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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

 

АК – аминокислота 

АП - аминопептид 

АТФ – аденозинтрифосфат  

AТФ-γ-S - аденозин–5′-О-(3-тиотрифосфат), слабо гидролизуемый аналог 

АТФ 

АДФ-AlF4 - аденозин-5′-О-AlF4, негидролизуемый аналог АТФ  

ГР – гомологическая рекомбинация  

ГТФ – гуанозинтрифосфат 

дАТФ – дезоксиаденозин-5′-О-(3-тиотрифосфат) 

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота  

дУТФ - дезоксиуридин-5′-О-(3-тиотрифосфат) 

дЦТФ - дезоксицитидин-5′-О-(3-тиотрифосфат) 

ИТФ - ионзинтрифосфат 

кп – конечный продукт реакции переноса нити (кольцевая никированная 

дцДНК) 

н. - нуклеотид 

ОНФГ - o-нитрофенил-β-D-галактозид 

п. н. – пара нуклеотидов 

ПТФ – пуринтрифосфат 

см – сцепленные молекулы, интермедиаты (в реакции переноса нити) 

СХ − соединение Холидея  

тцДНК – триплексная ДНК 

т.п.н. – тысяча пар нуклеотидов 

УТФ – уридинтрифосфат 

УФ – ультрафиолетовый свет 

ЦТФ – цитидинтрифосфат 

AMPPNP – аденилимидодифосфат  
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DTT – дитиотрейтол  

E. coli – бактерии вида Escherichia coli 

EDTA − этилендиаминтетрауксусная кислота  

IPTG − ИПТГ – изопропил-β-D-тиогалактозид  

JM − joint molecule − сцепленная молекула ДНК, интермедиат  

k
cat 

– кинетический параметр, характеризующий скорость гидролиза АТФ 

данным белком RecA, приходящуюся на единицу концентрации фермента 

LD – лактат дегидрогеназа  

NADH – восстановленный никотинамидадениндинуклеотид  

PEP – фосфоенолпируват  

PK – пируваткиназа  

RecAEc– белок RecA из Escherichia coli 

RecAPa– белок RecA из Pseudomonas areuginosa 

SDS – ДСН – додецилсульфат натрия 

оцДНК – одноцепочечная ДНК 

дцДНК– двуцепочечная ДНК 

SSB – оцДНК- связующий белок из Escherichia coli  

Tris - Трис – трис(гидрооксиметил)аминометан (2-амино-2-гидрооксиметил-

пропан-1,3-диол) 
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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы Белок RecA является ключевым компонентом 

гомологической рекомбинации всех микроорганизмов. Впервые ген recA у 

Escherichia coli был описан в 1965 году (Clark and Margulies, 1965). Было 

показано, что система рекомбинационной репарации напрямую зависима от 

целостности этого гена. С тех пор продукт этого гена – рекомбиназа A, 

является одним из наиболее интенсивно изучаемым белков у прокариот. 

 В зависимости от типа стрессового воздействия белок RecA участвует 

в нескольких системах защиты бактериальной клетки. Он вовлечен в  

конъюгационную рекомбинацию, процессы рекомбинационной репарации, 

мутагенеза, клеточного роста и деления, регуляции экспрессии многих 

репарационных генов и в других процессах жизнеобеспечения клетки 

(Ланцов, 2007; Galletto et al., 2007). Большое семейство RecA-подобных 

белков включает в себя белки RecA бактерий и RadA архей, Dmc1 и Rad51 

эукариот (Roca and Cox, 1997). Такая консервативность белка в ходе 

эволюции объясняется его фундаментальной ролью в регуляции клеточных 

процессов. 

Белок RecA (~37 кДа) функционален в виде филамента, когда 

мультимеризуется на ДНК. Мономер RecA в единственном числе, как 

правило, неактивен. В виде филамента он взаимодействует с одноцепочечной 

ДНК (оцДНК) или двуцепочечной ДНК (дцДНК). Филаментация 

сопровождается гидролизом АТФ. Белок RecA вляется копротеазой белков 

LexA и UmuD, основными регуляторами SOS ответа и мутагенеза (Ланцов, 

2007; Cox, 2007). 

 Структура белка RecA была получена дважды. В 1992 году его 

трехмерная кристаллическая структура была получена в присутствии АДФ, 

то есть в неактивной форме (Story et al., 1992; Story and Steitz, 1992). 

Современная модель нуклеопротеинового комплекса появилась после 

получения кристаллов активных филаментов RecA в присутствии ДНК и 
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АТФ в 2008 году (Chen et al., 2008). Структурный анализ предоставил 

широкие возможности для направленного исследования сайтов белка с 

помощью биохимических и генетических методов. С помощью 

аминокислотных замен стало возможным детально идентифицировать 

участки белка, ответственные за связывание с ДНК, АТФ и сайты 

межмономерных взаимодействий. Биохимические свойства вариантов RecA, 

полученных на основе кристаллической структуры, анализируют для 

интерпретации функциональной модели филамента. 

Несмотря на очевидные успехи в изучении структурно-

функциональной организации филамента RecA, до сих пор актуальным 

остается исследование механизмов регуляции активности филамента 

вспомогательными или регуляторными белками. Анализ многих природных 

и мутантных белков показывает, что бактериальный белок RecA несет в себе 

огромный рекомбинационный потенциал, который не реализован in vivo, 

потому что вреден для метаболизма клетки. Ограничения во многом 

определяюся оптимизированным составом аминокислотных остатков самого 

белка, а так же функцией регуляторных белков. Нарушение любой из этих 

систем приводит к гиперрекомбинации либо гипорекомбинации. Эволюция 

рекомбиногенных свойств ограничена возможностями метаболизма других 

систем клетки. Увеличение рекомбиногенности оказалось возможным 

сделать искусственно, но это сопровождается негативным эффектом для 

репликативного аппарата и клеточного деления. Таким образом, эволюция 

поддерживает баланс между различными аспектами метаболизма ДНК, 

находя компромисс между уровнем активности сразу многих белков 

рекомбинации и репарации. Неисчерпанный потенциал рекомбиногенности 

белка RecA может послужить подспорьем в решении многих 

биотехнологических задач. Вместе с тем, прикладной характер подобных 

исследований заключается в поиске новых путей антибактериальной 

терапии. Так как белок RecA является активатором бактериального SOS-

ответа, он функционально задействован в общей резистентности патогенных 
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бактерий к действию антибактериальных препаратов. Рекомбиназы являются 

хорошей мишенью для конструирования соединений, блокирующих 

бактериальный SOS-ответ и мутагенез. Небольшие пептидные фрагменты, 

представляющие функциональные участки природных ингибиторов могут 

стать одними из лучших кандидатов для достижения блокирования SOS-

ответа у бактерий (Estieu-Gionnet, et al., 2011). 

 

Цель и задачи исследования 

Целью работы является изучение молекулярных механизмов регуляции 

гомологической рекомбинации и SOS ответа рекомбиназным аппаратом 

клетки и регуляторными белками. 

Для достижения поставленной цели необходимо было решить ряд 

конкретных задач: 

1) Выявление вариантов гена recA, определяющих гиперрекомбинацию. 

Определение верхнего предела рекомбиногенности. 

2) Исследование взаимосвязи между регуляторными генами, SOS-

функцией и рекомбиногенностью. 

3) Анализ путей и молекулярных механизмов гиперрекомбинации на 

основе биохимических свойств вариантов белка RecA 

4) Выяснение причин и механизмов негативной селекции 

гиперрекомбиногенного фенотипа 

5) Определение роли негативного регулятора белка RecX в метаболизме 

клетки на основе его биохимических свойств 

6) разработка модели функционирования белка RecX 

 

Научная новизна 

Систематический анализ основных генов SOS системы клетки, а так же 

мутантов recA является оригинальным комплексным исследованием 

генетических основ гиперрекомбинации. Впервые показано, что 

рекомбиногенность в ходе конъюгационной рекомбинации может изменяться 
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в десятки раз. Детальный анализ выявил наличие естественных механизмов 

саморегуляции рекомбиногенности в бактериальной клетке. Ранее было 

показано, что степень рекомбиногенности белка RecA связана с 

динамическими характеристиками процесса мультимеризации филамента на 

молекуле ДНК. В этой работе впервые продемонстрирована возможность 

повышения рекомбинационных свойств белка RecA также за счет усиления 

синаптазной активности филамента. Оценен вклад регуляторной системы 

клетки, активаторов и ингибиторов белка RecA, в контроль 

рекомбиногенности. Одновременно, проведен структурно-функциональный 

анализ основного ингибитора рекомбинации - белка RecX. Была 

усовершенствована модель ингибирования, благодаря чему удалось выявить 

функционально-активный центр белка RecX. Впервые разработан 

биотехнологический подход, благодаря которому небольшой пептидный 

фрагмент регуляторного белка может быть использован как ингибитор 

белков RecA и SOS ответа бактериальной клетки. Последнее десятилетие 

характеризуется экспоненциально повышающимся интересом к небольшим 

молекулам, которые могли бы на генетическом уровне остановить адаптацию 

бактерий к разрабатываемым антибиотикам. В работе впервые 

продемонстрировано, что такие молекулы могут разрабатываться на основе 

одного из регуляторных белков рекомбинации и эффективно 

функционировать in vivo. Получен патент на семейство конформационно-

стабильных пептидов состоящих только из 20 природных аминокислот, 

построенных на основе белка RecX.  

 

Основные положения, выносимые на защиту 

1. Рекомбиногенный фенотип может сильно варьировать как в 

зависимости от аминокислотных замен в самом белке RecA, так и в 

зависимости от экспрессии регуляторных белков SOS-системы. 
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2. Гиперрекомбинационные свойства белка RecA могут быть как 

результатом изменения динамики филаментации, так и повышения 

синаптазной активности филамента. 

3. Гиперрекомбинация нарушает метаболизм ДНК бактериальной 

клетки и поэтому исчезает в ходе негативной селекции в ряду 

клеточных генераций. Мутации не затрагивают ген recA, но 

возникают в регуляторных участках ДНК, подавляя экспрессию гена. 

4. Белок  RecX вызывает гипорекомбиногенный фенотип, подавляя 

филаментацию RecA in vivo и in vitro. Потенциальная роль белка 

RecX в удалении белка RecA с хромосомной ДНК, по завершении 

рекомбинации, включает в себя восстановление клеточного роста. 

5. Предлагаемая нами модель функционирования белка RecX в ходе 

дестабилизации филамента RecA включает RecX-ДНК 

взаимодействия в участке 139-150 а.к. белка RecX. Регуляция 

активности белка RecX белком SSB обусловлена взаимодействием 

обоих белков с ДНК. 

6. Модифицированный пептидный фрагмент белка RecX, 

усовершенствованный с помощью программы SEQOPT, способен 

блокировать филаментацию RecA и SOS-ответ у бактерии. 

Предложен новый подход, направленный на решение задач по 

предотвращению адаптации бактерий к антибиотикам. 

 

Научно-практическая значимость 

Научно-практическая значимость представленной работы состоит в 

первую очередь в существенном вкладе в дальнейшее понимание 

внутриклеточных процессов гомологической рекомбинации и 

рекомбинационной репарации. Исследованы последствия 

гиперрекомбинации для метаболизма клеточной ДНК и пути негативной 

селекции гиперрекомбиногенного фенотипа. Охарактеризованы разные 

молекулярные механизмы, отвечающие за рекомбиногенность белков RecA. 
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Использование выявленных мутантных белков RecA, с усиленной 

рекомбиназной функцией, могут в дальнейшем привести к более 

продуктивному использованию рекомбинационного потенциала этого белка 

в биотехнологиях. 

Предложена усовершенствованная модель функционирования одного 

из самых эффективных негативных регуляторов рекомбинации – белка RecX. 

Впервые выявлен биотехнологический подход, благодаря которому 

небольшой пептидный фрагмент регуляторного белка может быть 

использован как ингибитор белков RecA. Такое понимание молекулярных 

процессов важно не только в общем плане познания, но и дает возможность 

при необходимости вмешиваться в эти процессы. Поскольку белок RecA 

выполняет основную роль в поддержании генетического разнообразия 

популяций и, в частности, в развитии устойчивости к антибиотикам, 

одновременное применение пептидных ингибиторов белка RecA с 

антибиотиками смогло бы приостановить или даже воспрепятствовать 

развитию устойчивости бактерий к применяемым лекарствам. 
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2010, Санкт-Петербург; 38th FEBS congress Amsterdam 2013, Пятый 

всероссийский форум студентов, аспирантов и молодых ученых "Наука и 

инновации в технических университетах" Санкт-Петербург, 2011; 
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Глава 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1. Центральная роль белка RecA в гомологичной рекомбинации 

   Началом молекулярно-генетического изучения гомологической 

рекомбинации у прокариот стал 1965 год, когда А. Маргулис и А. Кларк 

описали гена recA у Escherichia coli (Clark and Margulies, 1965). Ими была 

показана абсолютная взаимосвязь между гомологической рекомбинации и 

присутствием этого гена. С тех пор RecA - является наиболее интенсивно 

изучаемым белком гомологической рекомбинации у прокариот.  

Белок RecA задействован не только в рекомбинационном процессе, но также 

в процессах репарации, мутагенеза, клеточного деления, регуляции 

экспрессии ряда репарационных генов, натуральной трансформации 

экзогенной ДНК и в других процессах жизнеобеспечения клетки (Ланцов, 

2007; Galletto et al., 2007). RecA-подобные белки выявлены во всех трех 

царствах живой природы: Archaea, Eukarya и Bacteria (Roca and Cox, 1997 

Brendel et al., 1997). Такая удивительная консервативность белка в ходе 

эволюции объясняется его фундаментальной ролью в регуляции клеточных 

процессов. Ген recA был клонирован в 1976 г. МакЭнти (McEntee, 1976), а 

его белок был выделен одновременно несколькими группами (Ogawa et al., 

1979; Shibata et al., 1979; Weinstock et al., 1979). Активная конформация белка 

RecA представлена филаментом на ДНК (рисунок 1) и необходима для 

реализации его основных функций в клетке: рекомбинации, SOS-индукции и 

SOS-мутагенеза (Bork et al., 2001). 

 

Рисунок 1. Нуклеопротеиновый комплекс: филамент RecA, привходящая 

нить ДНК, выходящая нить ДНК (Roca and Cox, 1990). 
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       В ходе нормального клеточного роста белок RecA необходим при 

вынужденной остановки репликации, что сопровождается коллапсом 

репликативной вилки вблизи повреждения на оцДНК (Robu et al., 2001). При 

воздействии ионизирующей радиации на клетку, RecA может участвовать в 

репарации двунитевых разрывов. Главная функция белка RecA – поиски 

гомологии между двумя молекулами ДНК и обмен гомологичных нитей 

(Roca and Cox, 1990; Menetski et al., 1988; Ланцов, 2007; Cox, 2007; 

Kowalczykowski 2000; Cox et al., 2000). Этому этапу предшествует 

пресинаптическая стадия, в ходе которой RecA, в присутствии молекулы 

АТР и магния, кооперативно мультимеризуется вдоль оцДНК. В стрессовой 

для клетки ситуации количество филаментов на поврежденных участках 

ДНК возрастает, что инициирует так называемую SOS-функцию белка. В 

норме SOS состояние клетки контролируется репрессорным белком LexA, 

который при взаимодействии с филаментом RecA начинает интенсивно 

саморасщепляться, и по мере того, как концентрация LexA в клетке 

уменьшается, промоторы генов SOS ответа открываются (Horii et al., 1981). 

При этом изменяется экспрессия более 40 генов, в том числе и самого гена 

recA (рисунок 2). Белки, которые экспрессируются в ходе SOS ответа, 

участвуют почти во всех аспектах метаболизма клетки (Courcelle et al., 2001; 

Schoemaker et al., 1984; Glazebrook et al., 1983). Среди них есть такие, 

которые участвуют в регуляции клеточного деления (SfiA), инициируют 

экзотоксический эффект на другие бактерии (collicin). Другие белки, такие 

как хеликазы и нуклеазы, преобразуют ДНК. Большая группа белков 

задействована в регуляции активности филамента RecA. К настоящему 

времени открыто более десятка медиаторных белков, непосредственно 

участвующих в регуляции активности филамента RecA. Это RecF, RecR, 

RecO, RecX, PsiB, DinI, RecN, DprA, SSB, UvrD и некоторые другие. Все эти 

белки могут быть подразделены на группы негативных и позитивных 

регуляторов. Это деление достаточно условно, поскольку некоторые из них, 

подавляя одни функции филамента, активируют другие (Petrova et al., 2009; 
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Bagdasarian et al., 1992; Courcelle et al., 1997; Shan et al., 1997; Lusetti et al., 

2004; Renzette et al., 2007; Venkatesh et al., 2002; Stohl et al., 2003; Drees et al., 

2004; Ragone et al., 2008).  

Многочисленные попытки использования рекомбиназ в 

биотехнологиях или генной инженерии имели лишь ограниченный успех 

(Zhumabayeva et al., 2001; Wang et al., 2006; Ronayne et al., 2016). 

 

 

Рисунок 2. Схема экспрессии белков SOS ответа на бактериальной 

хромосоме. (Patel et al., 2010) 

 

1. 2. Структурные особенности белка RecA 

 Впервые структура кристалла RecA была получена с помощью 

рентгеноструктурного анализа в 1992 году (Story et al., 1992). Однако 

полученный кристалл был представлен неактивным филаментом RecA. 

Структура белка RecA была разрешена с точностью 2.3 Å. При этом оба 

варианта структуры имели существенные недостатки: одна в отсутствие ДНК 



16 

 

и в присутствии АДФ (рисунок 3, б), а другая – без нуклеотидного кофактора 

(Story et al., 1992; Story and Steitz, 1992). Кристалл белка RecA в «сжатой» 

конформации представляет собой спиральный филамент с 6 мономерами 

RecA, приходящимися на один поворот спирали оцДНК (DiCapua et al., 1990; 

Story et al., 1992; Story and Steitz, 1992) (рисунок 3, а). 

Мономер RecA состоит из 352 аминокислот, которые разделяют на три 

субдомена: N-концевой субдомен (позиции а. к. 1-36), центральный субдомен 

(позиции 36-266) и C-концевой субдомен, охватывающий отрезок от 266 а.к 

по 352 а.к. (Story et al., 1992). Аминокислоты располагаются в виде десяти α-

спиралей, одиннадцати β-нитей и нескольких неструктурированных петель, 

из которых наиболее длинными являются L1 и L2. N-конец белка RecA 

составляют -спираль A и -слой, а центральный домен - восемь -слоев (с 1 

по 8) и шесть -спиралей (с B по G), а так же две петли L1 и L2, плохо 

разрешенные при рентгеноструктурном анализе. C-конец образуют -

спирали H, I, J и -слои №9, №10. Центральный субдомен (АТФазный сайт) 

белка RecA является высоко консервативным среди многих бактерий (Story 

et al., 1992; Story and Steitz, 1992). 

 

б 
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Рисунок 3. Кристаллическая структура белка RecA E. coli. а. 

Структура филамента RecA, темно-серым выделены отдельные 

субъединицы белка. б. Структура мономера RecA, связанного с молекулой 

АДФ (Story et al., 1992; Story and Steitz, 1992). 

 

Наиболее консервативными элементами среди бактериальных и 

эукариотических гомологов белка RecA являются несколько структурных 

компонентов, представляющие сайт связывания с АТФ. В частности, это так 

называемый «Уолкер мотив А», представленный консенсусной 

последовательностью GPESGKT с 66 по 73 а. к. (Saraste et al., 1990), 

консенсусная последовательность VIVVD c 140 по 144 а. к., называемая 

«мотивом Уолкера B»; последовательность MAW с 42 по 65 а. к. (Roca and 

Cox, 1997), а также а. к. остаток E96. В связывании с ДНК, согласно 

структуре, принимают участие два консервативных участка белка RecA: 

петли L1 (157-164 а. к.) и L2 (190-227 а. к.), а также аминокислоты Y103, 

K183 и некоторые а. к. из фрагмента 233-243 (Morimatsu et al., 1995; Rehrauer 

et al., 1996; Shinohara et al., 2015). 
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Показано, что С-концевой субдомен белка RecA обладает высокой 

подвижностью относительно других субдоменов. Он участвует во 

взаимодействии с дополнительной молекулой магния и отвечает за переход 

белка из неактивной конформации в активную. С-концевой субдомен 

содержит много отрицательно заряженных а. к. (Yu et al., 2001; Roca and Cox, 

1997), предположительно влияющих на связывание с дцДНК (Tateishi et al., 

1992). Исследование биохимических свойст вариантов белка подтвердило, 

что в геликазной активности белка RecA и в его связывании с дцДНК 

принимают участие предположительно K286 и R243 (Kurumizaka et al., 2000). 

