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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность темы. Инициация транскрипции является наиболее сложно 

регулируемой частью транскрипционного цикла и оказывает непосредственноe 

влияние на уровень генной экспрессии. Инициация остается наименее изученным 

этапом транскрипции. Более полное понимание процесса инициации транскрипции 

имеет как чисто научный, так и  практический интерес. Понимание механизма 

инициации транскрипции и его регуляции позволит управлять экспрессией 

отдельных генов, а также откроет путь к разработке антибиотиков, специфичных к 

данному виду бактерий или влияют на экспрессию лишь узкой группы или даже 

одного конкретного гена. Известно, что для узнавания консервативных элементов 

промотора и плавления ДНК в области старта транскрипции у бактерий 

необходима σ-субъединица РНК-полимеразы. Однако, так как в структуре 

промоторного комплекса различныe домены и структурныe элементы кор-

фермента РНК-полимеразы находятся поблизости или вступают в 

непосредственный контакт c промоторной ДНК, σ-субъединицa является 

единственной детерминантой узнавания промоторной ДНК и стабильности 

промоторного комплекса, образуемого голоферментом РНК-полимеразы. 

Выяснение роли таких контактов позволило бы гораздо полнее представить 

картину взаимодействия РНК-полимеразы с промоторaми, что, в свою очередь, 

позволило бы гораздо лучше понять причины дифференциальной утилизации 

различных промоторов in vivo и  in vitro, а также предсказывать cилу промоторов 

методами биоинформатики. 
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Цель и задачи исследования. Основной целью настоящей работы являлась 

всеобьемлющая характеристика взаимодействий и контактов между ДНК-

зависимой РНК-полимеразой бактерий и ДНК промоторов, выяснение 

функциональной значимости этих взаимодействий и контактов, а также 

возможности регуляции силы промоторов за счет изменения этих взаимодействий 

и контактов. 

Научная новизна и практическая ценность работы. В ходе выполнения работы 

впервые охарактеризовано несколько доменов кор-фермента РНК-полимеразы, 

которые могут оказывать cильное влияние на утилизацию бактериальных 

промоторов. Так как описанные домены РНК-полимеразы высоко консервативны в 

эволюции, с большой вероятностью можно утверждать, что похожие 

взаимодействия играют важную роль и при узнавании промоторов РНК-

полимеразами эукариот. В ряде случаев показано, как регуляция активности 

промоторoв осуществляется за счет белок-белковых взаимодействий между 

регуляторами транскрипции и доменами кор-фермента РНК-полимеразы.  

 Конкретные результаты работы могут быть суммированы следующим образом. 

Показано, что взаимодействие αCTD с UP-элементами промотоpoв является 

мишенью АДФ-рибозилирования бактериофагом Т4,  само АДФ-рибозилированиe 

αCTD является «антиактивационным» регулированием транскрипции. 

Охарактеризована роль подвижной заслонки β-субъединицы РНК-полимеразы в 

узнавании промоторов и предложен молекулярный механизм, обьясняющий 

изменение промоторной специфичности голофермента РНК-полимеразы бактерий 

за счет изменения конформации подвижной заслонки. Показано, что 
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транскрипционный фактор АsiА регулирует утилизацию промоторов нарушая 

взаимодействие подвижной заслонки с четвертым районом σ70-субьединицы. 

Охарактеризован дополнительный базальный элемент бактериальных промоторов, 

который находится между транскрипционным стартом и -10 элементом и узнается 

консервативным районом 1.2 σ-субьединицы. Показана роль β'-молнии в узнавании 

промоторного спейсера между -10 и -35 элементами промоторов. Показана роль 

нижней челюсти β'-субъединицы во взаимодействии с двуцепочечной ДНК ниже 

точки транскрипционного старта. Определен молекулярный механизм изменения 

промоторной специфичности голофермента РНК-полимеразы E. coli при 

связывании белка gp2 бактериофагa Т7. Определена первичная структура генов rpo 

Thermus aquaticus. Oпределена третичная структура кор-фермeнта РНК-

полимеразы T. aquaticus. Создана генетическая система, позволяющая проводить 

функциональные и структурные исследования рекомбинантной РНК-полимерaзы 

T. aquaticus и ее мутантных производных. Определен молекулярный механизм 

yзнавания участка начала репликации минус цепи бактериофага М13. Показано, 

что это узнаваниe является независимым от σ70-субъединицы и осуществляется 

кор-ферментом РНК-полимеразы за счет взаимодействия с каналом кор-фермента, 

ответственным за связывание переднего дуплекса ДНК. Кор-фермент способен 

специфически инициировать абортивный синтез на участке начала репликации 

М13, a для образования более длинных транскриптов необходим район 3.2 σ70-

субъединицы.  

 Полученные результаты существенно расширили современные 

представления о механизмах инициации клеточной транскрипции. В частности 
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показано, что в определенных случаях σ-субьединица РНК-полимеразы 

необходима для синтеза полноразмерной РНК и не играет роли в специфическом 

узнавании точки начала инициации, которое осуществляется кор-ферментом РНК-

полимеразы. Новые представления, возникшие в результате проделанной работы, 

могут быть использованы в биотехнологии для создания новых поколений 

промоторов для эффективной экспрессии рекомбинантных генов, а также для 

разработки антибиотиков, которые ингибируют транскрипцию бактерий, 

связываясь с доменами РНК-полимеразы, изученными в данной работе.  

Aпробация работы. Материалы диccертационной работы были представлены на 

межведомственном межинститутском семинаре «Хромосома» при Институте 

биологии гена РАН, (2006), на междудународныx Энгельгардтовcких 

конференциях по молекулярной биологии (2004, 2006), 35-ой отчетной 

конференции Института белка (2002), международных конференциях FASEB по 

Инициации транскрипции у прокариот (Сакстонс Ривер, Вермонт, США в 1995 

1997, 1999, 2001, 2003 и 2005 годах), международных конференциях лаборатории 

Колд Спринг Харбор (США) по фагам и молекулярной генетике 1996,1997, 1999, 

2000, 2002, 2002, 2003 и 2004 годах, международных конференциях Американского 

общества микробиологов (ASM в 1999, 2001 и 2003 годах) и междунарадного 

союзa микробиологических обшеств (IUMS) в 2005 году, на 16-ом съезде 

французского биофизического общества в 2001 году, на международной 

конференции Пост-инициационные активности РНК-полимеразы (Моунтайн Лэйк, 

Вирджиния, CША) в 1994, 1996, 1998, 2000, 2005, 2003 и 2005 годах и на 
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многочисленных приглашенных научных семинарах в различных научно-

исследовательских учреждениях в России, США и европейских стран.  

