К Ну: :ТпЮ

БВК040 Н։у те։Е: : Тп5 К. Берг (США)
КК4349 Пу те։В ргоВ еША 1Н5 1ас гр$1. те!Е: : Ти10 Р. Кгднер (США)

тс1Е: : ТпЮ
АМ056 НН ирр 14
АМ058 ПН иррАсуа У'а! г 161

АМ059 ПИ иррА суа гЬо15 Уа1—г (61

АМ357 НН ирр гИо!5 7а1—г 161
АМ440 1Ы ирр хпсгЕ (И
АМ441 ЛН ирр те1Е г!1015 Х'е!— г АМ357/ АМ44О
АМ 1000 (1Н ирр су (R 16|
АМ1001 ПН ирр су!Й гЬо15 Уа1 I АМ357 ХАМ 1000
АМ1002 ПН ирр су։ИА суа Уа1—г АМ058ХАМ1000

АМ1003 ПН ирр суШДсуа гЬо!5 У’а1- г АМ059Х АМ 1000

АМ1004 (Ы ирр теШАсуа Уа1—г АМ058ХАМ440

АМ 1005 11Н ирр пкнЕАсуа гКо!5 Уа1- г АМ059ХАМ440

АМ 1006 ПН ирр П161Е ։ ։ Тп5 БВК040хАМ056
АМ 1007 ПН ирр ше։Е'. : Тп5 гЪо15 У’а! г АМ357ХАМ1005
АМ 1008 1Ы ирр гпс1Е: :Тп5Асуа \՝а1 —г $ВК040ХАМ058

АМ 1009 ПН ирр гпесЕ: :Тг.5Асуа гЬо15Уа1—г 5ВК040ХАМ059

АМ 1010 Пн ирр су։Г< те։Е: :Тп5 5ВК040Х АМ 1000
АМ1011 ПН ирр су։К те1Е: ։ Тг.5 гЬэ 15 \га1- г АМ357ХАМ1010
А М1012 ։Й1 ирр су1Х гпе։Е: :Тл5Асуа Уа1—г 5ВК040Х АМ 1002

АМ 1013 НН ирр су!Й п-.е1Е: ։Ти5Дсуа гЬо15 Уа1 —г БВКО4ОХЛМ1ООЗ

В табл. 2 приведены результаты определения активности УДФ в 
бесклеточных экстрактах этих штаммов при выращивании бактерий 
как в обычных условиях, так и в присутствии индукторов-СК и п.ЛМФ. 
Из этих данных прежде всего следует, что в геноме бактерий те1+ 
мутация гпо!5 обусловливает полуконститутивный синтез УДФ незави­
симо от аллельного состояния генов суа и су1К. Действительно, штаммы, 
содержащие мутацию > 1ю15:АМ357 суШ * суа*. АМ059 су1Р ‘ суа, 
АМ 1001 су»й суа ь и АМ 1003 су1К суа, обнаруживают очень близкие 
значения активности УДФ (от 814 до 1211 сд/мг), в то время как у 
контрольных штаммов гйо * мутация су1И вызывает .15-кратную дерсп- 
рессию синтеза УДФ (штамм АМ 1000), а мутация суа, напротив, по­
давляет экспрессию гена нбр в штамме АМ 1002. В соответствия с этим 
добавление и в дукторов-СК и пАМФ практически не влияет на актив- 
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Активность УДФ у штаммои rholS и rho+, несущих регуляторные мутапнн суа и 
cytR. а также мутации metE (точковая) и metE: :Тп5

Таблица 2

Сравниваемые 
штаммы

Генотип по локусам 
суа, cytR, metE Инцукгор

Активность УДФ. 
ел мг, в геноме

rho 15 rho*'

ДМ357 дикий тип — 1112 116

н АМ056 CR+нМАФ 1235 1268

АМО59 АСув — 1104 139

и АМ058 CR+иАМФ 958 762
АМ 1001 cytR — 1211 1555

и АМ 1000 цАМФ 1363 1610

AM1Q03 eytRAcya — 314 121
и АМ 1002 цАМФ 1087 862

АМ441 metE — 574 132
и АМ44О CR+ВАМФ 617 896

АМ1005 metEAcya — 538 128

я АМ1С04 CR+иАМФ 614 1078
АМ 1007

metE t »Tn5
— 190 134

и АМ 1006 CR+иАМФ 489 968

АМ 1009 melE: :Тя5Дсуа — 140 154
и АМ 1008 CR+иАМФ 469 965
АМЮП

metE : : Tn5 cytR
— 603 830

м АМ 1010 цАМФ 862 1372
АМ 1013 metE : : Tn5 cylRAcya — 147 115

и АМ1012 цАМФ 591 1214

ность УДФ у всех четырех исследуемых штаммов rho (табл. 2). Таким 
образом, в геноме бактерий met * мутация rho 15 практически полно­

стью подавляет чувствительность промотора гена uclp к действию белка 
•cy.LR и комплекса цАМФ—СКР.

Характер экспрессии гена нг]р в геноме rho 15 существенно нс меня­
ется при внесении томкокой мутации melE (табл. 2). Несмотря на то, 
что на фоне томкокой му гании inciE активность УДФ у штамма АМ441 
rho 15 снижена примерно в 2 раза по сравнению с соответствующим 
штаммом mel -tAM357h экспрессия гена udp в геноме metE rhol5, 
очевидно, осуществляется не с собственного промотора. Об этом сви­
детельствует, во-первых, сохранение довольно высокого базального 
уровня активности УДФ у штамма А.Ч441 rho 15 (574 ед/мг) по срав­
нению с контрольным инаммом ААА44О rho*՜ (132 ед/мг) и, во-вторых, 
отсутствие снижения активности фермента у'штамма АхМ.1005 (538 ед/ 
мг) при внесении мутации суа. Кроме того, у штаммов АМ441 и \M1005, 
каки \ соответствующих штаммов те*. 4 АМ 357 и АМ059, не наблюда­
ется существенного увеличения активности УДФ при выращивании бак­
терий в присутствии индукторов CR и цАМФ. В этих же условиях \ 
контрольных штаммои rho՜ (АМ440 и АМ 1004) обнаруживается 7-10-
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кратная индукция синтеза УДФ (табл. 2). Таким образом, присутствие 
точковой мутации metE в геноме бактерии rho 15 »։с восстанавливает 
чувствительное։ь промотора udp к действию белка cyiR в комплекса 
и А МФ—CRP.