Интересно, что аминокислоты K248 и K250 каким-то образом задействованы 

в активации гидролиза АТФ (VanLoock et al., 2003). Эксперименты по 

измерению активности вариантов RecA с нарушенной копротеазной 

активностью привели к заключению, что сайт связывания репрессора LexA 

находится в области с 229 по 243 а. к. В кристалле белка RecA данная 

область расположена в глубине кармана, образуемого N- и C- концевыми 

субдоменами на внешней стороне белкового филамента. Изучение 

нуклеопротеинового комплекса RecA-АТФS-дцДНК, взаимодействующего с 

нерасщепляемым вариантом репрессора LexA, продемонстрировало, что 

взаимодействие RecA-LexA происходит со стороны большой бороздки 

филамента на внешней поверхности белка, выступающей внутрь бороздки 

(Yu and Egelman, 1993). Область белка RecA с 241 по 259 а. к. рассматривали 

как один из возможных сайтов связывания с дцДНК. Было 

продемонстрировано, что протеолиз белка LexA ингибируется присутствием 

дцДНК или избытком оцДНК (Rehrauer et al., 1996), что предполагает 

возможность перекрывания сайтов связывания LexA и дцДНК. О частичном 

перекрытии сайтов связывания LexA и дцДНК свидетельствует также тот 

факт, что химерные варианты RecA из Pseudomonas aeruginosa, при 

увеличенной рекомбиногенности и увеличенной аффинности к дцДНК, не 

индуцирует SOS ответ в  E.coli (Chervyakova et al., 2001). 
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 Кристалл активного филамента был получен в 2008 году из 6 

искусственно соединенных мономеров RecA на олигодезокситимидиновой 

ДНК (дT)18. Эти мономеры образовывали комплекс с 6 молекулами 

негидролизуемого аналога АТФ, АДФ-AlF4-Mg (Chen et al., 2008). При 

получении кристалла был сделан ряд допущений. Все шесть мономеров были 

экспрессированы в виде единой полипептидной цепи. Для предотвращения 

полимеризации в более длинные филаменты, в интерфейс первого и 

последнего мономеры RecA были введены аминокислотные замены. 

Несмотря на этот артефакт, полученный филамент из 6 искусственно 

соединенных мономеров RecA, обладал сходной с RecAEc ДНК-

связывающей, ДНК-зависимой АТФазной и рекомбинационной 

(определяемой в реакции переноса нити ДНК) активностями (Chen et al., 

2008). Структура пресинаптического филамента, так же как предыдущая 

структура имела разрешение с точностью 2.8 Ǻ. На один поворот спирали 

приходится шесть мономеров RecA, а размер мономера составляет 93.96 Ǻ.  

Согласно ранее полученным данным (Stasiak et al., 1992; Yu et al., 2001), 

стехиометрия связывания RecA с оцДНК составляет один мономер на три 

нуклеотида. При этом на поворот спирали приходится 18.5 нуклеотидов с 

5.08 Å на один нуклеотид. Основания нуклеотидного триплета локально 

организованы в более сжатую структуру, подобную B-конформации ДНК. В 

нуклеопротеиновом комплексе, поворот между 5'-концевым основанием 

нуклеотидного триплета и соседним с ним основанием составляет угол 42°. 

Следующий поворот, в сторону 3'-концевого основания, осуществляется ещё 

на величину 60°, с шагом по оси 4.2 Å. Наличие конформации ДНК, 

подобной ее B-форме, в составе нуклеотидного триплета, компенсируется 

большим расстоянием (7.8 Ǻ по оси филамента) и левоспиральным 

поворотом (-42°) между последним основанием одного и первым основанием 

следующего нуклеотидного триплета. Как и предполагалось в ранних 

работах, в активном филаменте оцДНК связывается с петлями L1 и L2 

(McGrew et al., 2003; Wang et al., 1996; Malkov et al., 1995) и c N-концевыми 
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фрагментами -спиралей F и G, следующими за петлями L1 и L2, 

соответственно (рисунок 3). Петли L1 и L2, неупорядоченные в «сжатом» 

или неактивном филаменте (Story et al., 1992; 1992a), организуются в 

структурные элементы: L1 – в короткую -спираль (L1), поворот и 

протяженный сегмент, а L2 – в β-шпильку (β1L2 - β2L2). 

 

1.3.1 Афинность RecA к оцДНК 

Процессу гомологической рекомбинации молекул ДНК предшествует 

стадия образования пресинаптического комплекса - протяженного филамента 

RecA на оцДНК (Cox et al., 1981). Биохимические и структурные свойства 

нуклеопротеинового комплекса строго зависят от того, входит ли в состав 

комплекса АТФ или АДФ. В отсутствии какого-либо нуклеотидного 

кофактора или в присутствии АДФ, дестабилизирующего активную 

конформацию белка, нуклеопротеиновый комплекс представляет собой 

«сжатую» компактную спиральную структуру с шагом спирали 74.95 Å 

(Chen et al., 2008), диаметром спирали около 12 нм (Heuser and Griffith, 1989) 

и расстоянием между нуклеотидами 1.8-2.1 Å (Egelman and Stasiak, 1988). 

Такой филамент не способен инициировать реакцию обмена гомологичных 

цепей ДНК. Замещение молекулы АДФ на АТФ (либо другой трифосфат)  

приводит к значительному изменению структурных параметров филамента: 

шаг спирали увеличивается до 93.96 Å (Chen et al., 2008), межнуклеотидное 

расстояние до 5 Å, а диаметр образуемого филамента уменьшается до 10 нм 

(Chen et al., 2008). Белок RecA взаимодействует с сахарофосфатным остовом 

ДНК таким образом, что молекула ДНК оказывается расположенной вдоль 

оси филамента, при этом нуклеотидные основания остаются доступными со 

стороны большой бороздки филамента. ОцДНК в таком комплексе 

растягивается в 1.5 раза относительно своей исходной длины. На один виток 

спирали приходится шесть молекул белка RecA и 18.5 нуклеотидов ДНК, т.е. 

3 основания на 1 мономер белка (Chen et al., 2008). Образование такой 

«растянутой» структуры является необходимым условием инициации 
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синаптической фазы реакции обмена гомологичных цепей ДНК. 

Обнаружено, что конформационный переход филамента из «сжатой» 

структуры в «растянутую» сопровождается предварительным разрушением и 

последующей сборкой комплекса заново (Lee and Cox, 1990). Интересно, что 

«растянутая» форма нуклеопротеинового филамента характеризуется не 

только иной пространственной организацией, но также и большей 

стабильностью. Стабильность филамента выражается в более высокой 

устойчивости «растянутого» комплекса с АТФ, по сравнению со «сжатым» 

комплексом, к дестабилизирующему воздействию солей одновалентных 

металлов (Menetski and Kowalczykowski, 1985).    

 Ранние исследования по влиянию солей одновалентных металлов 

на стабильность филамента выявили, что при взаимодействии белка RecA с 

оцДНК образуется до пяти ионных контактов на мономер. Интересно, что 

действие солей одновалентных металлов сказывается на изменении только 

истинной константы связывания белка RecA, но не затрагивает параметр 

кооперативности связывания (Menetski and Kowalczykowski, 1985). 

Дестабилизирующий эффект солей зависит как от их концентрации, так и от 

природы аниона: так, наиболее разрушительное действие на филамент 

оказывает анион хлора, в то время как влияние глютаматного или ацетатного 

анионов носит более умеренный характер (Menetski et al., 1992). 

 Эффективность взаимодействия белка RecA с оцДНК зависит от 

ее нуклеотидного состава: природные полинуклеотиды, имеющие 

разнообразную вторичную структуру, являются неудобным субстратом для 

филамента RecA. Шпилечные структуры ДНК, стабилизированные ионами 

магния, остаются за пределами филамента. По степени эффективности 

связывания с белком полинуклеотиды можно расположить в следующем 

порядке убывания: поли(дЦ), поли(дТ), этеноДНК, M13оцДНК, поли(дА) 

(Weinstock et al., 1981). Известно, что природная оцДНК как и поли(дА) в 

растворе принимают вторичную структуру (Вр конформацию), для которой 

характерно образование особых стэкинг-взаимодействий между соседними 
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основаниями. Изменение конформации Вр на конформацию В, более 

типичную для полинуклеотидов поли(дЦ) и поли(дТ), возможно только 

после взаимодействия с белком RecA (Kato and Kuramitsu, 1999). 

Ограничительным фактором для взаимодействия полинуклеотида с 

белком является не только нуклеотидный состав полинуклеотида, но и его 

недостаточная протяженность. В случае использования олигонуклеотидов 

длиной менее пятидесяти оснований, ДНК-связывающая активность белка 

RecA ограничена. При этом, ДНК протяженностью менее 30 оснований не 

вызывает гидролиз АТФ совсем, из чего следует, что филамент RecA на ней 

отсутствует. Показано, что минимально возможный филамент должен 

включать десять мономеров RecA (Bianco and Weinstock, 1998). 

Использование вместо АТФ такого кофактора, как АТФγS (слабо 

гидролизуемый аналог АТФ) позволяет снизить длину олигонуклеотида до 

девяти оснований, что регистрировалось методом по связыванию комплексов 

на нитроцеллюлозном фильтре (Leahy and Radding, 1986). При анализе 

экспериментальных данных, важно учитывать, что стехиометрия связывания 

белка RecA с оцДНК может составлять как три, так и шесть нуклеотидов на 

мономер, в зависимости от условий эксперимента (Lauder and 

Kowalczykowski, 1991). Этот парадокс объясняется классической моделью, 

согласно которой в состав филамента могут входить как одна, так и две 

раздельные цепи оцДНК. В ходе эксперимента добавлялся избыток 

радиоактивно немеченой оцДНК в реакционную смесь, где белок RecA 

исходно уже находился в комплексе с радиоактивно меченой оцДНК. При 

этом было зафиксировано, что меченая ДНК диссоциирует из 

нуклеопротеинового комплекса в два этапа: одна ее часть диссоциирует 

относительно быстро, тогда как другая - значительно медленнее, чем 

предыдущая. При этом каждая из диссоциировавших частей содержала 

равное количество радиоактивно меченой оцДНК (Zlotnik et al., 1990). В 

другой подобной работе по выяснению стехиометрии белка RecA и оцДНК 

измеряли интенсивность флуоресцентного сигнала от этеноДНК, 
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позволяющего количественно оценить соотношение между белком RecA и 

оцДНК в нуклеопротеиновом комплексе. В основе этого метода лежит 

оценка флуоресценции этеноДНК (оцДНК, модифицированной 

хлорацетоальдегидом), которая, как известно, увеличивается 

пропорционально количеству образовавшихся связей между белком RecA и 

этеноДНК (Cazenave et al., 1983). Варьируя порядок титрования белка и ДНК 

в реакционной смеси, показано, что в случае, когда на один мономер белка 

RecA  приходится три нуклеотида оцДНК,  то в филаменте содержится 

только одна цепь оцДНК. Если же на один мономер белка приходится сразу 

шесть нуклеотидов оцДНК, то это означает, что в филаменте содержится 

одновременно две цепи оцДНК, которые расположены параллельно друг 

другу. Эти данные сопоставлялись с АТФазной активностью, которая сама по 

себе свидетельствует о заполнении исключительно первичного сайта 

связывания. Таким образом, первым при добавлении ДНК заполняется сайт 

связывания, который принято называть первичным, а при избытке оцДНК 

относительно образованных филаментов RecA, осуществляется заполнение и 

вторичного сайта (Zlotnick et al., 1990; Zlotnick et al., 1993). Результаты, 

представленные Злотником, были позже подтверждены наблюдениями, 

полученными с помощью электронно-микроскопического имидж-анализа 

структуры комплекса RecA::оцДНК, а так же  с применением метода 

химической сшивки (Egelman et al., 1988; Ogawa et al., 1993; Wang, Adzuma, 

1996). Подытоживая, процесс мультимеризации белка RecA на оцДНК в 

другой терминологии можно обозначить как заполнением первичного сайта, 

которое регистрируют не только по увеличению флуоресценции этеноДНК, 

но также и по возникновению гидролиза АТФ. Взаимодействие между 

оцДНК и вторичным сайтом значительно слабее, чем с первичным,  и не 

сопровождается гидролизом АТФ (Zlotnick et al., 1993). 

 

1.3.2 Взаимодействие белка RecA с дцДНК 
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Взаимодействие белка RecAEc с дцДНК происходит только в 

присутствии АТФ или ее аналогов, таких как АТФS, что качественно 

отличается от процесса мультимеризации на оцДНК (Pugh et al., 1988). В 

результате при анализе комплекса белка RecA с дцДНК можно обнаружить 

только "растянутую" конформацию филамента. Нуклеация белка RecA на 

дцДНК происходит таким образом, что нуклеотидные основания, как и в 

случае с оцДНК, располагаются почти перпендикулярно оси филамента, при 

этом шаг спирали ДНК увеличивается до 100 Ǻ, а межнуклеотидное 

расстояние - до 5.1 Ǻ. Один виток филамента представлен 18.6 парами 

оснований и 6.2 мономеров RecA. Длина дцДНК в составе комплекса с RecA 

и АТФ увеличена на 39,6% (Pugh et al., 1989), а с АТФS - на 43%, но такая 

деформация еще не приводит к разделению цепей (Pugh et al., 1988, 1989; 

Galletto, 2006)  

Основное различие между взаимодействиями белка RecAEc с дцДНК 

или оцДНК состоит в кинетике образования нуклеопротеиновых комплексов. 

В отличие от кинетики связывания с оцДНК, образованию комплекса с 

дцДНК предшествует характерный процесс медленной нуклеации, 

продолжительность которого может достигать нескольких часов. Этот этап 

сильно зависит от pH и быстрее протекает при уровне pH около шести. 

Нуклеация характеризуется ослабленным взаимодействием белка RecA с 

дцДНК и больше зависима от температуры и длины дцДНК. Предполагается, 

что этот этап начинается с локального раскручивания дцДНК мономерами 

RecA, что не сопровождается гидролизом АТФ. Однажды начавшись, 

удлинение или «элонгация» филамента происходит быстро и завершается 

образованием протяженного нуклеопротеинового филамента (Pugh et al., 

1988, 1989). Данное правило имеет свое исключение. В отличие от RecAEc и 

большинства других рекомбиназ, белок RecADr из D.radiodurans имеет 

предпочтительное связывание к дцДНК. Как показали исследования in vitro, 

молекулярный механизм обмена гомологичных цепей ДНК, катализируемый 

белком RecADr, имеет ряд специфических свойств. Обмен цепей ДНК 
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инициируется филаментом на дцДНК. В отличие от белка RecAEc, белок 

RecADr имеет предпочтительное сродство к дцДНК (Kim, 2002). Более того, 

в присутствии белка SSB (как варианта SSBEc, так и «родного» DdrB) и 

достаточного избытка дцДНК в реакционной смеси, белок RecADr переходит 

на дцДНК, оставляя оцДНК конкурирующему с ним белку SSB (Eggington et 

al., 2004). В отсутствие дцДНК кинетика вытеснения белка SSB белком 

RecADr с оцДНК во много раз медленнее, чем в случае с белком RecAEc. 

Так как процесс нуклеации RecAEc сопровождается локальным 

раскручиванием дцДНК, то любые условия, которые понижают стабильность 

ДНК: негативная суперскрученность, ДНК сшивки, однонитевые участки, 

повышенная температура, пониженная концентрация ионов Mg
2+

, изменение 

pH, интеркаляция в дцДНК бромистого этидия, увеличивают скорость 

нуклеации (Pugh et al., 1987, 1989). Исходя из этих сведений, данные о более 

эффективном взаимодействии белка RecA с дцДНК, имеющей сшивки, 

свидетельствуют отнюдь не о повышенной аффинности белка RecA к ДНК 

сшивкам. Напротив, они укладываются в общую модель связывания белка 

RecA с дцДНК, в которой структурные нарушения в дцДНК, вызванные 

сшивками, представляют собой платформу для нуклеации (Pugh et al., 1987, 

1989; Kojima et al., 1990). Данные о том, что белок RecA легче 

взаимодействует с «Z-формой» ДНК объясняются кинетическими 

изменениями в общем механизме связывания RecA с дцДНК (Blaho et al., 

1989; Kim et al., 1989). Филаменты, сформировавшиеся при связывании 

рекомбиназы с «Z-формой» ДНК, сохраняют правосторонне спиральную 

структуру (Blaho et al., 1989). Использование дцДНК молекул с 5′-

выступающими однонитевыми концами или внутренними брешами длиной 

более 30 оснований ускоряет этап нуклеации при связывании RecAEc c 

дцДНК при физиологическом значении pH. При этом нуклеация 

инициируется в сайтах оцДНК, а филамент значительно легче 

распространяется на соседние сайты дцДНК. Сформированный при таких 

условиях, филамент демонстрирует структурную полярность, которая 
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является следствием ориентации цепи расположенной в исходном участке 

ДНК. Две цепи дцДНК также связываются ассиметрично: одноцепочечный 

фрагмент дцДНК, очевидно, связывается в сайте, обычно занимаемом 

оцДНК, – в первичном сайте связывания ДНК. Цепь ДНК, связанная в 

первичном сайте, лучше защищена от расщепления нуклеазами, чем 

связанная во вторичном сайте комплементарная ей цепь. Это является 

подтверждением того, что во время обмена цепями ДНК, связанная в 

первичном сайте цепь остается внутри филамента, тогда как 

комплементарная ей цепь вытесняется из филамента (Lindsley et al., 1989). 

Диссоциация мономеров RecAEc от дцДНК следует в том же 

направлении, что и сборка, в 5′3′ относительно цепи ДНК, расположенной 

в первичном сайте. Кинетика разборки филамента сильно зависит от уровня 

pH: при значениях pH ниже 6.5 процесс разборки не регистрируется совсем, 

тогда как при значениях pH выше 8.1 скорость разборки может достигать 200 

мономеров в минуту (Lindsley et al., 1989; Galletto, 2006). В 

одномолекулярных экспериментах продемонстрировано, что умеренное 

приложение силы к концам дцДНК (40 pN) провоцирует сборку филамента 

так же и в присутствии низких значений pH. Такая стимуляция сборки 

филамента происходит за счет вынужденного расплетения цепей ДНК, где 

спонтанно образуются места нуклеации для мономеров RecA (Hongxia et al., 

2013).  

 

1.3.3 Сборка и разборка филамента RecA  

Комплекс RecA с оцДНК представляет собой протяженный 

нуклеопротеиновый комплекс. ОцДНК в таком комплексе «растянута» в 1.5 

раза относительно своей исходной длины. Процесс филаментации RecA 

вдоль оцДНК инициируется случайно по всей оцДНК, при этом для 

завершения мультимеризации на оцДНК длиной около 8000 оснований 

достаточно всего одной-двух минут (Cox, 1999). Мономеры RecA образует 

протяженный филамент вдоль дцДНК с коротким выступающим 5′-концом 
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оцДНК, по крайней мере, в пять раз быстрее, чем в случае, когда в качестве 

субстрата используется дцДНК с выступающим 3′-концом. Так как 5′-конец 

задает направление для полимеризации белка RecA в сторону сегмента 

дцДНК, то был сделан вывод о 5′→3′ порядке сборки мономеров (Register et 

al., 1985; Lindsley and Cox, 1990). Диссоциация белка RecA от ДНК протекает 

в том же направлении, что и сборка – 5′→3′ относительно оцДНК (Shan et al., 

1997). Альтернативным методом в исследовании направлении разборки 

филамента был эксперимент по замещению сайтов ДНК одного белка другим 

белком. Данные наблюдали на линеаризованной оцДНК фага М13, с 

помощью белка SSB, который конкурентно связывался с оцДНК, 

высвобождаемой белком RecA в ходе диссоциации. Замещение белка RecA 

белком SSB на оцДНК регистрировали по падению скорости гидролиза АТФ. 

Было показано, что кинетика вытеснения изменяется пропорционально 

количеству свободных 5′-концов, что свидетельствует о том, что 5′-зависимая 

разборка филамента есть единственный способ диссоциации белка RecA и 

оцДНК. На кольцевой форме оцДНК фага М13 процесс разборки 

зарегистрировать не возможно, так как в этом случае филамент представляет 

собой замкнутую кольцевую структуру, лишенную концов. По данным 

электронной микроскопии белок SSB был обнаружен так же на 5′-конце 

оцДНК, что подтверждает 5′→3′ направление разборки филамента RecA 

(Shan et al., 1997). 

 До появления одномолекулярных методов исследования 

рекомбиназ, изучение диссоциации белка RecA и оцДНК проводили по 

измерению кинетике переноса белка с этеноДНК на поли(дТ). Данные, 

полученные из этих экспериментов, подтверждают, что диссоциация 

сопряжена с гидролизом АТФ, хотя эти события не являются строго 

взаимосвязанными, поскольку далеко не каждый акт гидролиза АТФ 

сопровождается диссоциацией мономера RecA (Menetski and 

Kowalczykowski, 1987). Действительно, мономер RecA отделяется от 

филамента после завершения гидролиза АТФ, в АДФ-связующей форме, для 



28 

 

которой характерно низкое сродство к ДНК (Menetski et al., 1985). В 

присутствии АТФγS для перетекания всего белка RecA с этеноДНК на 

молекулы поли(дТ) требуется более двадцати часов, тогда как в присутствии 

АТФ требуется всего четыре минуты. В целом, использование в качестве 

кофактора АДФ вместо АТФ сокращает время жизни нуклеопротеинового 

комплекса до 30 секунд (Menetski and Kowalczykowski, 1987). 

Различают два основных этапа мультимеризации RecA на ДНК. 

Первый – инициация образования филамента, или нуклеация, при которой 

нескольких первых мономеров RecA «садятся» на оцДНК. Для этого 

достаточно пяти мономеров. На один мономер RecA приходится три 

нуклеотида оцДНК. Второй этап – удлинение филамента, или элонгация, в 

ходе которой новые мономеры RecA последовательно присоединяются к 

исходным мономерам на 3’-конце растущей цепи. По достижении 

филаментом длины в 6‒10 мономеров начинается гидролиз АТР, причем его 

скорость вдоль всего филамента одинакова (κcat = 30 мин
-1

). Гидролиз АТР 

координирован и осуществляется в виде организованной волны, в которой с 

некоторой периодичностью задействованы все мономеры филамента. 