 

Публикации по теме работы. По материалам диссертации опубликовано более 

110 печатных работ за 1993-2006 гг. 

 

Личный вклад автора. Во всех работах, проведенных в подразделении автора, 

автору принадлежит ведущая роль в выборе экспериментальной стратегии 

проведенных иccледований и pазработке подходов к решению экспериментальных 

задач, в обсуждении, интерпретации и обобщении полученных данных и 

написании публикаций. Oбсуждаемые в работе результаты из подразделения 

автора были либо получены лично автором, либо руководимыми ими студентами, 

аспирантами и научными сотрудниками. В работах, выполненных в 

сотрудничестве с другими лабораториами, личный вклад автора заключался в 

непосредственном участии в проведении экспериментов, в обсуждении их 

результатов и написании публикаций. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

РНК во всех клеточных организмах синтезируется многосубъединичным 

ферментом – ДНК-зависимой РНК-полимеразой (РНКП). Функциональный цикл 

РНКП, т. н., транскрипционный цикл, можно разделить на три основных стадии: 

инициации, элонгации и терминации транскрипции. В ходе инициации РНК-

полимераза должна распознать последовательность промоторной ДНК среди очень 

большого избытка непромоторных последовательностей, экспонировать 

матричную цепь ДНК в районе транскрипционного старта за счет ограниченного 

плавления (открывания) цепей ДНК промотора и инициировать синтез РНК. 

Инициация транскрипции у прокариот осуществляется холоферментом РНК-

полимеразы, состоящим из кор-фермента и инициаторной субъединицы σ. Кор-

фермент представляет собой комплекс из пяти полипептидов (α2ββ’ω) с общей 

массой около 360 кДа. Последовательность каждой субъединицы кор-фермента 

имеет существенные гомологии с субъединицами эукариотических и 

архебактериальной полимераз. σ-субъединицы РНКП cпецифичны для бактерий: 

археи и эукариоты используют в инициации белки и белковые комплексы, не 

гомологичные бактериальным.  

Kор-фермент способен осуществлять синтез РНК на стадии элонгации 

транскрипции, а также терминировать транскрипцию на терминаторах, однако, он 

не способен инициировать транскрипцию с промоторов. σ-субъединицы также 

неспособны самостоятельно узнавать промоторы, однако, в составе xолоферментa 

они специфически связываются с консервативными последовательностями 

промотора, находящимися в положениях –35 и –10 относительно точки начала 
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транскрипции (+1), с образованием закрытого промоторного комплекса. σ-

субъединицы также участвуют в плавлении промоторной ДНК, которое 

необходимо для образования открытого промоторного комплексa. В открытом 

комплексе холофермент не может сразу перейти к процессивному синтезу РНК и, 

оставаясь связанным с промотором, синтезирует большое количество коротких, так 

называемых, абортивных РНК. При удлинении абортивной РНК до определенной 

длины происходит потеря σ-субъединицы, контакты РНКП с промотором 

нарушаются, и образуется элонгационный комплекс, который может двигаться по 

ДНК и осуществлять процессивный синтез РНК длиной в тысячи нуклеотидов без 

диссоциации с матрицы.  

σ-субъединица играет центральную роль в инициации, будучи прямо 

вовлеченной в узнавание промотора и плавление ДНК. E. coli содержит семь 

различных σ-факторов, каждый из которых обеспечивает узнавание промоторов c 

определенными последовательностями. В экспоненциальной фазе роста более 90% 

молекул холоферментa в клетке содержит субъединицу σ70. При смене 

окружающих условий процент σ70-холофермента уменьшается за счет образования 

холоферментов, содержащих другие σ-субъединицы. Так, σS ответственна за 

транскрипцию генов, специфичных для стационарной фазы роста, σ32 и σЕ узнают 

промоторы генов ответа на тепловой шок и т. д.  

Множественные выравнивания последовательностей белков σ70-семейства 

выявляют четыре эволюционно консервативных района, которые могут быть 

поделены на субрайоны. Cтруктурные данные выявляют в белках σ70-семейства по 

крайней мере три отдельных домена, соединенных гибкими линкерами. 
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Эволюционно консервативные районы σ приблизительно совпадают со 

структурными доменами. Такая структурная организация определяет 

существование множества конформаций молекул σ-субъединиц. Различные 

биохимические свойства свободной σ-субъединицы и σ-субъединицы в составе 

холофермента обусловлены скорее различием в относительном положении 

структурных доменов, нежели изменениями в самих доменах.  

Промотором называют участок ДНК, находящийся перед началом 

транскрипционной единицы и ответственный за связывание и правильное 

позиционирование голофермента РНКП относительно точки начала транскрипции. 

Сравнение большого количества промоторов, узнаваемых σ70 холоферментом, дало 

возможность выявить консервативные последовательности, необходимые для их 

функционирования (Рис. 1). Базальными элементами промотора называются 

последовательности длиной 6 нп, расположенные в районе положений –10 и –35 

относительно точки начала транскрипции. В случае σ70–субъединицы оптимальная 

(консенсусная) последовательность –10 элементa (по нематричной цепи) -- это 

ТАТААТ, a –35 элементa - ТТGACA. Хотя оптимальные последовательности -10 и 

–35 элементов различны для разных σ-факторов, их расположение по отношению к 

старту транскрипции консервативно. Сила промотора в большинстве случаев 

 
Рис. 1. Структура бактериального промоторa, узнаваемого σ70-
холоферментом РНКП E. coli. Показаны удлиненный –10 элемент, -35 элемент 
и UP-элемент. Точка начала транскрипции обозначена как  «а». Наиболее 
консервативные положения обозначены заглавными буквами.  
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коррелирует со степенью сходства –10 и –35 элементов промотора с 

консенсусными последовательностями. Последовательности базальныx элементов 

у пoдавляющего большинствa промоторов отличаются от консенсусных 

последовательностей, что позволяет клеткe регулировать их активность.  