В отличие от точковой мутании metE, инсерния metE: Т::5 (а так­
же инсерпия metE::T։i!0 тайные по представлены) практически пол­
ностью супрессирус г действие мутации rhol5 на экспрессию гена udp. 
Гак, у штаммов AMI007, АМ 1009 и AM10I3, содержащих мутацию 
г1ю15, на фоне инсериии metE: :Тн5 активность УДФ снижается почти 
до базального уровня, характерного для соответствующих штаммов 
rho AMI006, ЛМ1008 и AM10I2 (табл. 2). Важно подчеркнуть, что при­
сутствие в геноме rho 15 инеерцни metE: :Тп5, кроме того, восстанавли­
вает чувствительность промотора udp к действию CR и цАМФ. Как сле­
дует из данных табл. 2. у штаммов АМ1007, АМ 1009 н АМ1013 наблю­
дается достаточно четко выраженная индукция синтеза УДФ при добав­
лении CR в нАМФ, хотя она у этих штаммов примерно в два раза ни­
же, чем у соответствующих контрольных штаммов nielE: :Тп5 rho՜. В 
связи с этим следует отметить, что уровень дсренрссспн УДФ у штам­
ма АМГ011 metE: :Тп5 cylR rholo также несколько снижен по сравне­
нию с таковым у контрольного штамма АМ К) 10 cytR rhor. Получен­
ные данные указывают ла то, что интеграция транспозона Тн5 в ген 
inetE прерывает сквозную транскрипцию гена udp с промотора metE 
в геноме г1ю15. восстанавливая чувствительность промотора udp к 
действию белка сур и комплекс:։ цЛМФ—CRP. Частичное подавление 
Функций промотора udp и отношении способности к cytR-дерепрессни мо­
жет быть объяснено активностью промоторов интегрированного транс­
позона Тн5» которые могут инициировать в геноме rho сквозную транс­
крипцию примыкающих бактериальных генов, подавляя активность их 
собственных промоторов [7].

Итак, полученные данные в целом позволяют заключить, что экс­
прессия гена udp в jphomo бактерий rholo осуществляется за счет сквоз­
ной транскрипции, инициируемой на промоторе соседнего гена metE. 
В соответствии с ->тим заключенном отмеченное выше снижение экспрес­
сии гена inlp па фоне точковой мутации metE, очевидно, связано с по­
давлением активности промотора metE экзогенным L-метионино.м (при­
сутствие которого в случае метионнновых ауксотрофои необходимо для 
поддержания роста бактерий). Примерно такое же снижение активно­
сти УДФ под влиянием L-метионина наблюдалось и у прототрофных 
по метионину бактерий, содержащих мутацию rhol5 [6].

Автор выражает благодарность профессору В. В. Суходольцу за 
полезные дискуссии по ходу выполнения данной работы, а также Г. II. 
Сергеевой за квалифицированную техническую помощь.
ВНИИгснетика. Москва Поступило 5.JX 1985 г.
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Ոհ1ԴԴԻՆՖՈ11ՖՈՐ1ՎԱԱԱՅԻ ԴԵՆԻ ԷՔՍՊՐԽՍԻԱՅՆ ԿԱՐԴԱՎՈՐՈԻՄՐ. 
ESCHERICHIA COLI-ի ՄՈՏ

Ա. Ս. Մ1ՓՈՆՈՎ

RhO տրանսկրիպցիայի տերմ ինացիայի ֆակտորով թևրի բակտերիանե­
րի դենոմում ճնշվում Լ ուրիղինֆոսֆորիլաղային դենի (Tldp^) պրոմ ոսւորի 
ակտիվությանը !ւ Ա(1|) դենի 1,ր Ապրես ft ան իրագործվում /, միշանցիկ տ րանսկ- 
VhllDl,u,lll հէյյշՎին, որը հավանաբար նախաձեռնվում Լ HIPlE հարևան դենի 
պրոմ ոտռրի у: U ա ումն ա սի րված Լ udp դենի էրսպրեսիան г!10 1օ մուտան- 
տում' HltlE կառուցվածքային դենը շոշափող տարրեր մուտացիաների ֆոնի 
վրա: Unijg Լ տրված, որ ի տարրերու թյուն mctE կետային մուտացիայի, 
illCtEl : I fl 5 ինսերցիան ճնշում Լ г!10 /5 մուտացիայի էֆեկտը lldp դենի 
էրէւպրեէւիայի վրա, վերականգնելով նրա գգայունությունր ռղեցիֆիկ Էֆեկ- 
տորների' CVtR ոեպրեսորի и պ ի ա ակ ուց ի L цЛМФ-CRP կոմպլեքսի նկատ­
մամբ» Ստացված տվյալների հիման վրա հետևութ յուն է արված, որ г110 /5 
բակտերիաների դենոմ ում 11<1[) դենի էքսպրեսիան ի րական ա ցվում Լ 11101։՜- 
պրոմոտորի հսկողության տակւ

REGULATION OF THE URIDINE PHOSPHORYLASE GENE 
EXPRESSION IN ESCHERICHIA COL!