Разборка филамента происходит в том же направлении, что и сборка: 

мономеры RecA диссоциируют от филамента с 5’-конца относительно 

оцДНК с константой скорости κoff  = 123 мономеров в минуту на один конец 

филамента. При этом момент диссоциации концевого мономера 

непосредственно сопряжен с гидролизом молекулы ATP (Cox et al., 2005; Joo 

et al., 2006; Galletto et al., 2006). 

Рекомбиназы RecA различного происхождения часто отличаются по 

своим биохимическим свойствам друг от друга. Иногда достаточно 

присутствия одной аминокислотной замены, чтобы кардинально изменить 

активность белка дикого типа. Усиление выраженности какого-либо из 

свойств белка называют гиперактивностью. При этом процесс 

полимеризации филамента на ДНК чаще всего отслеживают по кривой 

АТФазной активности. Исследователей давно волнует вопрос, насколько 
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коррелирует АТР-азная активность того или иного мутантного RecA с 

изменения скорости диссоциации мономеров от ДНК. Экспериментальные 

факты указывают на то, что не очень коррелирует. Аминокислотная замена 

E38K приводит к тому, что скорость диссоциации RecA от ДНК существенно 

уменьшается. При этом взаимообмен между пулом свободных мономеров, 

находящихся вне ДНК, и пулом мономеров, связанных с ДНК, происходит 

значительно медленнее, чем в случае белка RecA дикого типа из E. coli. 

Однако скорость RecAE38K зависимого гидролиза АТР не отличается от 

контроля (Britt et all., 2010). Другой пример – стабилизация филамента RecA 

в присутствии дАТФ. Скорость гидролиза дАТФ белком RecAEc на 20% 

выше, чем гидролиза АТФ, тогда как скорость диссоциации от ДНК, при 

замещении кофактора, в несколько раз медленнее (Shan et al., 1997). 

Парадоксально, что скорость гидролиза АТФ независима от значений pH, 

тогда как стабильность филамента возрастает при снижении pH. Показано, 

что при значении pH равном 6.3 филамент фактически перестает разбираться. 

Таким образом, хотя  момент диссоциации концевого мономера 

действительно сопряжен с гидролизом молекулы ATP, по-видимому, не 

каждый гидролитический акт приводит к высвобождению этого мономера от 

филамента. Наконец, вероятно, может происходить смыкание 3’- и 5’-

концевых мономеров соседних кластеров, если длина бреши между 

кластерами кратна трем основаниям ДНК (van Loenhout et al., 2009). 

Интересно, что при одновременной инициации нескольких независимых 

кластеров в случайных участках ДНК, их состыковке между собой в большей 

части случаев должны мешать короткие бреши длиной в один или два 

нуклеотида. Так как эти бреши, длиной один или два нуклеотида, остаются 

недоступными для связывания мономером RecA, они служат естественными 

ограничителями длины кластера. Из этого следует, что при сравнении 

различных вариантов RecA, корректнее всего было бы сравнивать скорости 

разборки с учетом прерывистости филамента. Однако литературных данных 

о корреляции скорости разборки, длины кластера и АТФазы не обнаружено. 
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На практике большую информацию о рекомбиназе может дать не столько 

значение kcat АТФазы, сколько изменение относительной скорости АТФазы в 

процессе достижения динамического равновесия. У гиперрекомбиназ 

скорость сборки филамента, может отличаться в любую сторону от контроля 

(Britt et al., 2010). Подобные изменения скорости филаментации можно 

симулировать in vitro и на белке дикого типа. Так, замещение кофактора 

белка АТР на дАТФ приводит к значительному изменению кинетики 

филаментации, в ходе которой белок дикого типа проявляет себя необычно и 

становится подобен гиперактивному варианту RecA при конкуренции с 

белком SSB за сайты ДНК (Shan et al., 1997; Gruenig et al., 2010). Однако, в 

связи с тем, что концентрация дАТФ в бактериальной клетке недостаточна 

для рекомбиназы, этот результат невозможно применить для моделирования 

гиперрекомбиногенности in vivo, и он остается лишь биохимическим трюком. 

Таким образом, группа последовательно соединенных друг с другом 

мономеров, отделенных с обоих концов брешами от остальной цепи 

филамента, представляют собой отдельный кластер. Длина его должна 

варьировать в зависимости от соотношения кинетики нуклеации на ДНК и 

кинетики элонгации. Показано, что в присутствии негидролизуемого аналога 

АТР – АТРγS – частота нуклеации в пять раз выше, чем в присутствии АТР 

(Galletto et al., 2006). Скорости элонгации и нуклеации могут варьировать не 

только в зависимости от кофактора, но и от природы самого RecA. Например, 

скорость элонгации RecA из микроорганизма Deinococcus radiodurans ниже, 

чем скорость элонгации RecA из E. coli, тогда как частота возникновения 

точек его нуклеации на ДНК выше (Hsu et al., 2011). Вместе с тем, 

существует гипотеза, что, спустя некоторое время после инициации 

кластеров, число брешей значительно уменьшается и кластеры сливаются 

между собой, образуя сплошной филамент. Теоретическая основа для этого 

явления не найдена (van Loenhout et al., 2010). В свою очередь, методы 

компъютерного моделирование в исследовании динамики филаментации 

RecA пока не способны объяснить исчезновение или появление новых 
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брешей (van der Heijden et al., 2008). По данным Кокса (Drees et al., 2004), на 

филамент, заключающий в себе молекулу оцДНК длиной 8 т.п.н., приходится 

всего 3–4 бреши. Здесь следует отметить, что результаты исследований в 

разных лабораториях несколько отличаются и зависят от использованного 

метода, каждый из которых имеет свои достоинства и недостатки. Если такой 

метод, как «method single molecule», позволяет напрямую регистрировать 

изменение физических параметров филамента RecA, то метод, основанный 

на конкурентном связывании с ДНК регуляторных белков, дает лишь 

косвенные данные о кинетике филаментации RecA так требует много 

умозрительных допущений. Как правило, эти данные основаны на таком 

рутинном методе, как регистрация изменения скорости гидролиза АТФ. 

Действительно, если конкурирующий за ДНК какой-либо регуляторный 

белок приводит к падению скорости RecA-зависимого гидролиза АТФ, то это 

свидетельствует лишь о разборке филамента RecA в целом. Несмотря на 

доступность такого метода, результаты сложно  интерпретировать с учетом 

межбелковых взаимодействий, стехеометрий связывания с ДНК для разных 

белков. Например, данные анализа кривых ингибирования RecA-зависимой 

АТФазы белком RecX могут быть верны только в том случае, если белок 

RecX взаимодействует с филаментом исключительно в месте, где 

расположена брешь, согласно ранее предложенной модели (Drees et al., 2004). 

Детальное обсуждение этой модели будет представлено в главе, 

посвященной регуляторным белкам. Но сам подход содержит в себе 

серьезные противоречия. Этот факт, на наш взгляд, свидетельствует о том, 

что метод анализа разборки с использованием RecX мало объективен, либо 

следует признать, что RecX из других организмов ингибируют активность 

RecA каким-то иным способом. Применение белка SSB, чья стехеометрия 

связывания к ДНК равна 36 нуклеотидов, представляется невозможным для 

измерения кинетики разборки мономеров RecA из короткой бреши между 

кластерами. Ввиду своего размера, длинной всего 1-2 нуклеотида, бреши в 

филаменте должны быть для белка  SSB полностью недоступны.  
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Несмотря на явные преимущества одномолекулярных методов в 

исследовании рекомбиназ, все они тоже имеют ряд недостатков. В 

подавляющем большинстве одномолекулярные эксперименты используют 

двунитевую ДНК, что придает модели некоторую условность, поскольку 

дцДНК не является природным субстратом для RecA. Второе неудобство 

заключается в том, что флуоресцентно меченный RecA частично теряет свою 

активность.  

       Таким образом, динамика связывания RecA с ДНК, в большой 

степени, определяются такими факторами, как частота нуклеации, скорость 

сборки, соотношение скоростей сборки и разборки, прерывности и другим 

характеристикам филамента. Все эти параметры в свою очередь могут 

определяться заменой кофактора, изменением каталитической активности 

АТР-азного домена, присутствием регуляторных белков. Регуляция кинетики 

филаментации RecA непосредственно в клетке осуществляется через 

стимуляцию регуляторами либо сборки, либо разборки филамента на ДНК. 

При этом сборка мономеров RecA чаще стимулируется регуляторными 

белками на этапе нуклеации, чем на этапе элонгации (Umezu et al., 1993; 

Umezu and Kolodner, 1994). Подытоживая раздел, можно заключить, что 

согласно литературным источникам, динамика взаимодействия RecA с ДНК 

является одним из ключевых факторов, определяющих протяженность 

филамента и, как следствие, его активность в поиске гомологии.  

 

1.4. Гидролиз АТФ 

Гидролизу АТФ предшествует связывание мономером RecA одной 

молекулы АТФ и иона магния. Связывание может осуществляться как 

свободной формой мономера, так и мономерами, находящимися в составе 

филамента. Для взаимодействия с ДНК и инициации обмена цепей ДНК 

достаточно одного только взаимодействия с АТФ без последующего 

гидролиза. Для того чтобы изучить роль гидролиза АТФ применяется 

множество подходов. Часто значение гидролиза АТФ белком RecA 
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исследуют, замещая АТФ негидролизуемыми аналогами. Наиболее часто из 

негидролизуемых аналогов используют АТФγS. В других случаях 

используется необычный вариант белка RecAK72R, который хотя 

эффективно взаимодействует с АТФ, но не гидролизует его (Rehrauer, 

Kowalczykowski, 1993). Гидролиз АТФ необходим при осуществлении 

большинства функций проводимых белком RecA. Это однонаправленный 

перенос цепи (Konforti et al., 1992), преодоление структурных препятствий в 

ДНК при переносе цепи (Shan and Cox, 1996), четырехнитевой обмен цепей 

между двумя молекулами дцДНК (Shan and Cox, 1996), геликазная 

активность (Cox, 2007), диссоциация мономеров RecA с 5'-концов 

филаментов (Arenson et al., 1999). Все это требуют гидролиза АТФ. 

В отсутствие молекул ДНК белок RecA практически не гидролизует 

АТФ: kcat составляет не более 0.015 мин
-1

. Однако сверхвысокие 

концентрации солей одновалентных металлов (1.5 - 2 М) индуцируют 

конформационный переход белка RecA в активную форму. При этих 

искусственных условиях рекомбиназы самоагрегируют в  структуры, в 

которых RecA характеризуется значениями kcat, эквивалентными 

соответствующим величинам kcat, полученным в присутствии оцДНК (Pugh et 

al., 1988). С помощью методов кругового дихроизма выявлено, что высокие 

концентрации солей способствует переходу белка RecA в конформационное 

состояние, сходное с тем, которое наблюдается при взаимодействии его с 

оцДНК (Wittung et al., 1995).  

Нуклеопротеиновый филамент RecA, сформированый на молекулах 

оцДНК, сохраняет неизменную скорость гидролиза АТФ при любых 

значениях pH от 5.5 до 8.5 (Weinstock et al., 1981). Использование в качестве 

лиганда дцДНК вместо оцДНК приводит к падению скорости гидролиза АТФ 

при высоких значениях pH. Гидролитическая активность (kcat) для условий в 

случае оцДНК составляет около 30 молекул АТФ, а для дцДНК - 20 молекул 

АТФ в минуту на один мономер белка (Cox, 2007). 
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В присутствии молекул АТФ белок RecA связывает ДНК в 

«растянутой» конформации, характеризующейся высокоаффинным к оцДНК 

состоянием и большим шагом спирали филамента. В присутствии молекул 

АДФ, белок RecA характеризуется низкоаффинным состоянием к оцДНК. 

Это состояние белка часто называют компактной конформацией, находясь в 

которой невозможны функции поиска гомологии или протеолизаа белка 

LexA. Гидролиз АТФ связан с конформационным переходом в субъединице 

RecA (Pugh et al., 1989; Roca and Cox, 1997; Logan et al., 2001). По 

достижении концентрации АДФ в растворе выше 10-15% филамент 

полностью разбирается. Взаимопревращение растянутой и компактной 

конформаций требует разборки филамента (Yu et al., 1992).   

Молекулы АТФ гидролизуются белком RecA равновероятно вдоль всей 

длины филамента, без изменений гидролитической активности вблизи 

концов филамента (Brenner et al., 1987). Помимо АТФ, существует ряд 

других нуклеотидтрифосфатов, которые гидролизуются белком RecA в 

присутствии оцДНК. В их число входят молекулы дАТФ, УТФ, дУТФ и 

ПТФ, которые отчасти способны замещать АТФ, по крайней мере, в 

большинстве реакций, проводимых белком RecA. Другие, а именно ИТФ, 

ЦТФ, дЦТФ и ГТФ, несмотря на то, что подвергаются активному гидролизу, 

не активируют белок RecA на проводение основной функции, обмен цепей 

ДНК (Weinstock et al., 1981; Menge and Bryant, 1992). Исследования, 

проведенные группой Брайнта, выявили, что эффективность того или иного 

кофактора в реакции обмена гомологичных цепей ДНК коррелирует со 

значением S05 для этого кофактора (Menge and Bryant, 1992). Этот показатель 

по своему смыслу аналогичен константе Михаэлиса, однако, так как 

взаимодействие белка RecA с АТФ носит кооперативный характер 

(Weinstock et al., 1981), то его использование более правомерно при 

определении сродства белка RecA к АТФ. Было показано, что реакция 

обмена цепями ДНК происходит при добавлении только тех 

нуклеотидтрифосфатов, величина S05 для которых оказывается ниже 100 мкМ 



35 

 

(Menge and Bryant, 1992). Другой важный параметр, описывающий уровень 

активности RecA, является коэффициент Хилла nH, который характеризует 

меру кооперативности сайта связывания к субстрату и показывает число 

смежных субъединиц белка, в которых происходят структурные изменения, 

индуцированные связыванием молекулы субстрата одним протомером белка 

(Weinlock et al., 1981; Silver and Fersht, 1983; Mikawa et al., 1998). Значения 

коэффициента Хилла находится в зависимости от природы используемого 

полинуклеотида и нуклеотидтрифосфата. По данным Микавы (Mikawa et al., 

1998), максимальное значение коэффициента Хилла для АТФ составляет 

11.6. Это значение параметра кооперативности связывания RecA с АТФ 

получают из наклона графика зависимости log (V/Vmax – V) от log АТФ. Оно 

означает, что двенадцать смежных мономеров RecA производят 

взаимосвязанные структурные изменения в ответ на взаимодействие АТФ с 

одним из них и, следовательно, все мономеры функционируют как единый 

аллостерический фермент (Mikawa et al., 1998). Параметр кооперативности 

связывания АТФ белком RecA почти не варьирует в зависимости от 

изменений температуры, концентрации белка, а также концентрации солей 

одновалентных металлов (Mikawa et al., 1998). 

Филамент RecA, заряженный негидролизуемым аналогом АТФ, 

молекулой АТФγS, способен осуществлять поиск гомологичной нити ДНК. 

При этом длина переносимой нити ограничена по протяженности. По 

некоторым данным переносится максимум 1 т.п.н. Преодаление филаментом 

гетерологичных вставок заключенных в одной из нитей ДНК возможно 

только при гидролизе АТФ. Присутствие даже одного негомологичного 

основания серьезно замедляет кинетику переноса нити. Три негомологичных 

основания, расположенных по соседству уже полностью блокируют реакцию 

(Gamper et al., 2003). Кроме того 5′→3′ направленность процесса «миграции 

ветви» обеспечивается тоже гидролизом АТФ. Действительно, при 

использовании вместо АТФ его негидролизуемого аналога, АТФγS, обмен 

нитей протекает как в 5′→3′, так и в 3′→5′ направлении (Konforti et al., 1990). 
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Назначение гидролиза АТФ на молекулярном уровне до конца не 

исследовано. В литературе присутствует несколько моделей. Две из них 

«перераспределительная» модель и модель «Говарда-Фландерса» объясняют 

роль гидролиза АТФ необходимостью диссоциации мономеров RecA от 

ДНК. Третья, «ротационная» модель предполагает, что роль АТФазы 

заключена в обеспечении вращения мономеров в ходе чего привходящая 

ДНК наматывается на филамент. Однако каждая из моделей имеет свои 

недостатки. Модель «перераспределения», предложенная Ковальчиковским 

(Kowalczykowski, 1991; Bianco et al., 1998), основывается на предположении, 

что гидролиз АТФ необходим для диссоциации мономеров RecA в месте, 

непосредственно перед движущейся структурой Холлидея, где происходит 

переключение спаренности нитей. В первоначальном виде модель не 

объясняла преодоления структурных препятствий во время переноса цепи 

ДНК, а подразумевала восстановление целостности филамента по ходу 

миграции ветви ДНК. В последующем варианте модель была дополнена 

предположением о том, что структурные барьеры, оказывающиеся на пути 

филамента RecA, останавливают АТФ-независимый перенос цепи. Гидролиз 

АТФ необходим в этом случае исключительно для заполнения мономерами 

RecA брешей в филаменте (Kowalczykowski, 1991). По усовершенствованной 

модели Говарда-Фландерса диссоциация мономеров от ДНК в ходе АТФазы 

является непосредственным двигателем миграции ветвей ДНК. Диссоциация 

провоцирует конформационные изменения в мономере, передающееся на 

сайт взаимодействия с ДНК, который в свою очередь обеспечивают 

переключение  связи между нитями ДНК (Cox, 2007).  

Согласно ротационной модели, предложенной Коксом (Cox, 1994), для 

полного переноса цепи ДНК требуется вращение обоих ДНКовых субстратов 

друг вокруг друга. Вращение, в свою очередь, является следствием гидролиза 

АТФ. Так как на один шаг спирали филамента приходится шесть мономеров 

белка RecA, то гидролиз АТФ приводит к повороту каждого мономера на 

60. Поскольку на шаг спирали ДНК, в составе филамента RecA, приходится 
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18 пар нуклеотидов, то каждое полное вращение приведет к миграции ветви 

на 18 п.н. Поступательное вращение мономеров, относительно цепи ДНК, 

должно приводить к направленному наматыванию второй цепи вокруг 

первой. Данная модель так же объясняет преодоление структурных барьеров 

в ДНК: последовательное вращение обмениваемых цепей ДНК в точке 

барьера приводит к раскручиванию ДНК в этом месте. 

Ротационная модель позволяет оценить протяженность гибридной 

ДНК, образуемой по ходу обмена гомологичных цепей. Поскольку типичный 

филамент RecA содержащий фаговую ДНК состоит из 2000 мономеров, 

гидролиз АТФ каждым мономером в составе филамента приведет к повороту 

на 360 и миграции ветви на 18 п. н., что соответствует 100 гидролизованным 

молекулам АТФ на каждую п. н. полученого гетеродуплекса. Из ротационной 

модели следует, что если гидролиз АТФ связан с вращением мономеров 

вокруг ДНК, скорость переноса цепи должна зависеть от скорости гидролиза 

АТФ, что отчасти подтверждается экспериментально (Nayak and Bryant, 

1999). Однако последние данные ставят под сомнение правомерность 

«ротационной» модели в ее чистом виде. Двойной вариант E38K/ΔC17 

обладает АТФазой сходной с АТФазой дикого типа. Показано, что этот 

вариант не диссоциирует от ДНК даже при условиях среднего pH (pH=7,5). 

При этом процесс переноса гомологичной цепи полностью заблокирован 

(Britt, 2010). Таким образом, диссоциация мономеров от ДНК видимо 

является необходимым условием и возможно является непременной 

составляющей «ротационной» модели. 

 

1.5. Перенос гомологичной цепи ДНК 

Главной функцией всех рекомбиназ является способность проводить 

обмен гомологичными нитями ДНК. В реакции переноса нитей ДНК, 

используемой для изучения функций RecA in vitro, можно выделить, как 

минимум, три основных стадии: это образование пресинаптического 

комплекса; синаптическая стадия; элонгация гетеродуплексной ДНК и 
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образование продуктов реакции. (Kowalczykowski et al, 1994; Kowalczykowski 

and Eggleston, 1994; Roca and Cox, 1997; Lusetti and Cox, 2002; Cox, 2003). 

Наиболее полно все стадии обмена гомологичными цепями ДНК 

демонстрирует реакция переноса линеаризованной ДНК фага М13 на 

кольцевую ДНК того же фага. 

 

Рисунок 4. Схема реакции переноса нити ДНК in vitro, катализируемой 

белком RecA (Kowalczykowski et al, 1994). 

 

О первой стадии кратко было упомянуто выше. Пресинапсис включает 

в себя сборку мономеров RecA на оцДНК в присутствии АТФ и ионов Mg
2+

. 

В ходе элонгации, растущий конец филамента останавливается на вторичных 

структурах оцДНК, которые могут быть разрушены оцДНК-связывающим 

белком SSB (Bujalowski et al., 1987; Shereda et al., 2008). На кольцевых 

одноцепочечных молекулах ДНК белок RecA, мультимеризуясь вдоль 

оцДНК в 5′→3′ направлении, вытесняет белок SSB и создает протяженный 

филамент по всей кольцевой ДНК, в котором один мономер RecA 

приходится на 3 нуклеотида. В рутинных экспериментах кинетику 

замещения одного белка другим регистрируют по изменения АТФазной 

активности, так как белок SSB не обладает гидролитической активностью. 

