
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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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.
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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

948



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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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
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■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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