A. S. MIRONOV

In bacterial cells deficient lor the active transcription termination 
factor RhO the uridine phosphorylase promoter activity is inhibited and 
the udp gene expression is due to read—through transcription initiated, 
possibly, from the promoter of the neighbouring mctE gene. The udp 
gene expression in rho!5 background is studied In the presence of va­
rious mctE mutations. It is found that in contrast to the point metE mu­
tations, metE::Tno insertion Suppresses the effect of rholo mutation on 
the udp gene expression, restoring udp promoter response to the action 
of specific effectors cytR protein and cAMP- CRP complex. Based on 
these data, it is concluded that In rhol5 background the udp gene ex ­
pression is under the control of inetE promoter.
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УДК 575.24; 576.851.48

ГЕНЕТИКА И БИОХИМИЯ ВТОРОЙ 
ПУРИННУКДЕОЗИДФОСФОРИЛАЗЫ ESCHERICHIA COL1 К-12

Ill М КОЧАРЯН, X О. БЕЗИРДЖЯН. М. А МЕЛКУМЯН. Н. А. ОГАНЕСЯН.
А. М. КОЧАРЯН, Ж И. АКОПЯН

Структурный ieti pndA. ответственный за синтез второй нуриннуклеозидфосфорн- 
лазы Е. со!։ К-12. расположен на 51 мни генетической карты к тесно сцеплен с ге­
ном-регулятором синтеза ПНФазы 2—pndR Порядок генов на .хромосоме, установлен­
ный с помощью многофакторных трансдукнионнм.х скрещиваний; nupC—proR-— 
pndA- plsll. Осуществлено молекулярное клонирование гена pndA в составе вектор­
ной плазмиды pBR322. Мутации pndA рецессивны но отношению к дикому аллелю 
pud А ՛ на ншеомс F' или в составе плазмиды pBR322.

Установлено наличие двух форм фермента, различающихся ыежд\ собой четвер­
тичной структурой, молекулярной массой нативного фермента и субъединиц, а также 
субстратной специфичностью. Это, по-ииднмому. обусловлено поеттрансляцнонной мо­
дификацией продукта гена pndA. поскольку единичные мутации по гену pndA пол­
ностью элиминируют активность III [Фазы 2 у бактерий

Ключевые слово; регуляции генной активности. структура и функция ферменте;. 
п ур и н никл ео лп< '/фосфор и ла за.

11сследонаиие метаболизма тимина ՝. Е. coli К-12 способствовало 
обнаружению deo-оперона, который состоит из четырех сцепленных ге­
нов катаболизма нуклеозидов и расположен иа 99 мин генетической 
карты [1. 8. 9]. В состав dco-ouepoiia входит структурный ген dcoD, 
который кодирует пурипнуклеозидфосфорилазу (КФ2.4.2.1; ПНФазу!) 
и подвержен весьма сложному регуля горному контролю с участием 
двух белков-репрессоров—продуктов генов-регуляторов dcoR и cytR 
[16]. ПНФаза! катализирует обратимую реакцию фосфоролитического 
расщеплении нуклеозидов аденина, гипоксантина и гуанина и не рас­
щепляет ксантозин |12].

Изучение фенотипических ревертантов, полученных у мутантов 
dcoD. показало существование у Е. coli второй пуринпуклсолидфосфо- 
рилазы (ПНФазы2) [2,1,6,10,13]. ГП1Фаза2, в отличие от ПНФазы!, 
обладает субстратной специфичностью к ксантозину [2. 1, 13]. Синтез 
ПНФазы2 находится под контролем гена-регулятора pndR. продуктом 
которого является белок-активатор [3, 5, 10]. Индуктором синтеза 
ПНФазы2 у штаммов дикого типа служит ксантозин, а у нётокорых му­
тантов с измененным продуктом гена-регулятора pndR синтез фермен-
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та является конститутивным или индуцируемым, наряду с ксантозином, 
и другими пуриновыми нуклеозида ми [5, 6, 10]. Ген ршШ локализу­
ется на 51 мин генетической карты [3, 10].

В настоящей работе осуществлено генетическое картирование и 
молекулярное клонирование структурного юна 1II !Физы2— рш1А, а так 
же установлено наличие двух форм фермента, различающихся п.кого 
рымн физико-химическими и каталитическими свойствами.

Материал и методика. Генетическая характеристика и происхождение штаммов 
Е соИ К-12, использованных п работе, приведены в табл. I Составы сред, используе­
мых для культиннронання бактерии, и концентрации необходимых добавок рекомендо­
ваны ранее [3, 7].

КдиъюгйнИонные и трансдукциопные (фаг Р1) скрешннаннк. введение в геном 
бактерий мутантного аллеля гесЛ с помощью транспозона ТнЮ (донор -штамм 
ХК6659) и элнмннзиию эпнеомы р' осуществляли ио ранее описанным методикам [3. 7].

Выделение, рестрикцию, ли нронанне и электрофорез ДНК в агарозном геле, п 
также тра^ф'ор.мпцию бактерий плазмндноп ДНК приводили по Мзпнатасм <• созгл 
[15]

Фосфоролиз нуклеозидов н спите । нуклеозидов ал сохкгиетствуютих оснований и 
рнбозо-1 -фосфата ПНФазой 2 определяли с помощью методой, описанных ранее [2] 
Выделение обеих форм ПНФазы 2 осу тестил ил и из экстрактов штамма Ы<46|>. .юла 
дающего в результате мутации рп<1Р1 коневых тинным синтезе.։ фермента и несущею 
п геноме делению по гену деоО, по ранее использованной схеме [2 1 Чистоту фер­
мента определяли аналитическим электрофорезом при pH 8.9 в 6,2%-ном полипкрн.'.а- 
мндном геле ПАЛГ [II] Молекулярную массу фермента определяли гсльфилы ранней 
на калиброванной колонке с сефадексом 6-150 (1.6X89 см), а молекулярную массу 
субъелнинц— электрофорезом в ПЛАТ н присутствии додециле ул ьфзта натрия [17| 
В качестве маркерных белков использовали цитохром С (12400), химотрипсиноген А 
(25700), яичный альбумин (15000), бычий сьлюроточныи альбумин (мономер 67000, 
димер—134000), альдолазу 1148000. субъед и ниш.՛—37000) и каталазу (субъединицы 
60000). Изоэлектрическую точку фосфорилазы определяли методом вертикального 
нзофоьуенрования и столбиках П.АЛГ (3.8X1 Н) мм). содержащих 1.6% ймфолнноа 
с pH 5—7 и 0,4% с pH 3,5—10, а таккже 9 М мочевину.