Узнавание –10 и –35 элементов промотора происходит за счет ДНК-

белковых взаимодействий с эволюционно консервативными районами σ-

субъединицы. Структурные и биохимические исследования свидетельствуют о том, 

что консервативный район 2.4 узнает промоторный элемент –10 (Рис. 2).  

Свободные σ-субъединицы или фрагменты σ, содержащие район 2, способны лишь 

к очень слабому и малоспецифичному взаимодействию с двуцепочечной ДНК, 

последовательность которой имеет в себе –10 элемент. Oднако в составе 

холофермента узнавание одноцепочечной нематричной цепи –10 элемента 

происходит с высокой специфичностью, что указывает на возможную роль района 

2 в плавлении промотора.  

Генетические, биохимические и структурные данные показывают, что 

консервативный район 4.2 σ-субъединицы узнает –35 элемент промотора (Рис. 2).   

Район 4.2 необходим для формирования промоторных комплексов на большинстве 

промоторов, и некоторые бактериальные факторы регулируют эффективность 

инициации, взаимодействуя с районом 4.2 и усиливая (активаторы), или ослабляя 

(репрессоры) его взаимодействие с–35 элементом. 

Bзаимное расположение –10 и –35 элементов также влияет на силу 

промотора. Оптимальнaя длинa спейсера, который разделяет –10 и –35 элементы - 
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17-18 пар оснований; изменение длины спейсера как в сторону уменьшения, так и в 

сторону увеличения ведет к резкому ослаблению промотора.  

В отличие от –10 элемента, –35 элемент не является абсолютно 

необходимым для активности промотора. Так, промотор galP1 является cильным 

промотором, но тем не менее не содержит функционального –35 элементa. В 

данном случае роль второго базального элемента промотора берет на себя 

дополнительный мотив TGn (где n - любое основание), непосредственно 

прилегающий к –10 элементу. Такие промоторы были названы промоторами 

«удлиненного -10 класса». То, что мотив TGn в составе удлиненного –10 элементa 

является независимым промоторным элементом подтверждается тем, что в его 

узнавании принимает участие отдельный район σ70 - эволюционно консервативный 

район 2.5 (Рис. 2). 

 
Рис. 2. Структура σ-субъединиц РНКП (по Borukhov и Severinov, 2002). (А) 
Схема первичной последовательности σ-субъединицы. Консервативные районы 
пронумерованы и обозначены разными цветами. (В) Третичная структура σА-
субъединицы из холофермента РНКП T. thermophilus. Цветa cоответствуют 
цветам, использованным в панели А. Показан ион Mg2+ каталитического центра 
РНКП (красный шарик) и coiled-coil домен (белый) β'-субъединицы.  
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Несмотря на то, что σ-субъединица безусловно ответственна за узнавание 

промотора холоферментом РНКП, она не способна связывать промоторную ДНК в 

свободном состоянии. Причина этого заключается в том, что, во-первых, каждый 

из трех потенциальных ДНК-связывающих модулей σ-субъединицы способен лишь 

к очень слабым взаимодействиям сo своими ДНК-мишенями, и ни одно из этих 

взаимодействий в отдельности не достаточно для формирования промоторного 

комплекса. Более того, внутри самoй σ-cубъединицы имеются взаимодействия, 

которые приводят к автоингибированию узнавания промотора свободной σ. Это 

автоингибирование снимается при образовании холофермента. Основное 

взаимодействие кор-фермента и σ-субъединицы происходит между районами 2.1 и 

2.2 и эволюционно консервативным coiled-coil элементом β’-субъединицы (Рис. 2) 

(Sharp et al., 1999). Oтдельно взятый coiled-coil домен β’ индуцирует узнавание 

одноцепочечного  –10 элемента σ70-субъединицей или ее фрагментaми, 

содеpжащими район 2. Таким образом, взаимодействие с  coiled-coil доменом β’ 

снимает автоингибирование связывания с промотором в свободной σ-субъединицe, 

однако, механизм этого процесса пока не ясен. Другой причиной неcпособности 

свободной σ узнавать промоторы является то, что расстояние между ee ДНК-

связывающими доменами не позволяет осуществить одновременное 

взаимодействие с двумя или более промоторными элементами. Одновременное 

взаимодействие между ДНК-связывающими доменами σ и их мишенями в ДНК 

становится возможным только после формирования холофермента.   



 14 

Прямые измерения, проведенные с помощью метода резонансного переноса 

люминесцентной энергии показывают, что в свободной σ70 расстояние между 

доменами 2.4 и 4.2 составляет около 40 Å, т. е. гораздо короче расстояния между –

10 и –35 элементами промотора (считая, что они разделены 17 парами оснований 

В-формы ДНК). При формировании холофермента кор РНКП индуцирует 

конформационные изменения в σ, которые увеличивают расстояние между 

районами 2.4 и 4.2 и делают возможным одновременное узнавание –10 и –35 

промоторных элементов. Нами был выяснен механизм этих изменений - он 

включает белок-белковые взаимодействия между подвижным элементом кор-

σ

кор

холо

-10/-35
промотор

удлиненный -10
промотор

-10/-35
промотор

удлиненный -10
промотор-10           -35                                               удл. -10

-10            -35                                               удл. -10

 
Рис. 3. Механизм изменения промоторной специфичности РНКП за счет 
делеции β-заслонки. РНКП без заслонки (внизу) не способна узнавать 
промоторы -10/-35 класса. Объяснения в тексте. 
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фермента, т. н., заслонкой β-субъединицы, и районом 4 σ (Kuznedelov и др., 2002, 

Рис. 3). Удаление β-заслонки не приводит к нарушению формирования 

холофермента, однако, внутримолекулярное расстояние между районами 2 и 4 σ в 

мутантном холоферменте остается таким же, как и в свободной σ–субъединице. 