Напрямую процесс мультимеризации и вытеснения документирован с 
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помощью прямой визуализации одиночных молекул (Bell, 2012).  По 

завершении мультимеризации, вся оцДНК расположена в так называемом 

первичном сайте (Roca and Cox, 1997). Присутствие белка SSB на стадии 

пресинапсиса не является обязательным, если концентрация ионов Mg
2+ 

в 

растворе значительно понижена. Например, при такой низкой концентрации 

MgCl2 как 1 мМ, вторичнах структур на ДНК остается столь мало, что они 

практически не мешает белку RecA покрыть оцДНК полностью. Однако при 

столь низкой концентрации ионов Mg
2+

 нуклеопротеиновый комплекс не 

вступает в следующую стадию - синаптическую. Предполагается, что в этих 

условиях нуклеопротеиновый филамент теряет способность обнаруживать 

гомологичные участки в дцДНК (Roman et al., 1986; Lavery et al., 1990; Haruta 

et al., 2003). 

Синаптическая стадия – многоступенчатый процесс, который 

разделяют на несколько этапов: поиск гомологичной молекулы ДНК среди 

негомологичных молекул ДНК и затем переключение спаренности 

оснований и образование гетеродуплекса. Переключению спаренности 

оснований предшествует образование трехнитевого интермедиата (Schutte 

and Cox, 1988; Umlauf et al., 1990; Rould et al., 1992; Rao, Radding, 1993). В 

ходе поиска гомологии, линейная молекула дцДНК неспецифически 

выстраивается вдоль образовавшегося филамента, взаимодействуя с 

вторичным сайтом, который расположен в большой бороздке. Такое 

взаимодействие дцДНК с ДНК-связывающим сайтом нуклеопротеинового 

филамента не сильное и легко может быть разрушено (Takahashi and Norden, 

1994). Этот этап характеризуется образованием коагрегатов ДНК, в состав 

которых могут входить как гомологичные, так и негомологичные молекулы 

ДНК (Gonda and Radding, 1986; Tsang et al., 1985; Pinsince and Griffith, 1992). 

Этап поиска гомологичных молекул может быть описан двумя 

теоретическими моделями: 1) поиск участков гомологии через 

проскальзывание одной молекулы ДНК вдоль другой или линейной 

диффузии, «sliding» 2) перебор комплементарных последовательностей ДНК 
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в трехмерном пространстве в ходе последовательной ассоциации и 

диссоциации, «jumping». Однако исследования этого вопроса показали, что в 

реальности поиск гомологии осуществляется согласно второй модели 

(Adzuma, 1998; Forget, 2012). Более, того согласно последним данным, 

полученным с помощью одномолекулярных методов, при поиске гомологии 

важна как трехмерная конформация дцДНК так и протяженность оцДНК в 

филаменте. При этом слабые временные контакты осуществляются 

одновременно по всей длине филамента, формируя повышенную локальную 

концентрацию ДНК в области поиска. (Forget, 2012). С помощью меченных 

олигонуклеотидов, флуоресцентной техники «FRET» и «stop-flow» 

флуоримерии были охарактеризованы дискретные фазы перключения 

спаренности нитей ДНК. В частности удалось разделить кинетику 

переключения спаренности оснований от кинетики перемещения 

высвобождаемой нити ДНК из нуклеопротеинового комплекса (Folta-

Stogniew, 2004). Различие между этими двумя процессами достигает одного 

порядка. По самым последним данным минимальный шаг для переключения 

спаренности оснований ДНК внутри филамента осуществляется в пределах 

трех последовательных нуклеотидов (Lee et al., 2015). В отсутствие 

гидролиза АТФ, зона гетеродуплекса может достигать 1000 пар оснований 

ДНК. Однако такой процес обязательно требует присутствия АТФ или ее 

аналогов, хотя и без гидролиза.(Konforti and Davis, 1992; Menetski et al., 

1990). Перенос более протяженной нити ДНК непременно требует RecA- 

зависимого гидролиза АТФ. На следующей стадии реакции обмена нитей 

происходит элонгация гетеродуплексного участка или «миграция ветви» 

ДНК, которая длится до полного завершения продукта, гибридной дцДНК, и 

не ограничена ни временем ни расстоянием. В классической реакции обмена 

нитей перенос ограничен длинной фагового кольца - примерно 8 т.п.н. Ни 

одна другая модель in vitro не демонстрирует более протяженного участка 

для переноса нити. Эта стадия, в отличие от предыдущей, характеризуется 

гидролизом АТФ, который необходим in vivo для преодоления 
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потенциальных препятствий в одной из нитей ДНК, представляющих собой 

зону гетерологии, сайты пиримидиновых димеров или другие повреждения. 

Однако как только гомологичная ДНК найдена, скорость гидролиза АТФ 

несколько падает относительно исходного филамента оцДНК: в ходе 

элонгации гетеродуплексного участка kcat уменьшается с 30 мин
-1

 до 20-22 

мин
-1

. (Schutte and Cox, 1987). Элонгация гетеродуплексного участка ДНК 

происходит в направлении 5'3' (относительно к оцДНК внутри филамента) 

со скоростью 380 пар нуклеотидов в минуту при 37С (Cox, 2007). В зону 

гетеродуплекса могут включаться одиночные замены, пиримидиновые 

димеры, а так же вставки и делеции длиной до сотен пар оснований (Mitchell 

and West, 1994; Marrione and Cox, 1995).  

 Не только преодоление гетерологичных вставок, но также 5′→3′ 

однонаправленность процесса «миграции ветви» обеспечивается гидролизом 

АТФ. Действительно, при использовании вместо АТФ его негидролизуемого 

аналога, АТФγS, направление обмена цепей ДНК может равновероятно 

протекать как в 5′→3′, так и в 3′→5′ направлении (Konforti et al., 1990). 

Данное наблюдение легло в основу «ротационной» модели, предложенной 

Майком Коксом. Предполагается, что во время гидролиза АТФ происходит 

конформационное изменение мономеров RecA, которое вызывает 

направленное вращение цепи ДНК,  находящейся в филаменте, вокруг своей 

оси, вследствие чего происходит втягивание гомологичной ей цепи ДНК в 

бороздку филамента. Пространственное изменение положения одной цепи 

ДНК относительно другой приводит к расплетению исходной дцДНК и 

обеспечивает направление переноса цепи в одну сторону (Cox, 1994). 

Одновременно с этим 5′-конец вытесняемой из филамента цепи ДНК 

связывается белком SSB и теряет способность спонтанно атаковать 

образовавшийся гетеродуплекс (Lavery and Kowalczykowski, 1992). Для 

анализа наших исследований, приведенных в главе «результаты», 

представляется важным, что гибридная дцДНК остается внутри филамента 

RecA по завершении обмена цепей ДНК (Ullsperger et al., 1995). 
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1.6.1 Метаболизм клетки в ходе SOS ответа 

Главная функция белка RecA – поиски гомологии между двумя 

молекулами ДНК и обмен гомологичных нитей. В отсутствии SOS-ответа в 

одной бактериальной клетке содержится до 10 тысяч молекул RecA (Little, et 

al., 1982). В ходе нормального клеточного роста, присутствие белка RecA 

необходимо в случае спонтанной остановки репликации или коллапса 

репликативной вилки вблизи повреждения на оцДНК. Филаменты RecA 

обнаружены в 15% бактериальной популяции, не испытывающей 

воздействия ДНК повреждающих агентов (Long, Sandler, 2008). Тем не 

менее, бактериальная популяция способна расти и размножаться в 

отсутствии гена recA, хотя и несколько медленнее. Началу 

рекомбинационной репарации предшествует пресинаптическая стадия, в ходе 

которой RecA, в присутствии молекулы АТР и магния, кооперативно 

мультимеризуется вдоль оцДНК (Menetski et al., 1988) . В момент стресса, 

количество филаментов возрастает пропорционально количеству 

поврежденных участках ДНК. При этом, инициируется так называемая SOS-

функция белка RecA, которая выражается в индукции большой группы 

специфических для этого состояния белков. В клетках E.coli, SOS-состояние 

контролируется репрессорным белком LexA, который при контакте с 

многочислеными филаментами RecA начинает интенсивно 

саморасщепляться (Slilaty et al., 1986). По мере того, как концентрация LexA 

в клетке падает, промоторные участки генов SOS-ответа постепенно 

открываются. При этом изменяется уровень экспрессии более чем 40 генов, в 

том числе, – и самого гена recA (рисунок 2). Количество молекул RecA 

возрастает до 100 тысяч копий на одну бактериальную клетку (Stohl et al., 

2003). Однако, даже при значительном среднем значении SOS ответа, до 25% 

клеток может оставаться в неиндуцированном состоянии (Gruenig, Sandler, 

2008). Константа диссоциации белка LexA для операторной 

последовательности различных генов может отличаться в десятки раз (Little 
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et al., 1982). Благодаря этому отличию в константе, различные белки 

экспрессируются в разной степени, в зависимости от времени индукции и 

интенсивности SOS ответа. Данные о внутриклеточном колличестве 

экспрессируемых белков варьируют в литературе и находятся в зависимости 

от метода измерения. Кроме широко используемого метода иммуноблота, 

экспрессию определяют по количеству бета-галактозидазы, ген которой 

встроен под интересуемый промотор. Тогда полученные данные 

представляют собой среднее по бактериальной популяции (Kenyon and 

Walker, 1980). С использованием зеленого флуоресцентного белка (GFP), 

активность любого из SOS индуцированных промоторов может быть 

измерена с помощью флуоресцентной микроскопии. В этом случае доступно 

определение экспрессии в конкретной клетке. Одним из самых активных 

промоторов является промотор гена sulA, чья экспрессия может 

увеличиваться в 80-130 раз (McCool, Sandler, 2004). Благодаря этому 

наблюдению для индуцируемой экспрессии белков чаще всего интересуемый 

ген клонируют именно под этот промотор. Белки, экспрессируемые в ходе 

SOS ответа, задействованы почти во всех аспектах метаболизма 

бактериальной клетки. Среди них есть такие, которые участвуют в регуляции 

клеточного деления (SfiA), преобразуют ДНК в ходе репликации и репарации 

(SSB, polV, UvrD), обеспечивают экзотоксический эффект на окружающие 

бактерии другого вида (collicin) (Schoemaker et al., 1984; Glazebrook et al., 

1983; Simmons et al., 2008). Некоторые SOS индуцируемые белки участвует в 

конверсии структуры Холлидея. В частности белковый комплекс RuvAB без 

участия RecA взаимодействует со структурой Холлидея и способен смещать 

ее на тысячи пар оснований от места исходного возникновения. При этом 

возможно преодоление гетерологичных барьеров в сотни пар оснований 

(Parsons et al., 1995, Adams and West, 1995). Финальная структура Холлидея 

разрешается с помощью эндонуклеазной функции белка RuvC (Shah et al., 

1997). Другим из важнейших ферментов экспрессируемых в ходе SOS ответа 

является полимераза PolV. Эта полимераза состоит из двух субъединиц 
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UmuD и одной субъединицы UmuC (Frank et al., 1993; Sutton et al., 2000). 

Полимераза PolV относится к классу «error prone» полимераз, которые 

характеризуются низкой точностью синтеза ДНК. Вследствие того, что 

полимераза PolV проходя сайт повреждения, часто подставляет ошибочный 

нуклеотид в цепь ДНК, она является источником вынужденного мутагенеза. 

Известно, что полимераза PolV (UmuD
2
C) является главным поставщиком 

мутантов для эволюционного отбора, хотя наверно не единственным. 

Полимераза PolV работает в едином комплексе с RecA, что возможно 

ограничивает потенциальную изменчивость рекомбиназ в ходе селекции 

(Schlacer et al., 2006; Gruber et al., 2015). Одновременно, полимераза PolV 

забирает на себя исправление значительной части повреждений ДНК в 

местах брешей, которые могли быть исправлены филаментом RecA в ходе 

рекомбинации (Sommer et al., 2003; Foster, 2005). В отсутствие SOS- ответа 

лишь 1% повреждений ДНК корректируется с помощью полимеразы PolV. 

Тогда как в условиях стресса до 40% повреждений корректируется 

полимеразой по механизму "translesion synthesis" и 60% рекомбинацией 

(Naiman et al., 2016). Это соотношение может сильно сдвигаться в сторону 

механизма "translesion synthesis", если рекомбинация проводится 

ослабленным мутантом RecA.  

Некоторые белки и белковые комплексы входят в непосредственное 

межбелковое взаимодействие с филаментом RecA и участвуют в регуляции 

его активности. Эти белки регулируют активность филамента RecA 

посредством прямых межбелковых взаимодействий. В настоящее время 

известно более десятка медиаторных белков, непосредственно участвующих 

в регуляции активности филамента RecA на пресинаптической и 

синаптической стадиях рекомбинации. Это RecO, RecR, RecF, RecN, RecX, 

PsiB, DinI, LexA и некоторые другие. Белки можно разделить на группы 

позитивных и негативных регуляторов. Это деление достаточно условно, 

поскольку некоторые из них, подавляя синаптическую функцию филамента, 

активируют пресинаптический этап. Известно, что белки LexA, DinI, UmuD и 
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RecX конкурируют между собой за сайт связывания в бороздке филамента. 

Поочередное замещение регуляторов друг на друга, в бороздке филамента, 

определяет смену фаз: от пресинаптической к синаптической и далее к 

мутагенезу, который индуцируется в самом конце SOS- ответа (Yasuda et al., 

1998; Petrova et al., 2009; Bagdasarian et al., 1992; Shan et al., 1997; Lusetti et al., 

2004; Renzette et al., 2007; Venkatesh et al., 2002; Stohl et all., 2003; Drees et al., 

2004; Ragone et al., 2008). 

 

 1.6.2  Белки RecBCD и RecFOR систем рекомбинации  

В зависимости от природы повреждения ДНК, в E.coli активируется 

одна из двух вспомогательных систем. В случае возникновения 

двуцепочечного разрыва, включается RecBCD система, тогда как в случае 

одноцепочечного повреждения – реализуется путь RecFOR (Clark, Sandler 

1994). Раскручивание и последующая экзонуклеазная деградация 

двуцепочечной донорной ДНК гексамером RecBCD приводит к появлению 

молекулы ДНК с 3’-выступающим одноцепочечным концом (Dixon and 

Kowalczykowski, 1993). Комплекс RecBCD представляет собой 

полифункциональный гексамер, состоящий из шести субъединиц RecB, RecC 

и RecD. Он обладает ДНК-зависимой АТФазной, ДНК-геликазной, а также 

эндо- и экзонуклеанзной активностями. Комплекс RecBCD прочно 

связывается со свободным концом дцДНК и расплетает его в реакции, 

требующей гидролиза АТФ. По ходу перемещения вдоль ДНК, комплекс 

разрушает каждую из цепей ДНК таким образом, что происходит 

образование коротких и длинных одноцепочечных «хвостов». 

Приблизившись к последовательности «chi», находящейся в строго 

определенной ориентации (3’-GGTGGTCG-5’), комплекс RecBCD 

останавливается, субъединица RecD модифицируется, что приводит к потере 

3’- и к активации 5’-экзонуклеазной активности. Таким образом, 

последующее раскручивание ДНК приводит к образованию одноцепочечного 

3’-конца, который затем используется белком RecA для инициации 
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рекомбинации (Arnold, Kowalczykowski, 2000; Churchill, Kowalczykowski, 

2000; Cromie, Leach, 2000).  

Интересно, что RecBCD- и RecFOR-пути рекомбинационного процесса 

не разделены между собой полностью, в значительной степени они 

перекрываются, и при инактивации RecBCD-пути, система RecFOR способна 

компенсировать его функцию (Amundsen and Smith, 2003). Независимо от 

того, что в каждом из указанных случаев в процесс формирования 

интермедиата подключаются разные регуляторные системы, оба 

рекомбинационных пути имеют одно общее свойство – они подготавливают 

3’-выступающий конец оцДНК, предназначенный для взаимодействия с 

филаментом RecA. Подавляющее число рекомбинационных событий 

инициируется именно 3’-концом оцДНК, и только при исключительных 

условиях может инициироватся 5’-концом (Razavy et al., 1996; Cromie et al., 

2000).  

Большинство вспомогательных белков, непосредственно участвующих 

в регуляции активности филамента RecA, таких как RecO, RecF, RecR, RecX, 

DinI, SSB, UvrD, DprA, взаимодействуют только с собранным на ДНК 

нуклеопротеиновым комплексом  RecA. Единственный из регуляторных 

белков, белок PsiB, связывается в растворе с мономером RecA вне ДНК, но 

не взаимодействует – сколько-нибудь заметно – с ДНК, LexA или SSB. 

Природный промотор гена psiB, который расположен на F-плазмиде, 

открывается только в ходе бактериальной конъюгации в клетке реципиента 

(Bagdasarian et al., 1992; Petrova et al., 2009). Таким образом, назначение 

белка PsiB – это предотвращение SOS-ответа клетки во время конъюгации, 

когда образуются протяженные участки оцДНК. Взаимодействуя с белком 

RecA, белок PsiB переводит его в неактивное состояние, оставляя оцДНК 

интактной.  

Одновременно, в отсутствие SOS-ответа, доступ мономеров RecA к 

оцДНК заблокирован белком SSB. Белок SSB – один из самых важных 

участников метаболизма бактериальной ДНК. Его экспрессия в клетке в 
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значительной степени осуществляется по SOS-независимому механизму. 

Только один из трех промоторов гена ssb является индуцибельным (Brandsma 

et al., 1985; Meyer, Laine, 1990). При этом концентрация белка SSB в клетке 

увеличивается только в два раза. Длительное время считалось, что белки SSB 

и RecA взаимодействуют непосредственно друг с другом. Однако, несмотря 

на важную роль, которая, по-видимому, присуща белку SSB в 

рекомбинационном процессе, их взаимодействие осуществляется 

опосредованно – через ДНК либо другие медиаторные белки. Белок SSB, 

связывает оцДНК,  представляя естественное препятствие для нуклеации 

мономеров RecA (Lohman et al., 1988). В силу особенностей его 

взаимодействия с оцДНК, процесс элонгации филамента RecA вдоль оцДНК, 

напротив, не встречает препятствия в виде белка SSB. Более того, белок SSB 

расплетает вторичную структуру оцДНК, позволяя RecA занять все 

свободные сайты на оцДНК (Kowalczykowski and Krupp, 1987; Roy et al., 

2009). На более поздних стадиях рекомбинационного процесса белок SSB 

катализирует финальную стадию процесса обмена гомологичных цепей ДНК. 

Взаимодействуя с 5’-концом высвобождаемой из рекомбинационного 

комплекса цепи, он препятствует реинициации синапсиса и обеспечивает 

направленный ход миграции ветвей ДНК с последующим их полным 

разделением (Mazin and Kowalczykowski, 1998).  

Таким образом, на каждом из этапов рекомбинационного процесса 

присутствует опосредованная функциональная взаимосвязь белков SSB и 

RecA. Большинство же других регуляторных белков, воздействуя прямо на 

эпитопы филамента RecA, осуществляют регуляцию этого взаимодействия. 

Так, белки RecF, RecO и RecR, направляя белок RecA, помогают ему 

инициировать филамент на оцДНК, занятой белком SSB. Эти активаторы 

многократно изменяют кинетику нуклеации RecA (Beernink and Morrical, 

1990; Sancar, Hearst, 1993). Примечательно, что различают два типа белковых 

комплекса: RecFOR и RecOR. Комплекс RecOR стимулирует нуклеацию 

филамента RecA на любых сайтах, расположенных вдоль всей поверхности 
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оцДНК, занятой белком SSB. Функция комплекса RecFOR куда более 

определенна с точки зрения ее роли в клетке. Он стимулирует инициацию 

филамента в местах перехода оцДНК в дцДНК. Подобные смешанные 

структуры ДНК образуются в клетке непосредственно после 5’-нуклеазной 

деградации одной из комплементарных цепей ДНК белком RecJ. При этом 

необходимо участие геликазы RecQ, которая расплетает двуцепочечный 

участок ДНК, позволяя экзонуклеазе обработать протяженный участок одной 

из цепей ДНК. Исходно, комплекс RecFOR находит в ДНК место перехода 

оц- в дцДНК. После этого комплекс привлекает мономеры RecA, играя роль 

платформы, от которой филамент RecA интенсивно расширяется в сторону 

оцДНК, занятой белком SSB. Скорость расширения филамента при таком 

взаимодействии максимальна, относительно скорости при всех других 

известных условиях. С другой стороны, комплекс RecFOR препятствует 

реверсивному направлению мономеров в зону дцДНК, играя роль 

своеобразного клапана (Shan et al., 1997; Morimatsu, 2003; Handa et al., 2009).  