Результаты и обсуждение. Отбор и идентификация мутантов по 
структурному гену рп<!А. Известно, что мутанты Е. соН, дефектные по 
уранилфосфорибозилтрансферазе (нрр), могут приобретать устойчи­
вость к 5-фторуранилу в комбинации с пуриновым дезоксирибонуклео- 
зидами за счет мутаций по ПНФазе I [16]. Дли отбора мутантов, де­
фектных по ННФлзеЗ, использовали среды с 2.5 мкг/мл 5-фторурацила 
и 400 мкг/мл дезоксиаденозила, а в качестве родительского штамма— 
мутант 5К737, лишенный активности ПНФазы! (мутация <1еоО), но 
обладающий за счет мутации рш1Г<10 конститутивным синтезом ПНФа- 
зы2 и несущий в геноме мутацию нрр (табл. I). В результате были по՛ 
лучены мутанты, утратившие способность к росту на средах со всеми 
пуриновыми нуклеозидами, включая ксантозин, как источниками угле­
рода и энергии.

У таких мутантов могут быть затронуты как структурный, так и ре­
гуляторный гены ПНФазы-2. Ранее было показано, что мутация рпс!К10 
доминантна по отношению к дикому аллелю ргкШ.՜’ на эписоме Г’ 198-1 
[3]. Поэтому следовало ожидать, что введение в клетки бактерий, де­
фектных по структурному гену ПНФазы2 и несущих н геноме мутацию 
рпНРЮ, эписомы !՝*' 198-1 должно сопровождаться восстановленном спо-
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Штаммы Е. coli К-12- использованные в работе
Таблица I

Штамм Генотип' Источник’*

SK4G0 Г՛’՜, val'՛. Ins, pndRl, rpsL. me։ В. (21
purD, Д (deoB—deoD) 25 В. Н. Гершакович

LBG1I58 F՜. ptsll, cysA, trp. ilv, rpsL (Москва)
NK6659 HirKLIG, srl ։ ։TnlO. recA56 Д. А. Складнее (Москва)
AKG07 F՜, plsH, cysA, ilv. rpsL. deoDS 131
А К 626 F . pndRIO, plsH. cysA. ilv, rpsL. deoDS |3|
F'198 —1/FF F'. pndR+, p։sH՜ , ptsl_,cysA ’ r՜. Л. Мунч--Петерсен

proC43, ptsl 40, bglB5, recAl, rpsl.150 (Копенгаген, Дания)
SK737 как AK620, но upp А К626. спонтанно
SK757 как SK737, ни pndA8 SK737. спонтанно
SK815 как SK757, но rccA56. srl s :Тп10 NK6659 X SK757
SK856 как SK815, ио F’198—1 Г198—1 FF XSK815
SK888 как 5К850, но без F’I98—1 SК.856, элиминация
SK815(pNDl) как SK815, по pNDl (pBR322: ; pndA) SK815, трансформация
8;-1024 Hfrll, tmpC: tTnlO, metC69. thil, rel 1 Б. Мигинд (Копенгаген,

Дания)

* -Обозначения генетических маркеров, кроме рпйК и рги!Л, введенных нами, со­
ответствуют номенклатуре Бахман [9].

’■'—Дана литературная ссылка или указано, от кого получен штамм. либо указаны 
родительские штаммы, из которых в результате спонтанных мутаций, конъюгааионных 
скрещиваний, трансформант։ или элиминации тписомы получен данный штамм.

собиости к катаболизму всех пуриновых нуклеозидов и одновременным 
появлением в экстрактах бактерий активност ПНФазы2 при условии, 
что эписома содержит в своем составе структурный ген рпйА. Этому 
критерию соответствует мутация в штамме Ч1<757, которая обозначена 
как рп<1Л8 (табл. 2).

d>v'ioni:։n теско.- припиление мутации pr.dAS
Т и блина 2

Штамм Генотип

Способность к катаоо- 
։ пзму Исаи .озннфосфо- 

рп.тазная актив­
ное и-, н,пн-молен 

и мни на мг
аденозина, 
инозина 

и гуанозина
ксантозина

LBO1158 + 0 (62)*‘
АК6О7 deoD — — - 0 (71)֊*
SK737 deoD, pndRIO — — 82
SK757 deoD, pndRIO. pndA? — -- 0
SK856 deoD. pndRIO, pndA8 F'19S—1 ч- 4- 34
SK888 deoD. pndRIO, pndA8, recA — — 0

’—Определена ио появлению роста через 9С» ч инкубации на среде с соответствую­
щим нуклеЬзндом (0.1%) как источником углерода.

"'—В скобках указано значение активности о условиях индукции ксантозинов (вы- 
ращивання н среде с 0.1 % ксантозина).
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Следовательно, эпнсома Г' 198-1 действительно содержит дикий 
аллель структурного гена рпс!А, -а мутация рпс1А8 рецессивна по отно- 

сому аллелю и нарушает активность ПНФазы2. С таким 
выводом согласуются данные генетического картирования мутации 
рпбЛ8. представленные ниже.

Картирование гена рт1А. В траисдукнионных скрещиваниях с ис­
пользованием штамма 501021 в качестве донора и штамма 5К757 в 
качестве реципиента отбирали трапсдуктанты Те.1 ’■՛ (пирС: .Тп10), 

\ * и Рт1А ■, которые анализировали па наследование неселекти- 
руемых маркеров пирС, рп<Ш, рп<1А, рЦН и су>А. Во всех случаях со- 
С1 ношение рекомбинантных классов по неселектируемым маркерам со­
ответствовало порядку генов на хромосоме: пирС рпс1К—рп<1А- рь! I 
сузА. С таким порядком генов согласуются также частоты интеграции 
неселектируемых маркеров в этих скрещиваниях (табл. 3). Следует от­
метить достаточно высокое (—90%) совместное наследование при 
трансдукции маркеров рпс1А и ртШ.