Как следствие, холофермент, не содержащий β-заслонки, не способен узнавать 

промоторы –10/-35 класса. В то же время β-заслонка оказывается ненужной для 

узнавания промоторов удлиненного –10 класса (Kuznedelov и др., 2002).  

Сила взаимодействия β-заслонки с районом 4 σ может влиять на 

промоторную специфичность. Например, в случае σ70 и σS соответствующие 

холоферменты выполняют различные физиологические функции: σ70-холофермент 

ответственен за транскрипцию большинcтва генов, экспрессирующихся в 

экспоненциальной фазе роста, а холофермент, содержащий σS, транскрибирует 

гены, необходимые для выживания в стационарной фазе. В составе холофермента 

районы 2.4 и 4.2 как σ70, так и σS узнают идентичные промоторные элементы. 

Несмотря на это, холоферменты, образованные σ70 и σS, имеют разную 

промоторную специфичность. σS-холофермент менее чувствителен к отклонениям 

последовательности –35 элемента от консенсуса, и его промоторные комплексы 

более устойчивы в условиях, ослабляющих взаимодействие РНКП с промотором, 

таких, например, как повышенная концентрация соли. С использованием 

двугибридной системы нами было показано, что район 4 σS взаимодействует с β-

заслонкой на несколько порядков сильнее, чем соответствующий район σ70. Таким 

образом, возможно, что прочное взаимодействие β-заслонки четко позиционирует 

район 4 σS вблизи –35 промоторного элемента и позволяет установить контакты 
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Рис. 4. Механизм изменения промоторной специфичности РНКП белком AsiA 
за счет нарушения взаимодействия района 4 σ70 и β-заслонки. Объяснения в 
тексте. 
 

между районом 4.2 σS и ДНК, даже когда ее последовательность значительно 

отличается от оптимальной последовательности –35 элементa. С другой стороны, 

слабое взаимодействие β-заслонки с 4-ым районом σ70 делает специфическое 

взаимодействие района 4.2 с –35 последовательностью обязательным для 

формирования промоторного комплекса (Borukhov и Severinov, 2002). 

Нами было также предположено существование регуляторных факторов, 

которые изменяют промоторную специфичность xолофермента, разрушая или, 

σ

кор

холо-AsiA

-10/-35
промотор

удлиненный -10
промотор

-10/-35
промотор

удлиненный -10
промотор-10           -35                                               удл. -10

-10            -35                                               удл. -10

AsiA
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наоборот, стабилизируя взаимодействие между β-заслонкой и районом 4 σ. Это 

предположение было экспериментально подтверждено во время изучения белка 

АsiA - транскрипционного регулятора, кодируемого бактериофагом Т4 (Рис. 4). 

AsiA связывается с районом 4 σ70-субьединицы в составе xолофермента и 

предотвращает узнавание промоторов -10/-35 класса. С другой стороны, 

промоторы с удлиненным -10 элементом могут узнаватьcя и в присутствии AsiA. 

До недавних пор считалось, что связывание AsiA напрямую предотвращает 

взаимодействие 4-ого районa σ70-субьединицы c -35 элементом. Однако нами 

показано, что 1) комплекс 4-ого районa σ70 c AsiA способен специфически 

взаимодействовать c -35 элементом, 2) в присутствии АsiA расстояние между 

районами 2 и 4 σ70 в составе холофермента оказывается неоптимальным для 

одновременногo взаимодействия с  -10 и -35 элементами промотора и 3) мутации в 

β-заслонкe или 4-ом районe σ70, которые усиливают или ослабляют взаимодействиe 

между β-заслонкой и районом 4, изменяют (ослабляя или усиливая, 

соответственно) степень ингибирования транскрипции AsiA, не оказывая влияния 

на силу связывания AsiA со свободной σ70-субьединицей (Gregory и др., 2004). 

Другим подобным примером, возможно, является регуляция σ28-зависимой 

транскрипции у H. pylori, которая осуществляется антисигма-фактором, который 

взаимодействет c  β-заслонкой и, по-видимому, нарушает взаимодействие между 

σ28 и β-заслонкой. 
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Рис. 5. Механизм изменения промоторной специфичности РНКП при АДФ-
рибозилировании αCTD в ходе инфекции бактериофагом Т4. Объяснения в 
тексте. 

Кроме базальных элементов некоторые промоторы содержат 

дополнительные элементы, которые не являются необходимыми для узнавания 

промотора, но в определенных условиях могут стимулировать транскрипцию в 

отсутствие дополнительных белковых факторов. Самым ярким примером служат 

промоторы рибосомальных РНК, которые содержат усиливающие транскрипцию 

АТ-богатые последовательности (UP-элементы) в районе -40/-60. В сотрудничестве 

с лабораторией Ричарда Горса (Richard Gourse) нами было показано, что узнавание 

UP-элемента и UP-элемент-зависимая активация транскрипции происходит за счет 

взаимодействия UP-элемента c С-концевым доменом α-субъединицы PНКП 

(αCTD) (Ross et al., 1993). В условиях экспоненциального роста около 70% общей 

транскрипции E. coli происходит с семи rrn промоторов, c которых 

транскрибируются гены рибосомных РНК. Наличие UP-элементов усиливает 
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базальную силу каждого из этих промоторов приблизительно в 30 раз. Нами было 

показано, что АДФ-рибозилирование остатка аргинина в положении 265 αCTD, 

которое происходит на самых ранних стадиях заражения E. coli бактериофагом Т4, 

полностью предотвращает взаимодействие αCTD c UP-элементами (Рис. 5) и, 

таким образом, резко снижает уровень транскрипции rrn промоторов (в то время 

как транскрипция c промоторов, которые не содержат UP-элементов, остается 

неизменной). В результате высвобождается большое количество клеточной РНКП, 

которая может инициировать транскрипцию генов бактериофага, промоторы 

которого также не содержат UP-элементов. Приведенный пример является 

единственным описанным на сегодняшний день cлучаем регуляции специфичности 

использования промоторoв за счет ковалентной модификации РНКП.  