 

 

Рисунок 5. Схема загрузки филамента на ДНК с помощью комплекса 

RecFOR. 
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После того, как мономеры RecA с помощью комплекса RecFOR 

образовали протяженый филамент вдоль оцДНК, дальнейшая регуляция 

активности может осуществляться с помощью белков DinI и RecX. Белок 

DinI попадая в бороздку филамента RecA, замедляет динамику разборки 

мономеров. Примечательно, что присутствие DinI в бороздке филамента 

затрудняет процесс поиск гомологичной дцДНК и последующий обмен 

гомологичных цепей ДНК. Однако не ясно на сколько реализуется такая 

ситуация в реальности, поскольку полное ингибирование синапсиса требует 

очень высокой концентрации  DinI в клетке. Филамент RecA, 

провзаимодействовавший с белком DinI, переходит в специфическое 

состояние. Доступ гомологичной ДНК в бороздку филамента, для 

переключения спаривания цепей ДНК, заблокирован присутствием там белка 

DinI. Если работа белков RecO, RecF и RecR никак не угнетает 

рекомбиназную функцию RecA, то функция белка DinI представляется 

неоднозначной. Являясь позитивным регулятором филамента RecA на этапе 

мультимеризации, белок DinI препятствует связыванию филамента не только 

с гомологичной цепью дцДНК, но и с белками RecX и UmuD (Voloshin et al., 

2001; Lusetti et al., 2004; Renzette et al., 2007). Ответить на этот вопрос мы 

попытались с помощью метода конъюгации в главе «результаты». 

 

1.6.3. Конститутивный SOS-ответ 

      Данные о взаимосвязи конститутивного SOS-ответа и 

гиперрекомбиногенности остаются неоднозначными. Ранее предполагалось, 

что все гиперактивные белки RecA, способные активно конкурировать с 

белком SSB за участки оцДНК в репликативной вилке, автоматически 

вызывают конститутивный SOS-ответ (Lavery and Kowalczykowski, 1992; 

Modiraju et al., 1992). Но как оказалось, такие активные варианты, как 

RecAV37M, RecAD112R, RecAPa, RecAΔС17, RecAR28D либо совсем не 

индуцируют SOS-ответ, либо индуцируют такой уровень SOS-ответа, 

который ниже ожидаемого значения.  
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Современное представление о возможных механизмах 

конститутивного SOS-ответа основано на работах группы Сэндлера (Long et 

al., 2008; Long et al., 2009; Long et al., 2010). Принципиальное утверждение 

Сэндлера состоит в том, что разные рекомбинационно-активные варианты 

RecA вовлечены во взаимодействие с разными ДНК субстратами. Сэндлером 

и соавторами подробно исследованы варианты белков, поддерживающие 

стабильно высокий уровень конститутивного SOS-ответа – это RecAE38K и 

RecAF217Y. Уровень SOS-ответа определяли с учетом разного генетического 

фона. Анализируя влияние на коэкспрессируемых с recA генов на SOS-ответ, 

авторы заключили, что RecAF217Y способен мультимеризоваться in vivo не 

только на оцДНК, но и на дцДНК. При этом указывается, что автопротеолиз 

репрессорного белка LexA падает в таких условиях лишь частично, а не 

полностью. Однако эта особенность не характерна для многих других 

вариантах белка. Показано, что RecAF217Y-зависимый конститутивный 

SOS-ответ проявляется только одновременно с присутствием белков 

комплекса RecBCD, который помогает «загрузке» филамента на молекулу 

ДНК с протяженным двунитевым участком. Действительно, во время 

реверсивного хода  репликативной вилки в обратную сторону может 

спонтанно возникнуть новая «гетеродуплексная» дцДНК с выступающим 

однонитевым участком, содержащим RecA. Процессинг такого участка ДНК, 

обладающей явным сходством со структурой Холлидея, может привести к 

тому, что филамент RecA автоматически окажется встроенным в зону 

дцДНК. Гипотеза подтверждается тем, что конститутивный SOS-ответ в 

большой степени зависит от экспрессии белков комплекса RuvAB, имеющего 

главенствующую роль в миграции структуры Холлидея. Хотя 

авторасщепление белка LexA, репрессора SOS-ответа, эффективнее 

катализируется белком RecA, образованом на оцДНК, филамент 

сформированный на дцДНК все же сохраняет достаточную каталитическую 

активность (М. Кокс, личное сообщение). Для обсуждения наших данных 

представляется важным, что в описанной модели экспрессия белка RecX 
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приводит к подавлению SOS-ответа. В этом случае, биохимические 

особенности белка RecX возможно согласуются с его потенциальным 

назначением in vivo. Можно предположить, что основное назначение RecX – 

это предотвращение непродуктивных взаимодействий филамента с дцДНК в 

хромосоме или репликативной вилке. Вместе с тем, эта логическая схема 

получила подтверждение только в наших экспериментах, которые будут 

представлены ниже в главе результаты. 

  

1.6.4. Белок RecX и его роль в гомологической рекомбинации    

Ген recX обнаружен у подавляющего числа бактерий и растений. 

Причем растения обладают модифицированным вариантом recX, который по-

видимому был когда-то унаследован от бактерий. Однако он отсутствует у 

архае и эукариот (Lin et al., 2007). Белок RecX – негативный регулятор белка 

RecA как in vitro, так и in vivo. Подавляющее действие белка на 

чувствительность бактерии к УФ излучению и выраженность SOS ответа в 

большой степени зависит от способа экспрессии RecX. Будучи 

экспрессированным с хромосомы, где расположена единственная копия его 

гена, recX только незначительно повышает выживаемость E.coli во время УФ 

облучения. В тоже время, при гиперэкспрессии RecX с плазмидного вектора, 

выживаемость клеток при УФ облучении значительно падает. В норме 

содержание молекул RecX в E.coli достигает всего 50 молекул (Stohl, 2003). 

При SOS ответе количество молекул RecX возрастает до 800 копий. Другой 

исследовательской группой было показано, что количество молекул RecX в 

500 раз меньше, чем молекул RecA в ходе SOS ответа. Ген recX не во всех 

бактериях является частью SOS системы клетки. Например, в бактерии 

Bacillus subtilis он экспрессируется отдельно от гена recA (Vlasik et al., 2014). 

Интересно, что в условиях делеции гена recX, гиперэкспрессия RecA 

приводит к летальному фенотипу либо остановке роста в таких бактериях как 

Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium tuberculosis и Streptomyces lividans 

(Sano, 1993; Vierling et al., 1993; Papavinasasundaram et al., 1997). В то же 
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время гены recX из E.coli и Neisseria gonorrhea могут частично 

комплементировать друг друга, будучи экспрессированными в 

неродственном штамме. Впервые белок RecX из Mycobacterium tuberculosis 

был исследован in vitro в 2002 году, а RecX из E.coli в 2003 (Venkatesh et al., 

2002; Stohl et al., 2003; Pages et al., 2003). Однако интерпретация 

молекулярного механизма ингибирования филамента белком RecX остается 

противоречивой по сегодняшний день. Показано, что RecX, взаимодействуя 

непосредственно с RecA, препятствует элонгации филамента, «принуждая» 

его диссоциировать от оцДНК (Venkatesh et al., 2002; Stohl et al., 2003; Drees 

et al., 2004). Разработано несколько моделей подавления филаментации RecA 

белком RecX. Согласно одной из них, RecX находит брешь между 

кластерами мономеров и, связываясь с концевым мономером, прерывает 

мультимеризацию мономеров далее вдоль цепи оцДНК. При этом динамика 

разборки мономеров от 5’-конца кластера не нарушается, но останавливается 

процесс сборки, а именно – этапа достройки кластера с 3’-конца за счет 

подсоединения новых мономеров (Drees et al., 2004). Исходя из другой 

модели, RecX взаимодействует с филаментом RecA спонтанно вдоль всей его 

длины, провоцируя диссоциацию мономеров RecA прямо в местах их 

взаимодействия (Ragone et al., 2008). Третья модель предполагает связывание 

RecX с большой бороздкой филамента, где RecX перекрывает сразу три 

последовательных мономера RecA, объединяя их в единый блок. Вследствие 

такой блокировки отдельные мономеры RecA утрачивают возможность 

согласованных конформационных изменений и последующего за ними 

гидролиза АТФ (VanLoock et al., 2003). С помощью метода «гель-шифт» 

показано, что белок RecX может взаимодействовать с ДНК. Действительно, 

возможность взаимодействия RecX с ДНК продемонстрирована в нескольких 

работах, но величина константы их связывания оказалась незначительной и 

свидетельствует о том, что сродство RecX к ДНК слишком невелико, чтобы 

учитывать его при построении модели (Drees et al., 2004). Таким образом, 

молекулярный механизм, лежащий в основе данного наблюдения, должен 
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быть уточнен. Остается также непонятным назначение белка RecX в 

бактериальной клетке. Известно, что актуальность RecX сохраняется в такой 

радиоустойчивой бактерии как D. radiodurans. Ранее белок RecX из D. 

radiodurans изучался лишь единственной научной группой, которая 

продемонстрировала, что белок RecX в бактериях D. radiodurans подавляет 

радиоустойчивость in vivo и ингибирует активность белка RecADr in vitro. 

Методом «гель-шифт» выявлена способность RecX из D. radiodurans 

связываться не только с RecA, но и с ДНК (Sheng et al., 2005; Sheng et al., 

2010). Несмотря на функциональное подобие, RecX из D. radiodurans 

отличается по аминокислотному составу и имеет 45 дополнительных 

аминокислот на N-конце белка, которые отсутствуют в белке из E. coli. 

Молекулярная архитектура RecXD.r и его нуклеопротеинового комплекса не 

исследовалась. Остается не исследовано, образуются ли какие-либо 

межбелковые взаимодействия между RecXD.r и другими регуляторными 

белками в D. radiodurans. В E. coli с белком RecX из всех регуляторов 

непосредственно связывается только белок RecF. Белок RecF по своему 

действию является антагонистом белка RecX in vivo и in vitro. Количество 

свободного белка RecX в растворе падает после взаимодействия с белком  

RecF, в результате чего активность филамента RecA сохраняется (Lusetti et 

al., 2006). Действие других регуляторов на RecX, таких как DinI и SSB, 

является опосредованным, так как основано на конкурентном связывании с 

оцДНК или RecA. Сайт взаимодействия белков RecX и DinI с филаментом 

представлен большой бороздкой, где связывание обоих белков носит 

взаимоисключающий характер. При избыточной концентрации DinI, процесс 

ингибирования филамента белком RecX полностью подавлено (Lusetti et al., 

2004; Renzette et al., 2007).  

 В лаборатории Майка Кокса показано, что активность RecX может быть 

подавлена in vitro не только белком DinI, но и с помощью некоторых 

вариантов белка RecA, а именно RecAE343K и RecAΔC17. Оба изменения 

затрагивают С-субдомен белка RecA. При этом такие основные функции 
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вариантов как ДНК трансферазная и АТФазная остаются незатронутыми. 

Действительно, оцДНК-зависимая АТФаза этих вариантов в 2-3 раза 

устойчивее к действию RecX (Drees, 2004). Наблюдение легло в основу 

вывода о том, что RecX взаимодействует с С-концевым субдоменом белка 

RecA. Более того, наблюдение стало дополнительным аргументом в пользу 

той модели ингибирования, в основе которой лежит так называемый 

кэппинг-механизм. Позднее, другими научными группами (Ragone et al., 

2008) была проведена комплексная реконституция RecA-RecX 

нуклеопротеинового комплекса на основе данных электронной микроскопии, 

молекулярного докинга и кристаллической структуры (VanLoock, 2003). 

Авторы с помощью структурных исследований подтвердили предположение 

о взаимодействии RecX с С-концевым субдоменом белка RecA. При этом, 

одновременно связываясь с главной бороздкой филамента, белок RecX 

теоретически должен препятствовать естественному вращению С-конца 

мономера относительно ДНК.  

 С помощью одномолекулярной техники была предпринята попытка 

уточнить фунциональный механизм ингибирования. В эксперименте 

задействовали RecX из Mycobacterium tuberculosis. Однако к существующим 

вопросам регуляции добавились новые. Ингибирующий эффект белка RecX 

на филамент пропадал в момент приложения силы (≥ 7 pN) к концам 

молекулы ДНК (Le et al., 2014). Более того, уже разобранные мономеры RecA 

реполимеризовались вновь на ДНК, когда внешнее усилие на ДНК 

прикладывалось уже после эффекта RecX. Данное наблюдение не очень 

сочетается с классической «кэппинг» моделью ингибирования. Как 

возможное объяснение найденным эффектам предложен ряд допущений. 

Главное допущение, предложенное авторами, заключается в том, что при 

приложении усилия на ДНК более 7 pN, мономеры приобретают 

возможность присоединяться с 5’ конца филамента. Если рост филамента в 

силу новых условий становится возможным в обратную сторону, то согласно 

модели RecX перестает быть препятствием к полимеризации RecA на ДНК. 
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Действительно практическая возможность полимеризации RecA в обратную 

сторону 3′-5′ при некоторых измененных условиях была доказана в 

нескольких работах (Joo, 2006; Bell et al., 2012). Однако связь между 

обратной полимеризацией и приложенной внешней силой к ДНК остается 

недоказанной. Более того, даже доказательство наличия такой связи не 

снимает возможность присутствия других интерпретаций. 

 

1.7.1 Конъюгационная рекомбинация 

Рекомбинационную активность искусственных и природных вариантов 

белка RecA in vivo исследуют различными методами. Несмотря на то, что ген 

recA имеет определяющее значение на выживаемость бактерии в ходе УФ 

облучения, исследование системы гомологической рекомбинации серьезно 

осложняется одновременным действием генов других систем репарации. 

Однако в ходе конъюгации  SOS ответ подавлен, системы репарации не 

активированы и активны только белки гомологической рекомбинации. Это 

позволило разработать подход для выявления рекомбинационно-активных 

генов, мутаций и определить степень их участия в рекомбинационном 

процессе. Увеличение числа случаев инициации рекомбинационных обменов 

ДНК получило название гиперрекомбинация. Методы, основанные на 

использовании бактериальной конъюгации, появились в семидесятых годах 

прошлого столетия, позже были усовершенствованы и не потеряли свою 

актуальность до настоящего времени (Smith, 1991; Lanzov et al., 2003). В ходе 

бактериальной конъюгации у E. coli, донорные клетки передают реципиентам 

большой фрагмент хромосомы или даже полную хромосому, которая затем 

интегрируется в хромосому реципиентов (Freifelder, 1968; Ippen-Ihler et al., 

1986). Передача всей хромосомы из донорной клетки в реципиент 

осуществляется в течение 100 минут, в связи с чем, длина ДНК 

бактериальной хромосомы измеряется в минутах. Во время конъюгации 

оцДНК донорной клетки своим 5´-концом входит в реципиентную клетку, 

где достраивается до двуцепочечной формы с помощью конъюгационного 
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синтеза ДНК, осуществляемого репликативным аппаратом реципиента. 

Синтез комплементарной цепи ДНК в реципиентной клетке происходит 

прерывисто, в направлении 3´→5´ относительно ДНК донора, с помощью 

фрагментов Оказаки. Входящий 5´-конец оцДНК достраивается до дцДНК, 

тогда как 3´-конец может оставаться одноцепочечным. До тех пор, пока 

донорная оцДНК полностью не достроена до двуцепочечного состояния, она 

имеет смешанный характер, то есть состоит из дцДНК с одноцепочечными 

пробелами. Затем образовавшиеся двуцепочечные концы донорной ДНК 

обрабатываются комплексом RecBCD. Получившиеся при этом 

одноцепочечные 3´-концы внедряются в хромосому реципиента с 

образованием «Д-петель», которые, в свою очередь, становятся местом для 

инициации нового раунда репликации. Это завершается тем, что фрагмент 

донорной ДНК оказывается интегрированным во вновь реплицированную 

хромосому. Таким образом, простейший метод оценки предполагает подсчет 

относительного числа рекомбинантов, с помощью чего можно узнать 

эффективность интеграции донорной ДНК в хромосому реципиента. В 

большинстве случаев этот метод дает возможность лишь различить (rec‒)- и 

(rec+)-фенотипы.  

Второй подход в оценке рекомбиногенности – измерение частоты 

рекомбинационных обменов (ЧРО) на единицу длины ДНК, что отражает 

гибридную структуру рекомбинанта, включающего  фрагменты как 

донорной, так и реципиентной ДНК. Значение ЧРО определяется 

количественно и показывает степень сцепленности между селектируемым и 

неселектируемым маркерами. Методы оценки эффективности 

конъюгационной рекомбинации основаны Ллойдом (Lloyd, 1978). Им же 

обнаружено первостепенное значение генов recA и lexA в коньюгационной 

рекомбинации. В его работах использовались мутанты по обоим из генов. 

Ген lexA3 кодирует нерасщепляемый вариант репрессора (LexA3), который 

конститутивно блокирует экспрессию всех белков SOS-ответа, оставляя 

лишь базовое количество белка RecA в клетке. Вариант RecAE38K, 
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экпрессируемый геном recA441 (tif-1, recA730), обладает свойством усиленно 

расщеплять репрессорный белок LexA дикого типа, что сопровождается 

значительной дерепрессией белков SOS-ответа, включая его самого. 

Комбинируя в бактерии имеющиеся варианты мутаций, Ллойд установил 

основные закономерности, первая из которых заключается в том, что ЧРО 

возрастает до некоторого уровня при увеличении экспрессии RecA. Другая 

закономерность состоит в том, что ЧРО зависит не только от уровня 

экспрессии  RecA, но также от особенностей мутантного гена recA и от 

присутствия других генов SOS-ответа. В дальнейшем, усилиями нескольких 

исследовательских групп была выявлена принципиальная роль большинства 

генов recF- и recBCD-пути в коньюгационной рекомбинации (Lloyd, 

Buckman, 1995; Lovett, Clark, 1983; Clark, Sandler, 1994; Bidnenko et al., 1999). 

Вместе с тем, подход имеет ряд технические недостатков. Методики 

культивирования бактерий, обсчета и анализа полученных рекомбинантов – 

исключали объективное количественное сравнение генетических факторов.  

Данные о взаимосвязи рекомбиногенности и способности рекомбиназ 

индуцировать SOS-ответ – неоднозначны. Исходно, сложилась точка зрения, 

что любой гиперактивный вариант RecA, способный быстро замещать белок 

SSB на молекулах оцДНК в местах репликативной вилки, автоматически 

вызывает конститутивный SOS-ответ (Madiraju et al., 1992; Lanzov, 2002). Но 

позже выяснилось, что такие активные варианты рекомбиназ, как 

RecAV37M, RecAD112R, RecAPa, RecAΔС17, либо совсем не провоцируют 

SOS-ответ, либо уровень SOS-ответа гораздо ниже ожидаемого значения. 

Справедливо отметить, что метод коньюгационной рекомбинации  – не 

единственный подход для изучения рекомбиногенности in vivo. Другой метод 

для оценки эффективности гомологической гиперрекомбинации в E. coli 

предложен Конрадом (Konrad, 1977). Им был сконструирован специальный 

штамм с хромосомными дупликациями генов lacY и lacZ, который 

предназначен для отбора рекомбинантов. Каждый из дуплицированных lac-

регионов содержит собственные, не перекрывающиеся друг с другом, 
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делеции, которые определяют (Lac-)-фенотип. Рекомбинируя между собой, 

дупликации восстанавливают lac-ген, который приводит к (Lac+)-фенотипу, 

что легко можно регистрировать по изменению окраски колоний. Этот метод 

позволяет проанализировать большое число бактерий за короткий период 

времени, но по сравнению с методом, основанным на конъюгации, не 

позволяет сделать количественную оценку активности исследуемых белков. 

Кроме того, метод Конрада требует использования мутагена для активации 

SOS-ответа и повреждений ДНК, а это, в свою очередь, может замакировать 

истинный гиперрекомбиногенный фенотип. 

Исходя из вышеперечисленных фактов, нами были сформулированы 

задачи: найти верхний предел рекомбиногенности в коньюгационной 

рекомбинации, а так же определить естественные ограничители 

гиперрекомбинации. 

 

1.7.2. Направленная эволюция рекомбиногенности RecA в ходе 

конъюгации 

Конъюгационная рекомбинация осуществляется непосредственно 

белком RecA в отсутствие каких-либо повреждений ДНК, что сильно 

упрощает анализ причин и последствий рекомбиногенности. Существует два 

наиболее часто используемых пути в поиске гиперрекомбиногенных 

вариантов RecA: сайт напрвленный мутагенез интересуемых зон гена recA и 

направленная эволюция рекомбиногенности in vivo. Низкая экспрессия 

белков SOS ответа и, что самое важное, полное отсутствие полимеразы PolV, 

позволяют проводить искусственный отбор трансконъюгантов несущих 

гиперрекомбиногенные варианты белка RecA. Оригинальность метода 

заключается в том, что плазмида с геном recA придающая клетке 

наибольший выход трансконъюгантов отбирается, трансформируется в 

исходный штамм recA
-
 после чего напрвляются в следующий цикл 

конъюгации. После череды некоторого количества раундов конъюгации было 

отобрано около 20 вариантов вызывающих гиперрекомбиногенный фенотип 
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(Kim et al., 2015). Интересно, что большинство вариантов имели одиночные 

аминокислотные замены RecA.  Другой подход – хаотичная замена 

аминокислот в последовательности белка RecA естественным образом в ходе 

рекомбинации, после чего все варианты анализируются в тесте на активность 

в конъюгационной рекомбинации. Ранее под руководством профессора 

Ланцова В.А. были проанализированы десятки химерных рекомбиназ, в 

которых последовательности белка RecA из E.coli случайным образом 

перемешаны с последовательностями белка RecA P.aeruginosa (Chervyakova 

et al., 2001). В результате перемешивания аминокислотных 

последовательностей двух исходных рекомбиназ, образовывались химерные 

белки, имеющие самые разные комбинации субдоменов и функциональных 

эпитопов (таблица 1). 