Интеграции неселектирусмых маркеров (%) з потомстве трансдуктант^в от 
скрещиваний донора 801021 с реципиентом 8К757

Таблица 3

Селектируемый 
маркер

1 (есслсктируемые маркеры

пирС՜ рпЛГ*՜ рпбЛ р(511 + су$А*

Те։՛7 (пирС ։ ։ ТпЮ) 10 и. О.* 81.9 67.4 58.1
Су5Л * 32.7 н. о,-* 53.2 79.7 100
Рш1А 87.7 100 72.8 56.6

•—я. о.—не определяли, гак как рекомбинантные классы ршШ ■ рпбА и рп<1К 
рпс!А՜ фенотипически не разли чаются.

Молекулярное клонирование гена рпЛ 1. Хромосомную .111 К, вы­
деленную из штамма Е. соН К 12 дикого типа, и ДНК. плазмиды рВИ322 
обрабатывали рёстриктазой ВатН1, лигировали полученные фрагмен­
ты и трансформировали клетки штамма 5К815. В резулы аге были ото­
браны клоны трансформантов, восстановившие способность к росту на 
средах с ксантозином и другим:! пуриновыми нуклеозидами как источ­
никами углерода и энергии и одновременно унаследовавшие признак 
устойчивости к ампициллину (100 мкг/мл).

Один из трансформантов был использован для выделения плазми­
ды, обозначенной р.\О1. Плазмида р\1)1, ко данным рестрикции эн­
донуклеазой Вап1Н1 и последующего электрофореза в агарозном геле, 
состоит из вектора рВК322 и встроенного фрагмента ДНК размером 
2.1 тысяч пар нуклеотидов (т. п. и.). Повторная трансформация клеток 
штамма $К815 плазмидой р\1)1 восстанавливала способность бакте­
рий к катаболизму пуриновых нуклеозидов. Следовательно, встроен­
ный в плазмиду рВН322 Ваш! 11 фрагмент размером 2,1 т. и. и. содер­
жит структурный ген рис! А.
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Выделение и сравнительная характеристика двух форм 11НФазы2. 
В ходе очистки ПНФазы2 были обнаружены я очищены до практически 
электрофорети чески гомогенного состояния две формы фермента. Вы­
явленные свойства двух форм ПНФазы2 в сравнении с известными свой­
ствами ПНФазы! даны в табл. 4. Обе формы фермента обладают одн-

Некоторые свойства ПНФазы! и двух форм 11НФазы2 Е. сой
Таблица-։

Характеристика
ГШФаза2

ПНФаза!**
։рнмсрная гексамерная

Молекударная масса
голофермента 85000 150000 140000
субъединиц 28000 2501'0 23700

И юэлсктрнческая точка pH 5.5 р! 1 5 5 и. о.
pH стабильность п. о. 5.9 6.3 7.2-7.6

Относительная скорость фосфоролиза и %
дезоксиинозина 1(10 (9!)' НЮ (60)’ 100
дезоксигуанозина 62 78 74
инозина 50 58 46
гуаио-ший 33 37 48
ксантозина 23 53 0

дсзоксцадеиознна 32 0 61
аденозина 14 О 61

Относительная скорость синтеза 
нуклеозидов в 'д из рибоза! -фосфата и

ксантина 100 (72)» 100(42)* и. о.
гуанина 65 8! и. о.
।ниоксантина 46 47 И. О.

аденина 21 0 н. о.
Оптимум pH фоефороляза 6.5-7.0 6.5—7.0 7.0-7.5

’—В скобках указано абсолютное значение активности в микромолях и мин на мг 
белка, принятое за 100%.

••—По данным работ [!2. 14]

наковой изоэлектрической точкой и оптимумом pH для реакции фосфо­
ролиза. однако различаются между собой четвертичной структурой, мо­
лекулярной массой субъединиц я субстратной специфичностью.

В результате единичной мутации рпс!Л8. которая ренертярует с 
часю!ой ~ 10 *, бактерии полностью теряют активность 1։ПФазы2 
(табл. 2). Поэтому можно предположить, что появление гексамерной 
формы фермента с относительно меньшей молекулярной массой субъе­
диниц вызвано посттрансляциинной модификацией субъединиц гример­
ной формы. В го же время остается неясным физиологический смысл 
такой модификации для клетки, тем более что она сопровождается из­
менением субстратной специфичности.

Нс менее интригующим является вопрос о возможном эволюцион­
ном родегве ПНФазыI и Г1ПФазы2. По гипотезе Зипкаса и Рили [18]. 
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геном современной кишечной палочки появился в результате двух после­
довательных дупликаций меньшего по размеру предкового генома. 
Следствием этой гипотезы является допущение о расположении эволю­
ционно родственных генов ни кольцевой хромосоме бактерии на рас­
стояниях 90 и 180е по отношению друг к другу. Расположение струк­
турных генов pndA (51 мин) и deol) (99 мин) на 100 минутной генетиче­
ской карте [9] удовлетворяет этому критерию (— 180՜). Однако более 
прямом проверкой существования эволюционного родства меж iy 
ННФазой! и ППФазой2 явилось бы сравнение степени гомологии нук­
леотидных последовательностей их структурных генов. Для этой цели 
предполагается использовать плазмиду pNDI с встроенным геном pndA.