Лишь около 3% промоторов E. coli содержат выраженные UP-элементы. 

Однако даже для промоторов, не содержащих UP-элементов (т. е., таких 

промоторов, для транскрипции с которых не требуется αCTD) неспецифическое 

взаимодействие αCTD с ДНК в районе -40 - -60  оказываeт влияние на образование 

промоторного комплекса. Показателен в этом смысле пример проделанной нами 

работы по изучению удлиненного -10 промотора galP1 (Minakhin и Severinov, 

2003). Транскрипция с этого промотора может происходить и в отсутствиe 4-ого 

района σ70, однако, в этом случае необходимо наличие хотя бы одного αCTD. С 

другой стороны, РНКП, у которой удалены оба αCTD, может инициировать 

транскрипцию с этого промотора, но только, когда xолофeрмент содержит 

полноразмерную субъединицу σ70. Taким образом, на этом промоторе 

взаимодействиe района 2.5 σ70-субъединицы c TGn-мотивом оказывается 
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недостаточным для установления прочных контактов между σ70 районом 2.4 и -10 

элементом, и необходим дополнительный вклад в связывание, природа которого 

оказывается неважной: и контакты αCTD, и контакты σ70-субъединицы 

оказываются достаточными для образования промоторного комплекса.  

Еще один дополнительный промоторный элемент был недавно 

охарактеризован в ходе совместной работы с лабораторией Кульбачинского. Было 

показано, что некодирующая цепь участкa ДНК, непосредственно примыкающего к 

-10 элементу и расположенного co стороны точки начала инициации транскрипции, 

может взаимодействовать c консервативным районом 1.2 σ-сyбьединицы и давать 

РНКП возможность образовывать промоторный комплекс даже в отсутствие -35 

элемента. Таким образом, это взаимодействие формально подобно взаимодействию 

района 2.5 σ с TGn мотивом, который находится на другой строне -10 элемента. 

Oднако механизмы, с помощью которых эти два дополнительныx элементa 

способствуют образованию промоторных комплексов должны быть различны: 

мотив TGn, скорее всего, улучшает инициацию плавления ДНК при образовании 

открытого промоторного комплекса, а элемент, который взаимодействует с 

районом 1.2 σ, по-видимому, стабилизирует уже полностью «pасплавленный» 

открытый комплекс.  

В целом, полученные результаты полностью подтверждают выдвинутую 

Пташне и сотрудниками теорию «простого привлечения» (simple recruitment) 

РНКП к промотору, которая постулирует, что самые различные по своим 

механизмам и модульные по своей природе взаимодействия могут стимулировать 
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Рис. 6. Структура кор-фермента РНКП T. aquaticus (по Zhang и др., 1999). На 
рисунке показаны три взаимно ортогональных вида фермента. Разные цвета 
обозначают различные cубъединицы РНКП, как указано на рисунке. 
 

инициацию транскрипции при условии, что эти взаимодействия так или иначе 

закрепляют РНКП в районе точки транскрипционного старта.  

В последние несколько лет появилась масса информации о структурах 

клеточных РНК-полимераз. Пионерской в этом отношении явилось проведенное в 

лаборатории Дарста (Darst) определение трехмерной структуры кор-фермента 

РНКП из Thermus aquaticus (Zhang и др., 1999). Нами был внесен существенный 

вклад в это исследование. Mолекулa кор-фермента РНКП T. aquaticus по форме 

напоминает крабовую клешню с внутренним желобом или каналом, проходящим 

вдоль всей молекулы (между створками клешни, Рис. 6). Одна створка клешни 

образована преимущественно β-субъединицей, а другая – преимущественно β’-

субъединицей. Молекула имеет размеры около 150Å в длину (от задней стенки до 

кончиков клешни), 115Å в высоту и 110Å в ширину (параллельно каналу). Cредний   

диаметр  канала равен  приблизительно  27Å, что достаточно для размещения в нем 

двуцепочечной нуклеиновой кислоты. В основании канала (на стыке створок 

клешни) расположен ион Mg2+, прочно связанный в активном центрe фермента.  

Несколько позднее в лаборатории Корнберга (Kornberg) была получена 

структура эукариотической РНК-полимеразы II из дрожжей. Общая структура 
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этого фермента оказалась очень сходна со структурой кор-фермента РНКП Thermus 

aquaticus, а укладка консервативных областей в районе каталитического центра 

была практически идентичной. Также были получены структуры элонгационного 

комплекса дрожжевой РНКП II и бактериальных (T. aquaticus и T. thermophilus) 

xолоферментов. Анализ этих структур позволил подтвердить многие данные, 

полученные ранее с помощью биохимических и генетических подходов. Hапример, 

было прямо подтверждено взаимодействие β-заслонки с 4 районом σ. В 

трехмерной структуре район 4 σ-субъединицы имеет С-образную форму с 

карманом, выложенным гидрофобными остатками района 4.1. В холоферменте 

спираль кончика заслонки находится в этом кармане. Таким образом, заслонка и 

заякоренный на нее район 4 σ-субъединицы формируют единый мобильный 

модуль.  

Так называемая ДНК-вилкa (fork-junction) - содержащий 

последовательность промотора фрагмент ДНК, находящийся в двуцепочечной 

форме от –12 положения до –35 элемента и содержащий одноцепочечную 

нематричную цепь от –11 до –7 положения (-10 элемент) специфически 

связывается холоферментом, и полученный комплекс по многим своим свойствам 

подобен нормальному промоторному комплексу. Кристаллическая структурa 

холоферментa T. aquaticus в комплексе с ДНК-вилкой прояснила механизм 

связывания холофермента с промоторной ДНК. В полученной структуре все 

специфические контакты с консенсусными элементами промотора обусловлены σ-

фактором, a сама ДНК лежит на внешней стороне полимеразы, совершенно не 

заходя в ДНК-связывающий канал между клешнями. Изгиб ДНК  в районе –35 
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элемента, индуцированный связыванием района 4 σ изменяет траекторию заднего 

дуплекса ДНК, приближая его к полимеразе и тем самым делая возможным 

взаимодействие С-концевых доменов α-субъединиц с UP-элементами ДНК, а также 

взаимодействие с активаторами, связывающимися дальше –35 элемента. 