Таким образом, в совокупности описанных методов, удалось получить 

ряд эффективных одиночных и множественных аминокислотных замен по 

всей протяженности белка RecA (Lloyd, 1978; Chervyakova et al., 2001; Kim et 

al., 2015). Наиболее интересные варианты белков исследовалась в 

биохимических экспериментах. Отличительным свойством большинства 

гиперрекомбиназ оказалась выраженная способность мультимеризоваться на 

одноцепочечной ДНК, вытесняя при этом белок SSB. В действительности 

белок SSB является единственным активным антагонистом белку RecA на 

одноцепочечной ДНК во время конъюгации. Белок SSB полностью занимает 

входящий одноцепочечный конец донорной хромосомы в клетке реципиента. 

Базовая концентрация SSB в клетке относительно высокая, он 

экспрессируется с трех отдельно регулируемых промоторов и во время SOS 

ответа его количество увеличивается лишь в два раза. Для того, чтобы 

инициировать рекомбинационные события между донорной и реципиентной 

хромосомами, RecA должен преодолеть препятствие в виде SSB.  
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Таблица 1. Активность химерных рекомбиназ (Chervyakova et al., 2001). 

 

  

Вместе с тем, остается вопрос, насколько устойчив 

гиперрекомбиногенный фенотип в ряду клеточных генераций. Как 
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изменяется метаболизм ДНК в присутствии гиперрекомбиногенных 

вариантов RecA? Каковы механизмы утери гиперрекомбиногенного 

фенотипа и возврата к норме? Ответить на эти вопросы мы смогли на 

примере мутанта, несущего рекомбиназу с искусственной аминокислотной 

заменой D112R.  

 

1.7.3 Роль RecA в радиорезистентности и направленная эволюция 

Один из самых важных вопросов в изучении гомологической 

рекомбинации является вопрос о потенциале рекомбиногенности, 

заложенном в белке RecA и путях его реализации. Кроме того, необходимо 

установить взаимосвязь этого потенциала с сопутствующим генетическим 

фоном.  

В лаборатории Майка Кокса штамм E.coli подвергали воздействию 

ионизирующей радиации в течение большого числа клеточных генераций, 

индуцируя, таким образом, направленную эволюцию радиоустойчивого 

фенотипа. В результате отбора получены дочерние линии бактерий, которые 

в тысячи раз превосходили исходный штамм-основатель по уровню 

радиоустойчивости (Harris et al., 2009; Byrne et al, 2014; Piechura et al., 2015). 

Эволюционировавшие линии бактерий оказались способны выдерживать 

дозу 3 кГр почти без последствий для клетки.  

Такой уровень резистентности сопоставим с уровнем резистентности 

бактерии Deinococcus radiodurans, которая способна выдерживать дозу 5 кГр, 

являясь одним из самых устойчивых организмов к радиоизлучению. Для 

человеческого организма эта доза почти в тысячу раз превышает дозу 

летального облучения. Следует отметить, что селекция бактериальных линий 

E.coli сопроводилась комплексным изменением одновременно множества 

генов, механизмов и других компонентов системы клеточного метаболизма. 

Важно, что эти перестройки и изменения затронули разные метаболические 

пути в разных бактериальных популяциях. Основные мутации, 

произошедшие в бактериальном геноме, приведены в таблице 2. Как видно, 
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каждая из эволюционировавших линий имеет комбинацию мутаций 

одновременно по нескольким генам. Как следует из таблицы, в белке RecA 

обнаружено всего две наиболее часто встречаемых аминокислотных замены, 

находящиеся в положении 276 и 289. Соответствующие этим положениям 

аминокислоты локализуются на поверхности филамента вблизи зоны 

большой бороздки. Последующие исследования выявили, что при 

перемещении мутантных генов обратно в исходный штамм «основатель» они 

придают ему лишь частичную устойчивость к радиации. Ее уровень оказался 

не сопоставим с теми уровнями устойчивости, которые наблюдаются в 

случае «эволюционировавших» штаммов. Линии экспрессирующие варианты 

белков RecAD276A и RecAA289S продемонстрировали увеличение 

резистентности всего в 2 и 3 раза соответственно. Найденные белки не 

обнаруживают новых биохимических качеств по сравнению с белком дикого 

типа ни в реакции обмена гомологичных цепей ДНК, ни в АТФазной 

активности (Piechura et al., 2015). Однако оба варианта белков RecA 

характеризуются повышенным сродством к одноцепочечной ДНК, что 

выражается в ускоренной кинетике вытеснении белка SSB. Другое важное 

отличие вариантов проявилось в чувствительности к концентрации АДФ. 

Известно, что RecA дикого типа функционирует в условиях in vitro, когда 

концентрация АДФ не превышает 10%. При превышении этой концентрации 

АДФ, филамент разбирается или диссоциирует от ДНК. В случе с 

вариантами белков RecAD276A и RecAA289S, даже такое превышение 

концентрации АДФ как 40-50%  все еще не являлось ингибирующей. 

Возможно, что в следующих работах появятся данные о коррекции 

межбелковых взаимодействий этих рекомбиназ с основными регуляторами 

рекомбинации, но пока такие данные в литературе отсутствуют. 
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Таблица 2. Перечень мутаций в эволюционировавших линиях (Harris et 

al., 2009).  

 

 

 

 

Ген/функция Локус 
Исходный 

нуклеотид 

Мутантный 

нуклеотид 
Замена 

Рекомбинационная 

репарация 

    

    ruvB b1860 T C D52G 

    ruvB b1860 C A D19Y 

    recA b2699 C A A289S 

    recA b2699 T G D276A 

    recA b2699 C T D276N 

Репликация     

    priA b3935 C T V553I 

    priC b0467 A G L162P 

    dnaT b4362 G A R145C 

    dnaB b4052 T C L74S 

    dnaB b4052 C A P80H 

Клеточное деление     

    ftsW b0089 A G E34G 

    ftsW b0089 A G M268V 

    ftsZ b0095 G A D303N 

Протеолиз     

    clpP b0437 A G Y75C 

    clpP/clpXa b0437/ b0438 G A - 

    clpX b0438 A G Y384C 

Транспорт глутамата     

    gltS b3653 A G V255A 

Другое     

    ylbEb b4572  G K85E 

    yjgL b2453 A G N188D 

    yjgL b2453 A G D523G 

http://jb.asm.org/content/191/16/5240/T2.expansion.html#fn-6
http://jb.asm.org/content/191/16/5240/T2.expansion.html#fn-7
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Вместе с тем остается главный вопрос, почему же столь невелико 

число мутаций в гене recA у бактерий прошедших жесткий фильтр 

селективного отбора? Почему пределы изменчивости гена recA оказываются 

настолько ограниченным, а изменения часто касаются генов, не имеющих 

отношение к рекомбинационной репарации? Чтобы разобраться в этом 

вопросе стоит обратиться к молекулярному механизму адаптации бактерий к 

длительному стрессовому воздействию. В ходе бактериального SOS ответа 

на токсичное действие внешних факторов, активируется функция 

полимеразы PolV представляющей собой комплекс субъединиц UmuD’2C. 

Полимераза PolV относится к семейству «error prone» полимераз, чья работа 

характеризуется низкой точностью (Patel et al., 2010; Goodman, 2014; 

Robinson et al., 2015). Экспрессируется полимераза на поздней стадии SOS 

ответа, лишь через 45 минут после экспрессии белка RecA, когда стресс 

принимает хроническую форму. В ходе ошибочной подстановки 

нуклеотидов, во время репликации ДНК, частота мутагенеза увеличивается 

более чем в 100 раз относительно нормы. Фенотипически этот процесс 

выражается в множественном появлением мутантов. При том что абсолютное 

большинство мутаций оказываются нейтральными либо вредными, 

полимераза PolV является главным источником материала для 

эволюционного отбора, хотя наверно не единственным. Данный факт начал 

получать интерес для индустрии антибиотиков. Действительно новые 

исследования показали, что одновременное использование ингибиторов 

полимеразы PolV с антибактериальными агентами приводит к утере 

бактериальной клеткой возможности адаптироваться к стрессовому 

воздействию на генетическом уровне. В последнее время прикладные 

исследования все больше начинает уделять внимание поиску  «компаундов», 

подавляющих генетическую изменчивость бактерий, возникающую в ответ 

на действие антибиотика. Белок RecA становится основной мишенью в этом 

поиске (Cirz et al., 2005; Lee et al., 2005; Cline et al., 2007; Nautiyal et al., 2014; 

Bellio et al., 2014; Alam et al., 2016). Таким образом, можно заключить, что 
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предопределенность эволюционной изменчивости гена recA заключена в 

ограничениях, наложенных на активность полимеразы PolV. Известно, что 

перед прохождением полимеразой сайта повреждения, она образует 

комплекс с белком RecA, так называемую мутасому. Любые нарушения 

межбелковых связей в мутасоме должны приводить к падению мутагенеза и 

как следствие утере возникновения устойчивости. Отдельно от RecA, 

комплекс UmuD’2C не функционирует. Из данного положения следует, что 

для эволюционного процесса допустимы лишь те изменения в белке RecA, 

которые не затронут контактов с мутасосмой. Подтверждение этой теории 

последовало в 2015 году, когда Гудман, ведущий эксперт по полимеразе 

PolV, совместил  in vivo мутасому с одним из самых рекомбиногенных 

вариантов белка RecA – RecAD112R (Рис 6).  

 

 

Рисунок 6. Нарушение межбелковых взаимодействий между 

мономером RecA и комплексом UmuD’2C (Gruber et al., 2015). 

 

Данная аминокислотная замена была получена искусственно и 

затрагивает зону интерфейса, который как считается, вовлечен в 

межбелковые взаимодействия с другими белками. При полном сохранении 

гомологической рекомбинации, бактериальная клетка полностью лишилась 

возможности индуцируемого мутагенеза (Gruber et al., 2015). 

Аминокислотная замена мешает установлению важных межбелковых 
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взаимодействий с полимеразой и разъединяет рекомбинацию и мутагенез. 

Таким образом, успех направленной селекции сохраняется только при 

достаточной консервативности архитектуры межбелковых контактов RecA и 

источника мутагенеза. С другой стороны,  вероятность репарации 

повреждения через рекомбинацию обратно пропорциональна вероятности 

коррекции повреждения с помощью мутагенез, так как эти два процесса 

взаимоисключают друг друга. При испльзовании ослабленного варианта 

рекомбиназы доля случаев коррекции через мутагенез возрастает очень 

сильно. Исходя из приведенных данных, можно заключить, что 

рекомбиногенный потенциал, заложенный в белке RecA теоретически 

должен намного превосходить тот уровень реальной рекомбиногенности, при 

котором клетка может сохранять генетическую изменчивость и адаптациию. 

С другой стороны гиперактивные варианты белка RecA способны частично 

или даже полностью компенсировать дефектную чувствительность к УФ 

некоторых мутантных линий. На фоне мутаций в генах recF, recO, recR 

чувствительность штамма E. coli к УФ-облучению резко возрастает 

(Rangarajan et al., 2002). Аналогичный эффект обнаружен в некоторых других 

бактериальных штаммах, в том числе  Bacillus subtilis (Vlasik et al., 2014). 

Экспрессия вариантов белка RecAE38K или RecA803 приводит к полной 

супрессии УФ-чувствительности на recFOR-пути. Показано, что вариант 

белка RecAE38K способен к супрессии чувствительности к УФ на дефектном 

recBCD-пути (Wang, 1993; Handa et al., 2007). В каждом из приведенных 

случаев основное сходство гиперактивных рекомбиназ – их повышенное 

сродство к оцДНК, которое придает возможность функционировать в обход 

механизма классической «загрузки» с помощью вспомогательной системы 

клетки. Вместе с тем, остается неясно - насколько устойчив во времени 

приобретенный фенотип. Сохраняется ли искусственная резистентность в 

ряду генраций при отсутствии облучения? Какова стабильность 

приобретенных признаков? Как меняется состав ДНК у де-
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эволюционировающих линий? Какова роль самого белка RecA в этих 

процессах? 

 

1.8. RecA из экстремофильной бактерии Deinococcus radiodurans 

Deinococcus radiodurans – одна из самых устойчивых к воздействию 

ионизирующего излучения бактерий. Система защиты от повреждения ДНК 

в Deinococcus radiodurans значительно отличается от E. coli.  

Белок RecA Deinococcus radiodurans (RecADr) изучается на протяжении 

почти шестнадцати последних лет как in vitro, так и in vivo.  Ранее было 

предпринято несколько попыток экспрессировать белок RecADr в штамме E. 

coli, но добиться повышения устойчивости чужеродного штамма к 

излучению не удалось. За все время была опубликована лишь одна работа, в 

которой показано, что RecAEc может частично комплиментировать 

устойчивость к УФ излучению в клетках D.radiodurans (Schlesinger, 2007). 

Для того чтобы понять источник функциональных различий между белками 

RecAEc и RecADr необходимо обратиться к биохимическим исследованиям. 

Как показали исследования in vitro, молекулярный механизм обмена 

гомологичных цепей ДНК, проводимый белком RecADr, имеет ряд 

специфических свойств. В отличие от белка RecAEc, белок RecADr обладает 

высокой афинностью к дцДНК (Kim et al., 2002). Более того, в присутствии 

белка SSB (как SSBEc, так и «родного» DdrB) белок RecADr 

преимущественно связывается с дцДНК, а не оцДНК (Eggington et al., 2004; 

Norais et al., 2009). Таким образом, обмен гомологичных цепей ДНК 

инициируется филаментом, построенным на дцДНК, т.е. трансферазная 

реакция идет как бы в обратном направлении относительно классической 

модели, характерной для RecAEc (Kim et al., 2002). Схема 

рекомбинационного процесса получила наименование «обратный перенос 

нити». Нуклеопротеиновый комплекс RecADr характеризуется рядом важных 

биофизических отличий от нуклеопротеинового комплекса RecAEc. 

Продемонстрировано, что динамика филаментации RecADr вдоль ДНК 
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обладает рядом отличий (Hsu et al., 2011). Важное открытие, которое было 

получено в 2016 году, высветило потенциальную возможность 

фосфорилирования треониновых и тирозиновых остатков RecADr в штамме 

Deinococcus radiodurans (Rajpurohit et al., 2016). Показано, что киназа RqkA 

участвует в модификации аминокислот Y77F и T318A белка RecADr. 

Фосфорилированные варианты белка имеют ряд отличительных свойств: 

повышенное сродство к одно- и двуцепочечной ДНК, преимущественное 

использование кофактора дАТФ относительно АТФ. Белок RecADr 

представляет собой пример, чуть ли не единственной известной 

модифицированной прокариотической рекомбиназы. Фосфорилирование 

белка индуцируется только в ответ на радиационное воздействие. Киназа 

RqkA предназначена для модификации сразу нескольких белков репарации. 

Теоретически, наверно было бы возможно воспроизведение 

фосфорилирования в E.coli при условии взаимной коэкспрессии RecADr и 

RqkA, однако это не было сделано. Интересно, что если комплементацию 

RecADr теоретически можно произвести в клетках E.coli, то видимо скорее, 

только немодифицированной формы RecADr. Известно, что in vitro дАТФ так 

же может служить кофактором для RecAEc, но in vivo, ввиду недостаточной 

концентрации дАТФ, этого не происходит. Исходя из перечисленных фактов, 

следует, что молекулярный механизм, благодаря которому RecADr 

осуществляет процесс рекомбинационной репарации, претерпел такие 

значительные изменения, которые вряд-ли совместимы с работой любой из 

регуляторных систем E. coli. Вспомогательные системы в D. radiodurans 

претерпели столь значительные изменения, что RecA из D. radiodurans без их 

поддержки не способен компенсировать отсутствие RecА в  E. coli при 

экспрессии с плазмидного вектора (Gutman et al., 1994; Minton, 1996; Carroll, 

Minton, 1996; Cox, Battista, 2005; Zahradka et al., 2006; Slade, 2009;). В D. 

radiodurans обнаружено два паралога lexA, но они не участвуют в регуляции 

экспрессии RecA и их функции остаются неясными (Narumi et al., 2001; Earl 

et al., 2002). Кроме того, в D. radiodurans отсутствует система RecBCD 



69 

 

регуляторов. Вместе с тем, система RecFOR регуляторов, наоборот, 

присутствует в полной мере (Montague et al., 2009; Satoh et al., 2012). Белок 

SSB из D. radiodurans имеет аналогичную функцию для RecA-зависимого 

обмена гомологичных цепей ДНК, что и белок SSB из E. coli. Более того, оба 

белка оказались взаимозаменяемы in vitro (Eggington et al., 2004). Имеется в 

D. radiodurans так же негативный регулятор RecX. Ранее белок RecX из D. 

radiodurans изучался единственной научной группой, которая 

продемонстрировала, что белок RecX в бактериях D. radiodurans 

репрессирует радиоустойчивость in vivo и подавляет активность белка 

RecADr in vitro. Методом «гель-шифт» выявлена способность RecX из D. 

radiodurans взаимодействовать не только с RecA, но и с ДНК (Sheng et al., 

2005; Sheng et al., 2010). Однако остается неясным механизм подавления 

рекомбинации белком RecXDr, роль его взаимодействия с ДНК в этом 

процессе, а так же универсальность «кэппинг» модели относительно 

аналогичной системы из E.coli. Вместе с тем, ответить на эти вопросы, 

можно изучив биохимические свойства обоих белков из D. radiodurans, что 

предлагается к рассмотрению в главе «Результаты». 

 

1.9. Антибактериальные препараты на основе ингибиторов SOS 

ответа 

Основные классы современных антибиотиков направлены на весьма 

ограниченное число мишеней, представленных в таких ключевых клеточных 

процессах, как биосинтез белков и компонентов клеточных мембран, 

репликации и репарации ДНК (Cirz et al., 2005). Известно, что бактериальные 

клетки адаптируются к действию этих антибиотиков с помощью активации 

механизма клеточного SOS- ответа и связанного с ним индуцированного 

мутагенеза и перестройки бактериального генома (Smith, Romesberg, 2007). 

Другой способ адаптации к антибиотикам – это горизонтальный перенос 

генов в ходе натуральной трансформации экзогенной ДНК в хромосому. В 

свою очередь, стратегии преодоления приобретенной резистентности обычно 
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включают химические модификации ранее известных антибиотиков. 

Поскольку многие действующие антибиотики проходят уже третий или 

четвертый цикл модификаций, число вновь разрабатываемых антибиотиков в 

последние годы постепенно снижается. Известно, что эффективность их 

использования постепенно ослабляется со временем (McKenzie et al., 2000). 

Одной из потенциальных возможностей выхода из этой ситуации является 

поиск новых мишеней в виде критичных для метаболизма бактерии белков. В 

литературе  описано несколько примеров достижения этой цели. Например, 

недавно выявлены небольшие химические молекулы, «компаунды», которые 

специфически ингибируют белок SSB (Marceau et al., 2013; Voter et al., 2018). 

Другим из возможных путей решения проблемы бактериальной адаптации 

является создание препаратов, направленно блокирующих бактериальный 

SOS-ответ. Белок RecA функционально участвует в общей резистентности 

патогенных бактерий к действию антибактериальных препаратов и является 

индуктором бактериального SOS-ответа, и поэтому является идеальной 

мишенью для поиска соединений, блокирующих бактериальный SOS-ответ 

(Nautiyal et al., 2014). Одновременно, в комплексе с белком DprA, белок RecA 

отвечает за трансформацию экзогенной ДНК в хромосому и, следовательно, 

передачу резистентности горизонтальным путем от бактерии к бактерии (Le 

et al., 2017) 

В последнее время предпринято множество попыток поиска 

ингибиторов белка RecA (Peterson et al., 2012). В частности, было найдено 

несколько химических соединений, которые ингибируют АТФазную 

активность RecA in vitro, например, природный фенол (куркумин) блокирует 

SOS-ответ, активируемый антибиотиком левофлоксацином (Bellio et al., 

2014). Кроме того, в числе таких соединений оказались некоторые аналоги 

нуклеотидов (Lee et al., 2005), малые органические молекулы на основе 2-

амино-4,6-диарилпиридина, 1,2,4-оксадиазол, хиназолинон, бензимидазола и 

диазепинона (Sexton et al., 2010), полисульфатированные и 

полисульфанированные нафтил соединения (Wigle, 2007; Nautiyal et al., 
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2014). Однако, все эти соединения недостаточно специфичны, и имеют 

широкую область побочного действия. Они могут блокировать не только 

бактериальные белки RecA, но и многие человеческие АТФазаы, имеющие 

сходное с RecA строение центра связывания АТФ и, поэтому, токсичны. В 

отличие от этих соединений, небольшие пептиды, представляющие собой 

функциональные фрагменты природных ингибиторов, являются одними из 

лучших кандидатов для блокирования SOS-ответа у бактерий. Такие пептиды 

содержат только природные аминокислоты, которые весьма специфичны для 

их мишеней и поэтому не обладают широкой областью побочного действия и 

нетоксичны для человека (Estieu-Gionnet et al., 2011).  Опубликована заявка 

на патент №US20100292135A1 от 18.11.2010 в бюро по патентам и товарным 

знакам США. Кроме небольших органических ингибиторов АТФазной 

активности белков RecA на основе производных АДФ, этот патент также 

включает перечень пептидов, сконструированных по аналогии с 

аминокислотной последовательностью центрального субдомена RecA, 

участвующего в образовании межмолекулярного интерфейса мономеров 

RecA. Эти пептиды имеют свойство ингибировать активность белков RecA 

на этапе образования ими спирального филамента на оцДНК. Однако в силу 

слабой конформационной стабильности, эффективность их действия даже in 

vitro недостаточна IC50=35-500 мкМ для практического применения (Cline et 

al., 2007). Другие сконструированные варианты, где авторам удалось 

понизить IC50 до ~3 мкМ, бесполезны с точки зрения практического 

применения, так как для стабилизации их активной конформации 

необходимо образования дисульфидных связей, которое в бактериальных 

клетках, как известно, блокируется присутствием глутатиона. Кроме того, 

необходимо отметить, что опубликованное значения IC50 ~3 мкМ сильно 

занижено относительно реального значения, так как авторы в три раза 

понизили концентрацию белка RecA, по сравнению с его обычной 

концентрацией для такого рода анализов. Реальные значения IC50 для этих 

пептидов, скорее всего, составляют ~9 мкМ. Поскольку все природные 
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аминокислотные последовательности глобулярных белков в случае их 

применения в виде мономерных пептидов не обладают достаточной 

конформационной стабильностью, то они имеют низкую эффективность в 

качестве ингибиторов тех или иных биохимических реакций. В заявке на 

патент №US20100292135A1 использовалось нескольких классических 

методик конформационной стабилизации пептидов, таких как: 

дополнительные солевые мостики, взаимодействие заряженных групп с 

макродиполем альфа-спирали, использование аминокислот с высокой 

склонностью к образованию альфа-спиралей и бета-структур, а также так 

называемых “кэпинг” взаимодействий. Для конформационной стабилизации 

данных пептидов авторы патента были вынуждены применить 

искусственные дисульфидные мостики, которые, однако, полностью 

бесполезны в условиях бактериальных клеток. 