Авторы считают своим долгом отмети ։ь неоценимую поддержку 
Соса Исааковича Алиханяна в исследованиях i\o генетике и биохимии 
ПНФазы2.
Научно-исследовательский технологический институт аминокислот, Ереван, 

Институт экспериментальной биологии
АН Армянской ССР, Ереван Поступило 11 IX 1985 г

ESCHERICHIA COLI ԵՐԿՐՈՐԴ
ՊՈԻՐԻՆՆՈԻԿԼԵՈԶԻԴՖՈՈՖՈՐԻԷԱքէԱ^Ի ԳԵՆԵՏԻԿԱՆ ԵՎ ՐԻՈՔԻՄԻԱՆ

5. Մ. ₽ՈՉԱՐՅԱՆ. 1օ. 2. ^ԷԶԻՐՋՅԱՆ. Մ. Ա. ՄԵԼՔՈՒՄՅԱՆ. Ն. I’. ՀՈՎՀԱՆՆԻՍՅԱՆ. 
Ա. 1Г. ՔՈՉԱՐՅԱՆ, ժ. Ի. 2ԱԿ111։ՅԱՆ

Е. coli }\֊12֊ի երկրորդ պ ուրինն ոլկլե ո ր//; դֆո սֆո րի չա դ ա յի (ՊՆՖ-2) 
սինթեզի համար պատասխան шипи pndA կաոուցվածքս/յին դենր տեղադրված 
է այս օրգանիզմների դենետիկական քարտեզի ս!-րդ րոպեի վրա ft խիստ 
շղթայակցված Լ ՊնՖ-2-ի սինթեզի կարգավորիչ դենի fpndR^ հետ։ -Р րոմոսոմ  ի 
վրա դեների զասավորմ ան հաջորդականությունդ հաստատված Լ ГЦфС-'.M։d 
R-pndA-ptsU րադ մաֆակտոր սւ րան и դսւ֊կ ցի ոն խաչասերումների օգնու­
թյամբ։ Իրականացված I, pndA դենի մպեկ/պչար կյսնավորսէմր pBI? 322 
վեկտորային պլազմիգի կազմում։ pndA մուտացիան F էպիւ/ոմի կամ pIJR 
322 ս/ւաղմիդի կազմում գտնվող pndA ՚ վայրի “Ч^/Ь նկատմամբ ոեցեսիվ Լ։

ՊՆՖ֊2-ի ան ջ ս։ tn մ ան րնթա ցրում հաստատված Լ ֆերմենտի երկու տե­
սակների աոկայոէթյոէնր, որոնք իրարից տարբերվում են չորրորդս։էին կա- 
и արված բով (տրիմեր ե հերսս/մ եր), նաթիվ ֆերմենտի և նրա ենթ ա միա­
վորների մոլեկույյար կշիռներով (ս/րիմերի Համար՝ 85000 ե 28000, հեքստ֊ 
մերի Համար' 150000 ե 25000), ինչպես նաև սոլրսարատային սպեցիֆիկս։ 
թյամր հերսամերր, ի inս/րբերււէխյան սւրիմերի, չի ճեդբսէմ աղենին նոէկլեո- 
դիդներր։

GENETICS AND BIOCHEMISTRY OF THE SECOND PURINE 
NUCLEOSIDE PHOSPHORYLASE OF ESCHERICHIA COLI K- 12

Sh. M. KOCHARIAN՛. Kh. O. BEZ1RDJIAN. M. A. MEl-KLMIAN. 
N. 1. OGANESIAN. A. M. KOCHARIAN. J. I. AKOPIAN

The pndA structural gene, encoding Ihe second purine mi leeside 
phosphorylase (PNPase 2) ol Er coli K--12. is located <>n 51 min. of 
the genetic map and tightly linked to the PNPj;sc2 pndR regulatory 
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gene. The nupC — pndR — pnd.A — ptsH gene order has been establis­
hed by means oi transductlonai crosses. The pridA mutations are reces­
sive to the pnd.V allele both on the F’ episome and cloned on pBR322 
plasmid.

During enzyme purificat ons study two forms of PNPase-2 have been 
established. They differ by quaternary stru՝*turc (trimerlc and hexameric), 
molecular weights of the native enzyme and its subunits, as nuich as 
substrate spe ificlty (trimer Is specific for all major purine nucleosides 
while hexamer does not cleave nucleosides of adenine).
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УДК 576 851 132095:547943

СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ ВАРИАБЕЛЬНОСТЬ 
НЛАЗМИДНЫХ ЛИК SALMONELLA DERBY ШТАММ \ К-89

А Ф КАЗЛНЧЯН

Uoxii.inita структурно-функциональна* нариабсльностъ ДНК и.тмид Salmonella 
derby К 89; н исследуемом штамме выянлен:. инвертированные ...... после-
доиатсльлости ДНК. ответственные за рекомбинационные процессы и клетках бакте­
рий н, пи леей вероятности, обуеллвлнплхчцне структ) рио-функииопа.и-ную парна- 
бельпость щученных пллтмплиых ДНК

Каючсиые слона: сальмонелла, пиззиида.
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Рис. I I Электрл1ф։>|:ети'1сск»1«. плззиндны- U IK Ч dvrny К-89 в
различных условиях культ нпринанпи 2 Элею рофиретнческне профили 
нлазындных ДНК S. derby К-89 в составе трансформантов. а|. б), в! 
(■ coli J й’З. трансформированные плалмн.шымн ДНК 1 2. 3. rj С. coli 
.1 5-3; д) Реп уеюччиный трансформант I ;i>li I V ( ДНК И el ’ i-ibni — 
устойчивым грань-формант I., coh I 6-3 (ДНК 3i ՝ Элзьтроф՛ фегкчсские 
профили плазмн.лгых ДНК н<сххлглпп1нъ։в s lyplr.n ui iinri AG-H-I ;։| Реп— 
устойчивый жс.чоныоганг, Гч Stn- -устчй liiniji’i >кгкон։.югаи1 в> Сгм 

\СТОЙ ։!1НЫЙ ЭКГКОН ПИ?! ЛН1.
Рис. 2 I Электрофоре* иладмидиых ДНК S. de-l>\ К 89. обработанных 
(6) и необработанных (a) Si п\к.хазон. 2. Электрофорез в 1.1%-пой 
агарозе а) фаг обрэ бот аилы н Pst 1. 61 инвертированные повторяющие­
ся последовательности ДНК h :1< -1՝у К-89; ы пнвергнроь.'пныр ионгоры 

ДНК S derby К-89 после денатурации и ренатурэцин.