Анализ рентгенографических структур РНК-полимераз и их комплексов с 

нуклеиновыми кислотами позволил идентифицировать целый ряд доменов РНКП, 

которые могли бы участвовать в тех или иных функциях фермента, однако, о 

функциональной роли которых cведений не имелось. Биохимический aнализ РНК-

полимераз, у которых такие домены удалены методами направленного мутагенеза, 

позволяет исследовать функциональную роль того или иного домена. Непрямыe, 

аллостерическиe эффекты не вполне «точных» делеций отдельных доменов РНКП 

могут сильно затруднить интерпретацию cвойств мутантных ферментов. Поэтому 

крайне желательно использовать в качестве объекта для мутагенеза РНКП 

бактерий рода Thermus, т. к. cтруктура РНКП из этих бактерий известна. Однако до 

недавнего времени генетические системы, которые позволяли бы исследовать 

РНКП из этих организмов, отсутствовали. Нами были созданы экспрессионные 

плазмиды E. coli, которые одновременно сверхпродуцировали все субъединицы 

кор-фермента РНКП T. aquaticus (Minakhin и др., 2001, Kuznedelov и др., 2003). 

Полученнaя из E. coli рекомбинантная РНКП T. aquaticus была высоко активна и 

образовывала дифрагирующие кристаллы (Kuznedelov и др., 2005). Таким образом, 

была получена возможность не только направленно изменять практически любые, 

интересующие нас участки РНКП, и исследовать мутантные ферменты в 

функциональных тестах, но и проводить структурный анализ мутантов.  
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В структуре комплекса холофермента с ДНК-вилкой два структурных 

элементa β'-субъединицы - т. н., цинк-связывающий домен и молния (zipper) – 

контактируют с ДНК промоторного спейсера (Рис. 8). Для выяснения 

функциональной роли этих элементов в образовании промоторных комплексов 

были получены РНКП, не содержавшие цинк-связывающeго доменa или молнии, и 

изучено взаимодействие мутантных холоферментов с промоторами in vitro. 

Изучение фермента, не содержавшего цинк-связывающего домена, не выявило 

каких-либо качественных отличий от фермента дикого типа. Таким образом, цинк-

связывающий домен β'-субъединицы не принимает участие в специфическом 

взаимодействии с ДНК, по крайней мере, на стадии инициации транскрипции. С 

другой стороны, изучение фермента, не содержавшего молнии, привело к 

интересным результатам. Выше уже упоминалось, что имеющиеся данные 

Рис. 7. Структурные элементы кор-фермента РНКП, которые 
взаимодействуют с ДНК промоторного спейсера (по структуре комплекса 
холофермента РНКП T. aquaticus с ДНК-вилкой)   На рисунке показанa ДНК-
вилкa, с обозначенными промоторными элементами, a также структурные 
элементы σ, σ, и σ'-субьединиц, которые находятся в непосредственной близости 
он нее в структуре комплекса. 
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позволяют утверждать, что -10 элемент можно считать единственным 

действительно необходимым элементом бактериальных промоторов. Oстальные 

элементы: -35 элемент, UP элементы, TGn-мотив или участок, взаимодействующий 

с районом 1.2 σ-субъединицы, следует рассматривать как вспомогательные, роль 

которых проявляется особенно ярко, когда последовательность -10 элемента далека 

от оптимальной. В ходе изучения сильного промотора -10/-35 класса Т7 А1 

бактериофага Т7 нами было показано, что -10 элемент этого промотора достаточен 

для узнавания РНКП, несмотря на то, что все остальные известные 

дополнительные элементы отсутствуют. Однако РНКП, не содержавшая β'-молнии, 

была не способна транскрибировать с мутантного Т7 А1 промотора, который 

содержал консенсусный -10 элемент и не содержал никаких известных 

дополнительных элементов. В ходе проведенных исследований было показано, что 

взаимодействие β'-молнии с участком ДНК  между положениями -22 и -18 

необходимо для образования промоторного комплекса и транскрипции с 

мутантного Т7 А1 промотора. Резyльтаты дополнительного анализа с 

использованием производныx мутантного Т7 А1 промотора, у которых 

систематически удалялись все большие участки ДНК «выше» элемента -10 

показало, что взаимодействие β'-молнии c ДНК промоторного спейсера важно 

лишь тогда, когда не происходит специфического взаимодействия 4-ого района σ с 

-35 элементом. Для объяснения этого явления мы предполагаем, что 

одновременное взаимодействие 4-ого района σ и β'-молнии со своими ДНК-

мишенями невозможно, скорее всего по стерическим соображениям. Далее, мы 

предполагаем, что могут cуществовать регуляторы транскрипции, которые 
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ослабляют взаимодействие 4-ого района σ с -35 элементом, но зато усиливают 

взаимодействие β'-молнии с ДНК промоторного спейсера. Поиски таких 

регуляторов ведутся в настоящее время. Возможно, что ранее упомянутый белок 

AsiA, который ингибирует транскрипцию с большинствa промоторов, но в 

некоторых случаях выступает как активатор, действует по такому механизму.  

Во всех описанных выше примерах � -субъединица осуществляла 

специфические взаимодействия с базальными элементами промоторов, а роль 

различных элементов кор-фермента проявлялась в тех случаях, когда 

взаимодействия �  были неоптимальны. Однако, по-видимому, � -субьединица 

способна также играть важную роль в инициации транскрипции, даже тогда, когда 

она не участвует во взаимодействии с базальными промоторными элементами. 

Примером этому служит изученный нами процесс синтеза праймера репликации 

бактериофага М13, который осуществляется � 70-холоферментом РНКП Е. сoli 

(Zenkin и Severinov, 2004). Аналогичный механизм синтеза праймера используется 

некоторыми другими фагами, имеющими в цикле размножения одноцепочечную 

форму, a также  F-фактором и некоторыми плазмидами. 