Таким образом, поиск мишени для подавления SOS ответа остается 

актуальной задачей. Новые ингибиторы белка RecA должны обладать не 

только высокой константой связывания, но и иметь достаточную 

специфичность. Одним из оригинальных подходов в решении этой задачи 

может послужить поиск ключевых фрагментов регуляторных белков. 

Разработка такого модифицированного фрагмента регуляторного белка 

предлагается в главе «Результаты и обсуждения». 
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1. Бактериальные штаммы и плазмиды  

Бактериальные штаммы, используемые в работе, приведены в Таблице 

3. Получение плазмиды pRecA1.1, несущей ген recAEc под его собственным 

промотором, описано в работе Алексеева (Alexseyev et al., 1997). Плазмиды 

pET21b:recAPa и pET21b:recAX53 были сконструированы путем замещения 

фрагмента NdeI-HindIII на структурную часть гена recA. Плазмиды 

pTRecA230, pTRecA420 и pTRecA430 с клонированными мутантными генами 

recAEc были предоставлены К.Л. Найтом. Каждая плазмида несет одну или 

две аминокислотные замены в области RecA-RecA взаимодействий ([K6A], 

[K6D], [R28A], [R28D], [R28N], [T89V], [T89A], [D112R], [N113R], [N113A], 

[D139A], [D139K], [F217Y], [K6D/D139K], [R28N/N113R], [R28D/D112R]). 

Экспрессия recA регулируется промотором tac. Плазмиды идентичны за 

исключением положения уникальных сайтов рестрикции в пределах гена 

recA (Eldin et al., 2000). Плазмида precXEc (pEAW224) любезно 

предоставлена проф. М.Кокс (Университет Висконсин_Мэдисон, США).  

Гены recXEc и recXNg были переклонированы в плазмиды  pT420 и pD112R  

совместно к находящимя там вариантам гена recA.  Таким образом, 

полученая плазмида pEAW958 соответствует гену  recXNg находящемуся под 

araBAD промотором в pD112R; pEAW959 соответствует recXNg под araBAD 

промотором в pT420(wt); pEAW858 соответствует  recXEc под araBAD 

promoter в pD112R, а pEAW847 соответствует recXEc под araBAD 

промотором в pT420(wt). Для экспрессии с хромосомы использовали штамм 

MG1655, где RecA D112R экспрессировался с нормального локуса гена recA 

в EAW166. Штам АВ1157 с делецией по recX получен от М.Cox, 

Университет Висконсин-Мэдисон, США. В работе так же использовали 

плазмиду precXDr с маркером устойчивости к ампициллину Ap
r 

, несущую 

нормальную аллель гена recX  D. radiodurans. 
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В работе использованы плазмиды precXEc и pPeptid, несущие нормальные 

аллели генов recX из E. coli и пептидов с оптимизированной 

последовательностью. Для индукции экспрессии гена recX с промотора гена 

lac проводили инкубацию с изопропил-β-D-тиогалактопиранозидом (IPTG) 

при концентрации 0,07-1 мМ в течение 2 ч перед облучением. Для индукции 

использовали двуплазмидную систему, включающую плазмиду pT7, которая 

несет ген Т7 РНК полимеразы. Ген, несущий аминокислотную 

последовательность пептида был синтезирован и клонирован в плазмиду 

pET21b в фирме “Евроген”.  

 

2.12. Среды 

Для выращивания бактерий и конъюгации использовали минимальную 

среду 56/2 (Adelberg and Burns, 1960). Чтобы исключить элиминирование 

плазмиды или ее производных, в среду добавляли ампициллин (50 мкг/мл). 

При выделении белков клетки выращивали в аминопептиде (АП) или в среде 

LB (Sambrook et al., 1989). В случае присутствия плазмиды pLysS в штамме 

BL21(DE3), в среду добавляли хлорамфеникол до концентрации 30 мкг/мл. 

 

2.13. Ферменты и реактивы 

АТФ, дАТФ, глицерин, NaCl, ацетат натрия, ампициллин, 

хлорамфеникол, Трис, Triton X100, Brij-58, MgCl2, EDTA, SDS, 

полиэтиленимин P, лактатдегидрогеназа (LD), пируваткиназа (PK), DTT, 

IPTG, поли(dT)3600 были получены из фирмы Sigma-Aldrich (США). 

Хроматографический носитель фосфоцеллюлоза Р11 приобретали в фирме 

Whatman (Япония), аминоацил-целлюлозу – в компании Reanal (США). 

Белки SSB, F′SSB, PsiB, RecA E38K, RecA ΔC17, RecA K72R и RecX любезно 

предоставлены M. Cox (Университет Висконсин-Мэдисон, США). 

Концентрации белков определяли спектрофотометрически, используя 

коэффициенты молярной экстинкции ε280 = 2.38 x 104 M
-1

 см
-1

 для белка 

SSB; ε280 = 2.23x104 M
-1

 см
-1

 для всех белков RecAEc и 2.57 x 104 M
-1

см
-1
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для белка RecX. Концентрацию белка RecAD.rad определяли по поглощению 

при 280 нм с использованием коэффициента экстинкции 1.41 × 104 M
–1

 см
–1

. 

Пептиды полученые твердо-фазным синтезом приобретены в  Peptide 2.0 Inc. 

(USA). Концентрацию пептидов 4E1 и Pep2 определяли по поглощению при 

280 нм с использованием коэффициентов экстинкции 0.384 × 104 M
−1

 cm
−1

 и 

0.128 × 104 M
−1

 cm
−1

 (The UniProt consortium, 2015). 

 

2.14. Манипуляции с ДНК  

Выделение, очистку и другие манипуляции с ДНК плазмид проводили 

стандартными методами (Sambrook et al., 2006). Сиквенирование ДНК и 

сравнительный анализ бактериальных геномов для выявления генетических 

изменений был выполнен в Comparative Genome Sequencing Service, который 

был предоставлен NimbleGen Systems, Inc. 

 

2.2. Рекомбинационный тест  

Эффективность рекомбинации определяли по выходу рекомбинантов 

после конъюгации в течение 60 минут при температуре 37°C донора Hfr с 

реципиентом JC10289 ΔrecA. Мутантные гены recA E. coli, P. aeruginosa, а 

также ген дикого типа вводили в реципиент на плазмидах pTRecA230, 

pTRecA420 и pTRecA430. Выход рекомбинантов Thr
+
Str

r
 или Ara

+
Str

r
 

нормировали на количество донорных клеток в конъюгации.  
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Таблица 3. Бактериальные штаммы 

 

 

 

Штамм 

 

Маркеры 

 

Источник получения 

DH5α F
-
 (φ80dΔ(lacZ)M15) recA1 

endA1 gyrA96 thi1 hsdR17 

(rk
-
mk

+
) supE44 relA1 deoR 

Δ(lacZYA-argF) U169 

Clark A.J. 

 

JC10289 

 

 

trh1, leu6, thi1, lacY1, 

galK2, ara14, xyl5, mtl1, 

proA2, his4, argE3, rpsL, 

tsx33, sup37 ΔrecA306 

 

 

Clark A.J. 

 

 

GY7109 

 

 

F
-
(λClind

-
 sfiA::lacZ) srl::Tn10 

ΔrecA 

 

 

Devoret R. 

 

 

KL227 

 

Hfr P4x Str
s
 

 

Low K.B. 

 

BL21(DE3) 

 

F
- 

ompT hsdSB (rB
-
 mB

+
) dcm 

gal (DE3) ΔrecA306 

 

Novogene, США 

 

 

Показана часть генотипа, существенная для данных исследований. 
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2.21. Определение частоты рекомбинационных обменов.  

Частота рекомбинационных обменов ДНК приходящаяся на единицу 

длины хромосомы может быть выражена через среднестатистическое 

расстояние между двумя соседними рекомбинационными обменами - 

параметр λ, который вычисляется по модифицированной формуле Холдейна   

μ = 0.5[1+exp(2l/λ)], где μ - сцепленность между селектируемым и 

неселектируемым маркерами, а l - физическое расстояние между маркерами, 

выраженное в минутах карты или числе нуклеотидов (Бреслер и Ланцов, 

1978). Сцепленность между селектируемыми (thr
+
 или ara

+
) и 

неселектируемым (leu
+
) маркерами определяли методом перепечаток, 

анализируя число клонов, имеющих соответственно генотип Thr
+
Leu

+
 или 

Ara
+
Leu

+
 среди клонов Thr

+
 или Ara

+
, полученных в результате 

постконъюгационной рекомбинации (Lanzov et al., 1991). 

Штамм JC10289: F
-
∆recA306 ara14 leuB6 Str

r
, трансформированный 

плазмидами, кодирующими мутантные белки RecAEc, скрещивали с донором 

KL227 Str
s
, передающим последовательно маркеры leu

+
, ara

+
 и thr

+
. Для 

описания генетической структуры рекомбинантов и интенсивности 

рекомбинации были проведено измерение частоты рекомбинационных 

обменов (ЧРО) на единицу длины ДНК. Величину ЧРО измеряли, определяя 

сцепленность между селектируемым и неселектируемым маркерами, где в 

роли селектируемого маркера выступали маркеры thr
+
 или ara

+
, а 

неселектируемым маркером был leu
+
. В том случае, когда сцепленность 

между маркерами thr
+
 и leu

+
 не превышала 0.5 единиц, в качестве 

селектируемого маркера использовался маркер ara
+
, находящийся на 

ближайшем расстоянии от маркера thr
+
 (Verhoef and de Haan, 1966; Wood and 

Walmsley, 1969; Бреслер и Ланцов, 1978). Величину среднестатистического 

расстояния между соседними кроссоверами (λ) определяли при помощи 

модифицированной формулы Холдейна (Haldane, 1919; Бреслер и Ланцов, 
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1978): μ = 0.5[1+exp(2l/λ)]. Для RecAEc это расстояние составляет 20 минут, 

что соответствует 5 обменам на геном E. coli (Bresler et al., 1978).  

Также использовался расчет относительного изменения величины λ (и, 

следовательно, величины ЧРО) по формуле λ2/λ1 = ln(2μ1-1)/ln(2μ2-1), в 

которую входят только экспериментально определяемые величины μ1 и μ2. 

ΔЧРО для RecAEc была принята за 1. 

 

2.22 SOS-хромотест  

SOS-хромотест проводился согласно методу, описанному ранее 

(Миллер, 1976). В этом тесте эффективность SOS-ответа, контролируемого 

геном recA, регистрируется по синтезу β-галактозидазы, продуцируемой 

геном lacZ, находящимся под контролем SOS-индуцируемого гена sfiA в 

штамме GY7109. β-галактозидазную активность измеряли при помощи 

хромогенного субстрата o-нитрофенил-β-D-галактозида (ОНФГ). В 

присутствии β-гадактозидазы это бесцветное вещество превращается в 

галактозу и о-нитрофенол. Поскольку о-нитрофенол окрашен в желтый цвет, 

его количество можно измерить по поглощению при 420 нм. Если 

концентрация ОНФГ достаточно высока, то количество образовавшегося о-

нитрофенола пропорционально количеству фермента и времени 

взаимодействия фермента с ОНФГ. 

Активность белка рассчитывали в условных единицах в соответствии 

со стандартными рекомендациями (Miller, 1972) с использованием формулы  

420 6001000β-gal ( / )OD OD tv , где OD420 - оптическая плотность реакционной смеси 

при 420 нм, OD600 - оптическая плотность клеточной суспензии в Z-буфере 

при длине волны 600 нм, t - время инкубации, а v - объем пробы в 

миллилитрах. Штамм GY6871 sfiA::lacZ был любезно предоставлен проф. Р. 

Деворе (Laboratoire d'Enzymologie, CNRS, Gif-sur-Yvette, France). Из ночной 

культуры, выращенной в LB с ампициллином 100мкГ/мл и канамицином 40 

мкГ/мл или без них (для контрольного штамма), 100 мкл вносили в 4мл такой 

же среды. Выращивали 50-60 минут и добавляли IPTG до конечной 
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концентрации 1мМ и проводили индукцию в течение 90 минут. Затем пробы 

делили пополам и к одной из них добавляли налидиксовую кислоту до 

конечной концентрации 40мкГ/мл. Культуру индуцировали 60 минут, 

смешивали 1 мл клеток с 1 мл Z-буфера и измеряли OD600. Z-буфер (pH 7.0) 

На 1 л: Na2HPO4 x 7H2O 16.1 г NaH2PO4 x H2O 5.5 г KCl 0.75 г MgSO4 x 

7H2O 0.246 г ß-меркаптоэтанол 2.7 мл. В каждую пробирку добавляли 4 

капли хлороформа и 2 капли 0.1% раствора додецилсульфата натрия. Затем 

пробирки интенсивно встряхивали в течение 15 секунд. Реакцию 

инициировали, добавив в каждую пробирку по 0.4 мл ОНФГ (4мг/мл). ОНФГ 

– орто-нитрофенил-ß-D-галактозид и тщательно перемешивали. Время 

реакции измерялось секундомером. Реакцию останавливали добавлением 1 

мл 1 М Na2CO3 (pH 12). Клеточные фрагменты удаляли центрифугированием 

10 мин 5000 об/мин. Измеряли OD420 (желтая окраска) и рассчитывали 

активность ß-галактозидазы в условных единицах по выше приведенной 

формуле. 

 

2.23. Изменение выживаемости клеток в зависимости от дозы УФ-

излучения.  

Клетки E. coli, несущие плазмиды с геном recX и аминокислотной 

последовательности пептида, выращивали в среде LB до OD600, равной 0.4–

0.6, добавляли IPTG до конечной концентрации 0.3 мМ и растили в течение 

еще 1.5 ч для индукции синтеза белка RecX либо пептида. Контрольные 

клетки E. coli также выращивали в среде LB. Клетки, после достижения 

OD600, равной 0.7–0.9, осаждали центрифугированием (5000 об/мин,10 мин) и 

ресуспендировали в исходном объеме солевой среды (NaCl 0.9%). УФ-

облучение (λ=254) проводили в чашках Петри на приборе “Хроматоскоп” 

при мощности дозы 100 мДж/м2/с, отбирая аликвоты культуры объемом 0.1 

мл через равные временные интервалы (30 с). Облученные клетки разбавляли 

солевой средой, рассевали на LB-агар и через 24 ч подсчитывали число 

колоний. УФ облучение клеток, их разведение, рассев и выращивание 
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проводили при освещении красным светом для предотвращения 

фотореактивации. 

 

2.3. Подготовка ДНК для исследования рекомбиназных 

активностей 

Кольцевую M13mp18 оцДНК и cуперскрученную M13mp18 дцДНК 

выделяли с помощью очистки в градиенте хлористого цезия. Компетентные 

клетки штамма JM101 инфицировали фагом. Зараженную ночную культуру 

клеток отделяли от капсидов с однонитевым фагом с помощью 

центрифугирования. Осаждение капсидов с однонитевой ДНК осуществляли 

в растворе содержащем 250 мМ NaCl и 500 мМ полиэтиленгликоль. Свежие 

клетки штамма JM101 трансфецировали фагом в логарифмической фазе 

роста и инкубировали в течение 3 часов при 37
○
С. ДНК, содержащую 

двунитевого фага, выделяли с помощью колонок фирмы Quagen либо 

Fermentas. Выделенную ДНК смешивали с раствором этидиума бромида (10 

мг/мл) и с раствором хлористого цезия (1,6 г/мл). Солевой градиент 

формировали при центрифугировании ДНК на протяжении 8 часов при 

скорости 55 тысяч оборотов в минуту. Образовавшиеся слои окрашенной 

ДНК отбирали шприцем. Экстрагировали ДНК с помощью раствора ТЕ, 

насыщенного бутанолом. Осаждение суперскрученной ДНК фага проводили 

в присутствие этанола и калия ацетата. Капсид однонитевого фага 

обрабатывали протеиназой К (200мг/мл) и SDS (0,9%). Экстрагирование 

одноцепочечной ДНК фага проводили с помощью фенола и хлороформа.  

Линейную дцДНК получили путем рестрикции суперскрученной M13mp18 

дцДНК эндонуклеазой EcoRI с последующей депротеинизацией 

хлороформом и переосаждением в 0.3 M ацетате натрия и 95% этаноле по 

стандартной методике (Sambrook et al., 2006). Процесс получения оцДНК, 

модифицированной хлороацетоальдегидом, описан ранее в работе Алексеева 

(Alexseyev et al., 1997).  Молярные концентрации ДНК, выраженные в 

нуклеотидах, определяли спектрофотометрически, используя коэффициент 
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экстинкции для оцДНК 260 = 6500 M
-1

 см 
–1

, а для дцДНК 260 = 8780 M
-1

 см
-1

. 

Линейную оцДНК поли(дT) приобрели в компании Sigma (USA). 

Нуклеотидные молярные концентрации поли(дT) и этеноДНК определяли 

спектрофотометрически с помощью коэффициента экстинкции 260 = 8540 M
-

1
 см 

–1 
и 8000 M

-1
 см 

–1
 соответственно. 

 

2.4. Трансформация компетентных клеток пламидной ДНК  

Компетентные клетки на основе штаммов JC10289 и BL21(DE3) 

готовили по методике, описанной ранее (Sambrook et al., 1989). На 200 мкл 

компетентных клеток добавляли по 50 нг плазмидной ДНК. Смесь 

компетентных клеток с плазмидной ДНК инкубировали во льду в течение 1 

часа, затем быстро переносили на 90 секунд в водяную баню с температурой 

42ºС (тепловой шок). Для остановки теплового шока пробы переносились в 

лед, и после добавления 800 мкл аминопептида, инкубировались 40 мин при 

37ºС. После инкубации в термостате клетки рассевались на чашки с 

селективной средой. 

 

2.5. Метод иммуноблоттинга 

Определение количества белка RecA в клетках E. coli, выращенных до 

средней логарифмической фазы роста при 37°C, проводили методом 

иммуноблоттинга  (Sambrook et al., 1989) с использованием поликлональных 

антител к белкам RecAEc. Клетки   (4 x 10
7
)   осаждали   центрифугированием,   

лизировали кипячением с додецилсульфатом Na, наносили на 12% 

полиакриламидный гель с додецилсульфатом Na и проводили электрофорез с 

последующим иммуноблоттингом. По окончании электрофореза гель опускали 

в буфер для переноса (48 мМ Трис, 39 мМ глицин, 0.037% SDS, 20% метанол) и 

сразу переносили на PVDF мембрану, используя аппарат для полусухого 

переноса (Bio-Rad) и следуя рекомендациям производителя. PVDF мембрану 

(Immobilon-P, GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA), нарезанную под размер геля 

(85х85 мм), увлажняли помещением в метанол (10 сек) и уравновешивали в 
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буфере для переноса (5 мин). Немного большего размера кусок толстой бумаги 

для переноса также увлажняли в буфере для переноса и помещали на анодную 

пластину аппарата для полусухого переноса. Далее сверху по очереди 

помещали мембрану, гель и опять бумагу, обращая особое внимание на то, 

чтобы образованный сандвич бумага/гель/мембрана/бумага не имел внутри 

пузырьков воздуха, которые полностью исключают перенос белка в том месте, 

где они находятся. Это удобно делать, прокатывая сандвич специальным 

валиком или же просто достаточно большой пробиркой. Осторожно накрывали 

катодной пластиной и проводили перенос в течение 30 мин при 18V. 

Первичные антитела визуализировали с помощью вторичных антител, 

сцепленных с пероксидазой хрена. Затем производили окрашивание 

диаминобензидином и определяли количество белка в каждой пробе с 

помощью сканера Acer. 