Salmonella derby К-89 выявлен в клинических изолитах больных 
детей к период доминирования этого штамма в качестве основного воз- 
бучи геля сальмонеллеза в Армянской ССР [4]. У данною штамма 
определена антибиотикоустойчивость к пенициллину, хлорамфениколу, 
стрептомицину. Ранее нам։: были выделены и охарактеризованы плаз- 
нидныс- ДНК S. derby К-89, ответстлелпые >а данный гп.-кгр устой in- 
пос л- к антибиотикам [1—3, 6].

Материал и методика. Бактерии штамма S. derby К-89 выращивали и течение 18— 
20 ч при 37' в питательном бульоне, приготовленном ня основе рыбной пасты (50 г 
гнеты па I л воды) или на агаризрвйннспТ среде с антибиотиками. Осветленные, ли- 
заты получали по Гуэррп [12]. Плазм нлные. ДНК осаждали изопропиловым спир­
том. осадок после центрифугирования промывали, суспендировали н буфере 50 мМ 
Трис НС; (pH 7.8), 10 мЧ \'а2 ЭДТА. к котором) добавляли SDS до конечной кон- 
нентраини 0,7%, и инкубировали в течение 6(1 мни при 65° в присутствии протеиназы 
К (200 мкг/мл) [Н]. Затем ДНК делротеншинронали и осаждали спиртом II ея- 
Тнфикаиию плаэмидных ДНК проводили путем. гель-электрофореза о Н; ной arap i? 
•Serva, ФРГ) в буфере 0.04 М трис-ацетата (pH 7.8|. 0.02 М ацетата Na. 0,002 М Na., 

ЭДТА.
Трансформацию пл азмид ними ДНК S. derby К-89 проводили ио описанному ил- 

ми ранее экспрессному методу [6]. В качестве реципиент.>а :рн л м иен./.: нива.ш 
Следующие штаммы՜ Salmonella typhiniurlum AG-64, прсдостан i-.ни-тй член-корр. 
.АМН СССР А. Г. Скаврокской. Г. coll С-600, Е. col; .1 5—3. Реанпиенгныс штам­
мы исследовали на аятпбиотккочувстр.ительность и отсутствие иляз.мидной ДНК. 
Трансформанты возникали с частотой 10>—10» иа ! .мкг ДНК После ряда проверок 
на стабильность фенотипа под селективным леплением из полученных клонов выдели­
ли плаз мидные ДНК. которые анализировали электрофорезом в 1%-нпн агарозе.

В качестве реципиента при конъюгации использовали штамм S. lyphiinurium AG-6I 
\ralr ՛. Конъюгацию проводили согласно руководству Миллера [7] при 37- от 15.мин 
до 2 ч; Жонтрселекцшо—налидиксовой кислотой в концентрации 10 мкг/мл Конь- 
юглнты возникали с частотой 10-5—ю Пчеле проверок на стабильность фенотипа 
и՛ жсИрнъюгаитов выделяли плазмидные ДНК и изучали их поведение в Г'.',-ной 
агарозе при гель-элект|х>форезе в течение 3 ч при ЬОВ

Обработку SI-нуклеазой (Serva. ФРГ) проводп.-.ii по описанном методике [5]. 
Пробы инкубировали при 37° а течение 15, 30 мин и 1 часа. Реакцию останавливали 
ври 65°. Оптимальная концентрация Sl-нуклсазы и наших опытах составляла 500 еди­
ниц на : мкг ДНК

Выделение инвертированных повторяющихся последовательной ДНК проволнтч 
по известному методу [8], идентифицировали их гель-электрофорезом в 1.)%-нон 
лгарр>- при 60 В в течение 5 часов

Результаты и обсуждение. Электрсфоретическис профили плаз- 
мндиых ДНК S. derby К-89, выделенных при культивировании штамма 
и различных условиях, показаны на рис. I. /. Плазмидные ДНК ва­
рианта «б» па рис. 2, / предназначались для грансформаиии.

Приведенная таблица отражает функциональную вариабельность 
плпзмндных ДНК S. derby К-89 при экспрессии их п гетерологичных н 
Гомологичных системах трансформации. Внимание привлекает тот 
факт, что все молекулы ДНК. выявляемые при гель-эл ектрофорезе 
(рис. 2, !), передают при трансформации все исследуемые детерминан­
ты антибиотикоустойчявости. что хорошо прослеживается на примере 
реципиента S. lyphimuriuni \G-64. Однако н случае отдельной молеку­
лы ДНК происходит диссоциация нестабильного фенотипа PcnCrnSn) 
на стабильные CmSm и Реп или РепСт и Sin. В таблице показана 
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различная экспрессия п.ъазмидных ДНК d Е. coli J 5-3, Е. coli С-600, 
S. typhimurium AG-64. В наших экспериментах закономерен сам факт 
передачи одной молекулой ДНК независимо от молекулярной массы 
всех исследуемых признаков антибиотикоустойчивости, а именно Реп, 
Cm, Sm. В этой передаче разделяются 2 стабильных фенотипических 
признака PenCm и Sin в одном случае и CmSm и Реп н другом. Ни в 
одном эксперименте по трансформации Ст не является самостоятель­
ным фенотипически стабильным детерминантом, что подтверждается 
также опытами по конъюгации бактерии S. derby К-89 и S. typhimurium 
AG-64.

На рис. 1.2. и. I, 3 представлены электрофоретические профили 
плазмид S. derby К-89 в составе бактерий-трансформантов. Как вид­
но, в них имеет место повышенная вариабельность структурных форм 
плазмидпых ДНК.

ДНК 3 (рис. 2. / б, полоса 3) в штамме Е. coli .1 5-3, не имеющем 
плазмид в своем составе (рис. 1, 2г), проявляет фенотип CmSm и Реп 
и при электрофорезе даст целый ряд полос, в том числе мигрирующих 
с крайне низкой скоростью, сопоставимой со скоростью миграции са­
мой высокомолекулярной плазмиды (рис. 1, 2 в).