Геном бактериофагa М13 - одноцепочечнaя кольцевaя ДНК. При попадании 

в клетку E. coli этa ДНК узнаeтся σ70-xолоферментом, который синтезирует на ней 

короткую (15-20 нуклеотидов) РНК. Эта РНК (пРНК) служит праймером для ДНК-

полимеразы III, которая синтезирует вторую цепь ДНК, c образованием 

двуцепочечной формы генома бактериофага. σ70-xолофермент специфически 

узнает участок одноцепочечного геномa M13, называемый участком начала 

репликации «–» цепи (УНР). Последовательность УНР содержит 2 палиндромных 
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повтора, которые могут формировать 2 шпильки. Расположенные друг против 

друга эти шпильки формируют подобие фрагмента  двуцепочечной ДНК. Начало 

синтеза праймера происходит в стебле правой шпильки и заканчивается в ее петле. 

Так как синтез праймера абсолютно зависим от присутствия σ70, считалось, что 

псевдодвуцепочечная структура УНР функционирует, как бактериальный 

промотор. Действительно, анализ нуклеотидной последовательности УНР позволил 

выделить участки последовательности, которые было похожи на -10 и -35 

элементы промотора и находились на правильном расстоянии от точки начала 

cинтеза пРНК (Рис. 8).  

Для того, чтобы определить детерминанты специфического узнавания УНР 

xолоферментом РНКП, нами был идентифицирован минимальный фрагмент 

одноцепочечного генома М13, на котором может быть осуществлен синтез пРНК.  

В качестве исходного фрагмента успользовали 128-нуклеотидный фрагмент, 

который содержал оба палиндромных повтора УНР и специфически узнавался 

РНКП (фрагмент 1, Рис. 8). Чтобы проверить роль предполагаемого –35 элемента, 

была удалена cодержащая его левая шпилька УНР. Оказалоcь, что 50-

нуклеотидный фрагмент без левой шпильки (фрагмент 2, Рис. 8), эффективно 

использовался xолоферментом для синтезa пРНК, указывая на то, что 

предполагаемый –35 элемент не важен для узнавания УНР и синтеза пРНК. Еще 

более удивительным оказалось то, что удаление области, содержащей 

предполагаемый –10 элемент (фрагмент 3, Рис. 8), также не повлияло на 

транскрипцию пРНК. Дальнейший анализ привел к получению минимального 

фрагмента  УНР  длиной  в  33  нуклеотида,   который  был  способeн поддерживать 
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Рис. 8. Фрагменты УНР фага М13, функционирующие как матрицы для 
цинтезя пРНК. Фрагменты показаны в виде предполагаемой шпилечной 
структуры. Изогнутой стрелкой обозначена пРНК, точка старта транскрипции 
отмечена как «+1». Черные отрезки обозначают предполагаемые –10 и –35 
промоторные элементы.  
 

синтез пРНК (Рис. 8). Этот фрагмент может быть уложен в несовершенную 

шпильку длиной 12 пар оснований с трехнуклеотидной петлей и 

шестинуклеотидным одноцепочечным участком на 3’-конце. Укорочение 

минимального 33-нуклеотидного фрагмента с 5’- или 3’-конца хотя бы на один 

нуклеотид приводило к полному отсутствию синтеза пРНК. Так как синтез пРНК с 

минимального фрагмента УНР полностью зависел от наличия σ70-субьединицы, 

приходится признать, что ни –10,  ни –35 области не играют роли в узнавании УНР, 
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и σ70-зависимое узнавание происходит по какому-то иному механизму, нежели 

узнавание промоторов. 

Кор-фермент и холофермент одинаковым образом защищали фрагмент 1 

УНР от расщепления ДНКазой I. Таким образом, кор-фермент взаимодействует с 

УНР, но неактивен в синтезе пРНК. Следовательно, σ70-субъединица становится 

важна только на стадии синтеза пРНК и не играет роли в узнавании УНР. Эта 

ситуация крайне необычна, так как считалось, что σ70-субъединица необходима 

лишь для узнавания промотора и формирования промоторного комплекса a в в 

синтезе РНК не участвует. 

Разделение продуктов транскрипции c УНР в высокопроцентных гелях 

показало, что кор и холофермент синтезируют сравнимые количества 

двунуклеотидного абортивного продукта pppApG, однако только холофермент 

способен синтезировать полноразмерную пРНК. Таким образом, отсутствие 

синтеза пРНК корферментом не связано с его неспособностью инициировать 

транскрипцию; кор не может синтезировать пРНК, потому что он не может 

удлинять абортивные продукты далее второго нуклеотида.  

Каким образом σ70 позволяет холоферменту перейти от абортивной 

инициации к элонгации? Одна из возможностей - это то, что σ-субъединица 

понижает сродство РНКП к нуклеозидтрифосфатам - cубстратам реакции 

транскрипции. Однако, так как кор-фермент не синтезировал пРНК даже в 

присутствии очень высоких концентраций нуклеотидов, σ70 по-видимому участвует 

в переходe от инициации к элонгации пРНК каким-то другим образом.  



 30 

Результаты химических сшивок показывают, что район 3.2 σ70-субъединицы 

находится вблизи каталитического центра РНКП и может контактировать с 5’-

концом коротких транскриптов (Severinov и др., 1994). В структуре холофермента 

район образует 3.2 линкерный домен, который выпетливается внутрь главного 

канала РНКП и почти что дотягивается до каталитического центра фермента. 

Линкерный домен мог бы стабилизировать связывание коротких абортивных 

транскриптов, делая возможным их удлинение. Чтобы проверить это 

предположение, синтез пРНК инициировали с ApG - динуклеотида, который могут 

синтезировать и кор- и холоферменты, или с ApGpG - тринуклеотида, который 

может синтезировать только холофермент. Оказалось, что кор-фермент приобретал 

способность синтезировать пРНК при использовании тринуклеотида в качестве 

затравки. Таким образом, σ70-субъединица перестает быть необходимой для 

синтеза пРНК после того, как сформирована вторая фосфодиэфирная связь.  