Из рис. 1, 2 и I, 3 видно, что низкомолекулярные плазмидныс ДНК 
образуют в трансформантах высокомолекулярные формы, а ДНК 1 в 
составе трансформантов даст начало ряду низкомолекулярных форм.

При конъюгации S. derby К-89 с S. typhimurium AG-64 реципнент- 
пый штамм приобретал все признаки устойчивости к антибиотикам 
Cm. Sm, Реп. причем Pen-устойчивые колонии были устойчивы к Ст, 
.чо не к Sm, а Sm-устойчивые только к Sm. Cm-устойчивые колонии 
г.оньюгаптов росли также на Реп-чашках и были чувствительны к Sm.

Электрофоретический анализ плазмид, выделенных из эксхоншо- 
гантов, выявил наличие в случае с PenCm устойчивостью высокомоле­
кулярной плазмидвой ДНК, которая при Sm-устойчивости отсутствует 
(рис. I, 3).

11рнсутствие инвертированных повторяющихся последовательно­
стей в генетическом материале S. derby К-89 определяли как указано в 
методике. На рис. 2, 2 представлены результаты гель-электрофореза в 
1,4%-ной агарозе обработанного препарата плазмидных ДНК. Видно, 
что н составе исследуемых ДНК S. derby К-89 имеются обратные по­
вторы ДНК с молекулярными массами, близкими по величине извест-

Т а б л и ц а 
Трансформация ллаодидмимн ДНК Salmonella derby К-89

№ ДНК
Рсц и п пент ы

S. lyphimurlum AG -64 E. coll J 5-3 E. coll C-600

ДНК № I
ДПК № 2

ДПК № 3

PenCm
Реп С m

PenCm

Sm 
Sm

Sm

PenCm
PenCm

PenCm Sm

Sm
Pen
Pen

PenC
Pen
Pen CmSm

mSn> 
Sm 
Pen

CmSm PenCm Sm
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ны,м ипсерииошгым последовательностям (от 800 до 1500 т. п. и.), а 
также значительно превышающими их.

Результаты экспериментов убедительно показывают структурно- 
функциональную вариабельность плазмидных ДНК в составе S. derby 
К-89. Изучение фенотипически стабильных форм плазмидной ДНК вы­
явило ряд закономерностей: каждая плазмида передает рсципнентно- 
му штамму устойчивость ко всем исследуемым антибиотикам, однако 
во всех случаях происходит диссоциация «трехчленного» детерминанта 
PcnCmSm на стабильные репСт и Sm или CmSrn и Реп, причем пер­
вый случай преобладает: плазмидные ДНК с низкими молекулярны­
ми массами образуют в составе трансформантов стабильные высокомо­
лекулярные формы; высокомолекулярная ДНК 1 является коинтсгра- 
том, способным существовать, возможно, как в виде олигомера, гак и 
катенана, а соотношение этих двух структурных форм в бактериях мо­
жет определяться мемболическим состоянием бактерии-хозяина, усло­
виями роста [10].

Из приведенных экспериментальных данных явствует, что метабо­
лической системе S. derby К-89 свойственно поддержание в своем со­
ставе определенного количества (до 3-х) стабильных структурных форм 
плазмид с различными молекулярными массами, фенотипически выра- 
жзющими устойчивость к пенициллину, хлорамфениколу, стрсптоми- 
пипу.

В основе всех описанных явлений лежат рекомбинационные собы­
тия, происходящие на внутри молекулярном и меж молекул яр ном уров­
нях. Полученные данные свидетельствуют о том, что обнаруженные в 
эксперименте инвертированные повторы ДНК вовлечены в подобные 
Ь&СОыбннации in vivo, известные для многих штаммов [9]. и создают 
основу для существования сложной, но закономерной вариабельности 
структурно-фуикииопальпых форм илазмвдных ДНК S. derby К-89.
Институт экспериментальной биологии

ЛИ Армянской ССР Поступило 11.VI 198й г.

К-89 6SU.UI՛ SALMONELLA DI RBY '4U.9,UI''IU.-3l'b ‘Н.1>-ЪЬРЬ

II. 1. чииил^-пп.

՛ f/"՛],1/ 4Salmonella derby K.-8 u^tinjJluptLpfi 
Ullinit/lftuA ptllfill lj/l/l]  fl lib 111/ if UI pfl L'lpfl / III fl 1И1Ъ p b 'I'l/ft'-fl фп /ч Ш !j I, p llj iflll c) ///»/>- 

Ul^l,JI^ nt p ini-ЬЪ b pfi qrijnif/juihp r/t//uiJbtiiuf/pifnq ? t/։ uiJ nij, uptJt- 
Un,l Hf 4/j/b til’ll tntf иp։f uu'/ f tji/// ifui pflU/ pfl/nt f) l"t.h p: I .1 % iu',utpti-
ipuji/iJ hUjinptit^npb/ifi oqii ntf} juijp pmz;w‘>in pin/iih'I bh \iu (u/Ъft JS>֊hLp{t >p(t֊ 
fwbtuj Jtt(bl{ni[։пир l^finhbptHf 9'OP'-tibp/i iflllftl111 If I. [I llj tfill Л I/ pbb //iff J /пЪЪ b p p , 
/Jtnt/Lu h p Ui pXp mt} rrt fil tli/tfuiHljlipunfiuf՝) I/ pljli rrr [} i uibii b pfi tinilftu/ni ֊
Pjiuiipi
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STRUCTURAL-FUNCTIONAL VARIABILITY OF PLASMID DNA-s
OF SAl.MORhLLA DE RUY K-89 STRAIN

A. F. KAZANCHIAN

Data, concerning the variability of plasmid DNA structure and 
function in Salmonella derby K—81 strain are shown, it has been fo­
und out that these plasmid DNA s harbour the inverted repeat 
sequences, which appear to be responsible for the mentioned plasmid 
DNA variability.
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