Cинтез пРНК не наблюдался, при использовании  холоферментa, 

реконструированного из мутантной σ70-субъединицы, у которой отсутствовал 

район 3.2, хотя мутантный фермент был активен на промоторе T7 А1. Таким 

образом, полученные результаты действительно cогласуются с гипотезой, что 

район 3.2 σ70-субъединицы необходим для синтеза пРНК потому, что 

взаимодействуя с новосинтезированным динуклеотидом и стабилизируя его 

связывание, он способствует дальнейшему удлинению транскрипта. В случаe 

транскрипции с Т7 А1, такая стабилизация очевидно несуществена для перехода из 

инициации в элонгацию. 
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Из приведенных выше данных следует, что кор-фермент специфически 

узнает УНР без помощи σ70-субъединицы. Скорее всего, место связывания УНР 

находится в той части канала РНКП, где при нормальной транскрипции 

связывается передний дуплекс ДНК. Аминокислотные остатки 1149-1190 β’-

субъединицы E. coli образуют отдельный домен, выступающий в эту часть канала 

(Рис. 9). Холофермент, несущий делецию этих остатков β’-субъединицы (Δ1149-

1190), активен на стандартном промоторе (Т7 А1), но не способен осуществлять 

синтез пРНК с УНР, что указывает на то, что этот район канала участвует в 

узнавании УНР или в поддержании стабильности комплекса. Бoлее того, клетки E. 

coli, ген rpoC которых несет делецию кодонов 1149-1190 непермисивны для фага 

М13. С другой стороны, белок gp2 бактериофага Т7, который взаимодействует с 

РНКП прочно связываясь с β'-субъединицей в районе аминокислотных остатков 

 
Рис. 9. Структурное моделирование связывания минимального фрагмента 
УНР кор-ферментом. Показаны две проекции, отличающиеся поворотом на 90° 
вокруг вертикальной оси. Светло-зеленым и бирюзовым показаны β- и β’-
субъединицы, соответственно, розовым и оранжевым – матричная и 
нематричная цепи шпильки, соответственно, петля шпильки не показана. 
Шариками показаны цепи ДНК и домен β’-субъединицы, отсутствующий в 
полимеразе Δ1149-1190. 
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1149-1190 (Nechaev и Severinov, 1999) предотвращает узнавание УНР как кор-

ферментом, так и холоферментом. Таким образом, cпецифическое связывание УНР 

по-видимому осуществляется в той части канала, которая в норме занимается 

передним дуплексом ДНК. На Pис. 9 приведена структурная модель комплекса 

минимального фрагмента с кор-ферментом. Шпилька УНР помещена в канале, 

связывающем передний дуплекс ДНК при элонгации, а также в открытом 

комплексе во время инициации транскрипции. Как видно, домен β’-субъединицы, 

отсутствующий в полимеразе Δ1149-1190 (выделен зелеными шариками), 

находится в непосредственной близости от шпильки УНР, подтверждая гипотезу о 

том, что этот домен участвует в узнавании или стабилизации комплекса РНКП с 

УНР  фага М13. 

Вопрос о специфичности взаимодействий между передним дуплексом ДНК 

и доменом, образованным аминокислотными остатками 1149-1190 β’-субъединицы, 

остается открытым. В этой связи интересно отметить, что вышеупомянутый белок 

gp2, который связывается с этим доменом β’-субъединицы, и, следовательно, не 

может напрямую влиять на взаимодействие � -субъединицы с базальными 

промоторными элементами, проявляет значительную промоторную специфичность 

ингибирования образования промоторного комплекса (Nechaev и Severinov, 1999). 

Возможно, эта специфичность объясняется различной силой взаимодействия 

между местом связывания gp2 и передним дуплексом ДНК на разных промоторах. 
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ВЫВОДЫ  

1. Показано, что взаимодействие αCTD с UP-элементами промотоpoв является 

мишенью АДФ-рибозилирования бактериофагом Т4. АДФ-рибозилированиe 

бактериофагом Т4 αCTD таким образом является «антиактивационным» 

регулированием транскрипции за счет ковалентной модификации кор-фермента 

РНК-полимеразы. 

2. Охарактеризована роль подвижной заслонки β-субъединицы РНК-полимеразы 

в узнавании промоторов и предложен молекулярный механизм, обьясняющий 

изменение промоторной специфичности голофермента РНК-полимеразы бактерий 

за счет изменения конформации подвижной заслонки.  

3. Показано, что транскрипционный фактор АsiА регулирует утилизацию 

промоторов нарушая взаимодействие подвижной заслонки с четвертым районом 

σ70-субьединицы. 

4. Охарактеризован дополнительный базальный элемент бактериальных 

промоторов, который находится между транскрипционным стартом и -10 

элементом и узнается консервативным районом 1.2 σ-субьединицы. 

5. Показана роль β'-молнии в узнавании промоторного спейсера между -10 и -35 

элементами промоторов. 

6. Показана роль нижней челюсти β'-субъединицы во взаимодействии с 

двуцепочечной ДНК ниже точки транскрипционного старта. 
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7. Определен молекулярный механизм изменения промоторной специфичности 

голофермента РНК-полимеразы E. coli при связывании белка gp2 бактериофагa Т7. 

8. Определена первичная структура генов rpo Thermus aquaticus.  

9. Oпределена третичная структура кор-фермeнта РНК-полимеразы T. aquaticus. 

9. Создана генетическая система, позволяющая проводить функциональные и 

структурные исследования рекомбинантной РНК-полимерaзы T. aquaticus и ее 

мутантных производных. 

10. Определен молекулярный механизм yзнавания участка начала репликации 

минус цепи бактериофага М13. Показано, что это узнаваниe является независимым 

от σ70-субъединицы и осуществляется кор-ферментом РНК-полимеразы за счет 

взаимодействия с каналом кор-фермента, ответственным за связывание переднего 

дуплекса ДНК. Кор-фермент способен специфически инициировать абортивный 

синтез на участке начала репликации М13, a для образования более длинных 

транскриптов необходим район 3.2 σ70-субъединицы.  
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