 

2.6. Подготовка хроматографических носителей к выделению 

белков 

Фосфоцеллюлоза P-11: 

3 г сухого порошка фосфоцеллюлозы P-11 преформировали в 50 мл 

воды в течение часа. Затем носитель помещали в 0,3 N NaOH и 

перемешивали 15 минут. После этого носитель отмывали в воронке Бюхнера 

водой до pH 8 и помещали на 15 мин в 0,5 М HCl. Затем опять промывали 

водой до нейтрального pH, после чего носитель промывали буфером (20 мМ 

K-фосфата, pH 6,8; 0,1 мM EDTA), содержащего 200 мМ NaCl. 

Хроматографическую колонку набивали носителем и промывали тем же 

буфером (Sambrook et al., 1989). 

ОнДНК-целлюлоза: 

ОнДНК-целлюлозу готовили по модифицированному методу Литмана 

(Остерман, 1986). 0.5 г высокомолекулярной ДНК из сперматоцита лосося 

(Sigma) разводили в 100 мл воды и обрабатывали ультразвуком до потери 

раствором вязкости (около 1 минуты). Раствор ДНК денатурировали 
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кипячением в течение 30 минут в растворе 10 мМ NaCl и 1 мМ EDTA и 

быстро охлаждали. Сухую микрокристаллическую целлюлозу декантировали 

в воде 3-5 раз, промывали 0.5 М NaOH на воронке Бюхнера, отмывали водой 

до нейтрального pH, промывали 96% этанолом и высушивали. В раствор 

денатурированной ДНК на льду медленно вносили порошок высушенной 

целлюлозы (из расчета 1 г на 3 мл раствора ДНК) и оставляли на 1 час при 

постоянном перемешивании. Суспензию перемешивали до образования 

густой пасты и высушивали при комнатной температуре. Для формирования 

ковалентных связей между ДНК и целлюлозой, высушенный порошок ДНК с 

целлюлозой ресуспендировали в 96% этаноле (10 мл на 1 г целлюлозы с 

ДНК) и облучали ультрафиолетом с расстояния 10 см от поверхности 

суспензии при постоянном перемешивании в течение 12-18 часов. Носитель 

ресуспендировали в растворе 1.5 М NaCl и 10 мМ EDTA, инкубировали в 

течение 12 часов при +2 ºС, промывали водой в воронке Бюхнера, 

ресуспедировали в 96% этаноле и полностью высушивали при комнатной 

температуре. 

Перед набивкой в хроматографическую колонку, сухую онДНК-

целлюлозу отмачивали несколько раз буфером (20 мМ K-фосфата, pH 6.8, 0.1 

мM EDTA). В колонке носитель промывали буфером (20 мМ K-фосфата, pH 

6.8; 10% глицерина; 1 мМ DTT; 0.1 мМ EDTA). 

 

2.61. Выделение и очистка белков 

Все рекомбиназы экспрессировали по одной схеме, поскольку гены 

recAEc, recAPa, recAX53, recADr, recXEc, RecXDr и recAD112R были 

клонированы в вектор pET-21b одной экспрессионной системы.  

Экспрессия белка: 

Компетентные клетки BL21 (DE3) pLysS, трансформированные по 

стандартной методике (Sambrook et al., 1989) сконструированным вектором 

pET-21b-recAD112R, наращивали при 37ºС в среде LB, содержащей 

ампициллин (100 мкг/мл) и хлорамфеникол (34 мкг/мл), до оптической 
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плотности (ОП) ≈ 0.7 оптических единиц (ОЕ) при длине волны 600 нм. 

Экспрессию белка индуцировали добавлением IPTG до конечной 

концентрации 0.7 мМ. Затем культуру клеток инкубировали при тех же 

условиях в течение трех часов, после чего клетки осаждали 

центрифугированием, ресуспендировали в буфере (50 мМ трис-HCl, pH 7.6; 

25% сахароза) и замораживали в жидком азоте с последующим хранением 

при -70 ºС. 

Выделение и очистка белка: 

Процедуры выделения и очистки белков RecA выполняли при +4ºС по 

методике (Cox et al., 1981) с незначительными изменениями. 

Лизис клеток: 

Клетки (около 15г) размораживали и ресуспендировали в 2.25 мл 

лизирующего раствора (250 мМ Tris-HCl; pH 7.5; 1.5 мг лизоцима) до 

гомогенного состояния с последующим инкубированием в течение часа при 

периодическом интенсивном перемешивании. Затем последовательно 

добавляли 1.55 мл 25 мМ EDTA и 7.5 мл раствора (50 мМ Tris-HCl; pH 7.5; 2 

мМ DTT; 1% Brij-58) и перемешивали на магнитной мешалке в течение 30 

минут. Полученную суспензию клеток обрабатывали ультразвуком и 

осаждали центрифугированием при 9000-12000 об./мин. на роторе Beckman 

JA-13 1 час при +2 С. 

1 этап очистки белка RecA: полимин P: 

Для выделения фракции, содержащий белок RecA, к надосадочной 

жидкости добавляли полимин P до конечной концентрации 0.5% и 

перемешивали полчаса. К осадку, сформировавшемуся в результате 

получасового центрифугирования при 9000-12000 об./мин., добавляли 

раствор 150 мМ (NH4)2SO4 и опять центрифугировали при тех же условиях 

для освобождения от примесей и белков, не связывающихся с ДНК. Далее 

белок RecA экстрагировали из осадка 300 мМ (NH4)2SO4. В случае с белком 

RecADr, промывка проводилась 50 мМ (NH4)2SO4, а экстракция из осадка 200 

мМ(NH4)2SO4.  
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2 этап очистки белка RecA: ионообменная хроматография: 

После осаждения белка RecA 0.3 М сульфатом аммония, осадок белка 

диализовали против буфера фосфатного буфера (20 мМ KH
2
PO

4
/K

2
HPO

4 
(pH 

6.8); 1 мМ DTT; 1 мМ EDTA; 1 мМ PMSF; 10% глицерин; 200 мМ NaCl) в 

течение 12 часов. Для очистки белка от полимина P осуществляли 

ионообменную хроматографию: диализованный раствор белка пропускали 

через колонку с фосфоцеллюлозой P11. Эллюированные фракции белка 

осаждали 0.3 М сульфатом аммония. 

3 этап: аффинная хроматография: 

Диализованную против калий-фосфатного буфера (20 мМ K-фосфата, 

pH 6.8; 10% глицерина; 1 мМ DTT; 0.1 мМ EDTA) фракцию белка наносили 

на подготовленную колонку с онДНК целлюлозой. Специфичное 

эллюировние белка с колонки проводили 2 мМ АТФ в калий-фосфатном 

буфере с 50 мМ NaCl. К фракциям, содержащим значительное количество 

белка, добавляли сульфат аммония до конечной концентрации 0.3 г/мл для 

осаждения белка. Очистку белка от остатков АТФ осуществляли 

трехкратным переосаждением в 0.3 М сульфата аммония. Препарат белка 

хранили при +2 - +4 ºС. Очистка белка RecADr на 3 этапе включала 

ионообменную хромотографию на гидроксиапатите. Белок диализовался и 

наносился на колонку с гидроксиапатитом в 350 мМ фосфата калия, а 

элюировался при концентрации 500 мМ фосфата калия. Осаждение белка 

RecADr проводят при концентрации 0.38 г/мл сульфата аммония. 

Выделение и очистка белка RecX: 

Экспрессия, лизис клеток и очистка с помощью полимина проводилась 

точно так же как в случае с белками RecA. Далее белок RecX наносился на 

колонку с гидроксиапатитом и смывался в градиенте фосфата калия 220 – 700 

мМ. Пик билка собирали на 270 мМ фосфата калия и осаждали при 

концентрации 0.36 г/мл сульфата аммония. Переосаждение белка RecXDr 

проводили с добавлением сульфата аммония до концентрации 0.25 грамм на 

миллилитр. При его очистке на поздних этапах использовали характерное 
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свойство белка – нерастворимость в растворе при концентрации аммония 

сульфата ниже 0.3 М.  

Подготовка белка RecA к биохимическим исследованиям: 

Перед серией экспериментов осажденную фракцию белка RecA 

диализовали против буфера, содержащего 50 мМ Tris-HCl; pH 7.5; 1 мМ 

DTT; 50% глицерина и 100 мМ KCl. 

Измерение концентрации белков RecA: 

Концентрацию белков RecA определяли методом Брэдфорда (Bradford, 

1976), используя в качестве стандарта белок BSA, а также с помощью 

калибровочной кривой, полученной для белка RecAEc, концентрацию 

которого определяли спектрофотометрически с использованием 

коэффициента экстинкции 2.23 ×10
4
 М

-1
 см

-1
 при длине волны 280 нм (Craig 

et al., 1981). Степень очистки белков RecAEc оценивали по результатам 

электрофореза в ДСН ПААГ (10%) после окраски красителем Кумасси 

согласно процедуре Лаэммли (Laemmly, 1970). Препараты выделенных 

белков RecA были чистыми приблизительно на 95%. 

Для проверки присутствия в выделенных фракциях белка экзо- и 

эндонуклеаз, проводился тест по методике, разработанной в лаборатории М. 

Кокса (Университет Висконсин-Мэдисон, США) либо по методике принятой 

в ОМРБ ПИЯФ (Shevelev et al., 1996) . В реакционную смесь, содержащую 25 

мМ трис-HCl (pH 7.5) и 10 мМ MgCl2, добавляли кольцевую онДНК, 

кольцевую днДНК, линейную днДНК и 7 мкМ исследуемого белка RecA. В 

качестве контроля использовалась та же смесь, не содержащая белок RecA. 

Реакция проводилась в течение 180 минут при 37ºС и останавливалась 5 мМ 

EDTA, 0.5% SDS и 0.1 мг мл
-1

 протеиназы К. Молекулы ДНК разделялись в 

1% агарозном геле и окрашивались раствором 0.5 мкг мл
-1

 бромистого 

этидия. Отсутствие видимых изменений в ДНК субстратах после 

инкубирования с белками RecA свидетельствовало об отсутствии в 

полученных препаратах белков эндо- и экзонуклеазной активности. 
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2.7. Реакции, катализируемые белками RecA 

1. Гидролиз АТФ: 

Измерение гидролиза АТФ, катализируемого белками RecA, проводили 

с помощью спектофотометрического метода, связывающего гидролиз АТФ с 

окислением NADH (Kowalczykowski et al., 1987). Появление одного 

эквивалента АДФ (гидролиз 1 молекулы АТФ) ферментативно сопряжено с 

окислением одного эквивалента молекулы NADH до NAD
+
, регистрируемого 

спектрофотометрически при 380 нм. Коэффициент экстинкции NADH 380 = 

1.21 мM
-1

 см
-1

. 

Реакции проводили при 37 °C в 90 мкл буфера ТМД (25мM Трис-HCl, 

pH7.5; MgCl2 (от 1 до 10 мM, точная концентрация указана в конкретных 

экспериментах); 0.1 мM DTT), содержащего 1 мM АТФ и АТФ-

регенерирующую систему (3 мM фосфоенолпирувата, 30 единиц/мл пируват 

киназы, 4.5 мM NADH и 30 единиц/мл L-лактат дегидрогеназы), а также 

ДНК, определенный белок RecA и/или белки SSB, F′SSB, RecX, PsiB в 

концентрации, указанной в конкретных экспериментах. Скорость гидролиза 

АТФ регистрировали в кюветах толщиной 1 см с помощью 

спектрофотометра Shimadzu UV-1800 либо Varian Cary 300 либо Cary 5000. 

2. Синаптазная реакция обмена гомологичными нитями ДНК in vitro с 

использованием метода FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer): 

Линейный двунитевой олигонуклеотид длиной 34 п.о. был мечен по 

противоположным концам нитей флуоресцеином и дабсилом. 

Последовательность олигонуклеотида была FAM-

TCACCAATGAAACCATCGATAGCAGCACCGTAAT и 

ATTACGGTGCTGCTATCGATGGTTTCATTGGTGA-Dabsyl. 

Олигонуклеотид реагировал с линейной немеченой онДНК длиной 102 

нуклеотида с последовательностью, эквивалентной трем повторам на 

меченой дабсилом цепи двуцепочечного олигонуклеотида. Реакция 

проводилась при 27 C в кювете объемом 0.3 мл. Реакционная смесь 

содержала 25 мM Tris HCl (pH 7.5), указанную концентрацию MgCl2, 3 мкМ 
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однонитевого олигонуклеотида, 1.2 мкМ белка RecA, 0.3 мкМ SSB, 0.7 мМ 

АТФS и 1.5 мкМ меченого двунитевого олигонуклеотида. Филаменты белка 

RecA формировались на оцДНК в течение 5 минут в присутствие ATPγS и 

белка SSB. Реакция инициировалась добавлением меченой дцДНК. В ходе 

RecA-зависимого переноса одной из нитей дцДНК на оцДНК, содержащуюся 

внутри филамента, происходило пространственное разделение флуоресцеина 

и дабсила и, как следствие, увеличение флуоресцентного сигнала. 

Интенсивность флуоресценции определялась с помощью флуориметра 

Hitachi F-4000. 

3. Реакция переноса нити: 

Реакции переноса нити проводили и визуализировали в агарозном геле 

согласно методике, предложенной Коксом (Cox et al., 1981). Реакционная 

смесь содержала 25 мМ трис-HCl (pH 7.5), 10 или 4 мМ MgCl2, 1 мМ АТФ, 

АТФ-регенерирующую систему, а также указанные под рисунком количества 

белков RecA и SSB, кольцевой оцДНК фага M13mp18 (плюс-нить) и 

линейной формы дцДНК того же фага. Эксперимент проводился при 

температуре 37ºС. Белок RecAEc или RecAD112R предварительно 

прогревали с оцДНК в течение 3 минут, после чего для расплавления 

вторичных структур в реакционную смесь добавляли белок SSB и 

инкубировали еще 2 минуты. В указанные промежутки времени из 

реакционной смеси отбирали аликвоты, и реакции останавливали 

добавлением 5 мМ EDTA, 0.5% SDS, 0.1 мг мл
-1

 протеиназы К с 

последующим инкубированием в течение 30 минут при 37°C. Затем 

проводили электрофорез в 0.8%-ом агарозном геле, с последующим 

окрашиванием раствором 0.5 мкг мл
-1

 бромистого этидия. Положение ДНК в 

геле анализировали с помощью системы Kodak DC120 и программного 

обеспечения KDSID 2.0 (Amersham). 

4. Исследование взаимодействия RecA с ДНК с помощью этеноДНК: 

Ассоциацию и диссоциацию RecA от этеноДНК характеризовали по 

изменению флюоресценции. Процесс получения оцДНК, модифицированной 
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хлороацетоальдегидом, описан ранее в работе Алексеева (Alexseyev et al., 

1997). Измерения проводили при длинах волн возбуждения и эмиссии 305 и 

410 нм, соответственно, на спектрофотометре Hitachi HPF-4, как описано в 

работе (Menetski & Kowalczykowski, 1985). Реакционная смесь содержала 25 

мМ трис-HCl (pH 7.5), 10 мМ MgCl2, 2 мМ АТФ, а так же АТФ-

регенерирующую систему. Реакцию связывания с этеноДНК инициировали 

при 37
○
С добавлением белка в кювету с реакционной смесью, а поли(дТ) 

добавляли спустя 5 минут после увеличения флюоресцентного сигнала для 

регистрации кинетики диссоциации. Кинетику ассоциации белка к этеноДНК 

измеряли в присутсвии указанных количеств хлорида натрия. 

5.Исследование взаимодействия ДНК с RecA с помощью 

одномолекулярного метода (D.radiodurans): 

При проведении исследования взаимодействия ДНК с DrRecA в 

микрофлюидную камеру подавали следующие растворы: 

1 канал: раствор, содержащий 50 фМ полистироловых микросфер диаметром 

2,1 мкм, покрытых стрептавидином; 

2 канал: раствор, содержащий 5 пМ биотинилированных молекул ДНК; 

3 канал: буферный раствор; 

4 канал: раствор, содержащий 1 мкМ RecA и 1 мМ АТФγS. 

Во всех каналах в качестве буферного раствора использовали 10 мМ 

Tris-HCl (pH 7,5), 1 мМ MgCl2, глицерин 10%. В первых трех каналах 

осуществляли прикрепление молекулы ДНК к двум микросферам. Затем в 

третьем канале ДНК растягивали с силой 40 pN и переносили в четвертый 

канал, где при постоянной силе растяжения ДНК наблюдалось увеличение ее 

длины при взаимодействии с RecA. Негидролизуемый аналог АТФ АТФγS 

использовали с целью предотвращения диссоциации RecA от ДНК. Для 

выполнения прямого сравнения свойств RecADr и RecAEc были проведены 

идентичные опыты с использованием данных белков.  

Для характеризации механических свойств филаментов RecADr и их 
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сравнения с RecAEc после окончания полимеризации RecA были получены 

зависимости длины ДНК-белковых комплексов от силы растяжения. 

Полимеризация RecA на ДНК считалась завершенной, если длина ДНК 

достигала максимального значения, и в течение нескольких минут не 

наблюдалось каких-либо детектируемых изменений длины ДНК. После этого 

подачу жидкостей в микрофлюидную камеру останавливали, и измерение 

зависимости длины филаментов от силы растяжения проводили после полной 

остановки потока жидкости внутри камеры. 

Нуклеопротеиновые комплексы растягивали с помощью увеличения 

расстояния между микросферами. При этом одновременно регистрировалось 

дистанция между микросферами и сила натяжения ДНК, определяемая по 

смещению микросферы из центра стационарной ловушки. Полученные 

зависимости аппроксимировали при помощи модели описания полимерных 

цепей Worm-like chain (WLC), в рамках которой основными параметрами 

полимера являются контурная длина и персистентная длина (мера гибкости 

полимера). Для получения данных о механических параметрах ДНК и 

нуклеопротеиновых комплексов использовали модель WLC, 

скорректированную для проведения экспериментов по растяжению 

одиночных молекул ДНК: 

, 

где F – сила растяжения, Lp – персистентная длина, z – измеренная длина 

ДНК, L0 – контурная длина ДНК. 

2.8. Статистическая обработка результатов  

Статистическую обработку результатов проводили с помощью метода 

наименьших квадратов, используя коэффициент Стьюдента для заданной 

надежности α=0,90 (Кассандрова и Лебедев, 1970). 
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Результаты и обсуждение 

3.1. Конъюгационная гиперрекомбинация  

Некоторые бактериальные рекомбиназы при экспрессии в Escherichia 

coli способны частично комплиментировать при отсутствии белка RecAEc 

его функции. Это может быть комплементация не только резистентности к 

УФ- излучению, но так же комплементация таких свойств как натуральная 

трансформация или конъюгационная рекомбинация (Sano, 1993; Stohl et al., 

2002). Комбинирование, как отдельных аминокислот, так и целых 

аминокислотных блоков в пределах одной и той же полипептидной цепи 

помогает установить пути и возможности гомологической рекомбинации. 

Согласно имеющимся в литературе данным химерные рекомбиназы, 

имеющие даже лишь несколько замен в RecA могут значительно изменить 

его рекомбиногенный потенциал (Chervyakova et al., 2001). Это привело нас к 

вопросу о поиске верхнего предела для рекомбиназной активности. Кроме 

того задача состояла в исследовании и сопоставлении различных путей 

дерепрессии конъюгационной рекомбинации. С другой стороны, ряд белков 

участвующих в метаболизме ДНК в свою очередь так же могут активировать 

либо наоборот подавлять гомологическую рекомбинацию. В таблице 4 

представлены значения ЧРО для химерного белка RecAX53 (Рис.7), который 

характеризуется наибольшей рекомбиногенностью относительно, как других 

химерных рекомбиназ, полученных от комбинаций RecAEc и RecAPa, так и 

исходных белков RecA. Кроме того, выявлено значение С-конца на 

рекомбиногенность RecAEc и RecAPa. Известно, что С-концевой субдомен 

белка RecAEc имеет значение для активности рекомбиназы в биохимических 

опытах. В отсутствии С-конца белок RecAEc активнее конкурирует с белком 

SSB за оцДНК. Одновременно замечено, что recAΔC17Ec в отличие от белка 

дикого типа способен активироваться при низкой концентрации ионов 

магния в обмене нитей ДНК in vitro (Lusetti et al., 2003; Eggler et al., 2003). 

Однако, как было показано, обнаруженные преимущества in vitro почему-то 
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Таблица 4. RecAPa зависимая рекомбиногенность 

 

recA или mutS 

генотип 

реципиента
a
 

Выход 

Thr
+
Str

r
 

или 

Ara
+
Str

r
 

рекомбин

антов 

Сцепленность μ 

(selected - unselected markers) 

 

 

ЧРО 

 

 

ΔЧРО  

thr
+
 - leu

+
 

 

ara
+
 - leu

+
 

Природные белки 

EcRecA
+
 3.7±0.8  0.986±0.007(600)  5.0±0.1 1.0 

EcRecA
+
 mutS215 3.1±0.8  0.923±0.017(900) 30.0±0.5 6.0 

PaRecA
+
 4.5±1.0  0.896±0.032(900) 41.6±1.5 8.3 

PaRecA
+
 mutS215 2.9±0.6  0.801±0.015(1300) 90.9±1.7 18.1 

Белки с делецией 

recAΔC17Ec 0.16±0.01 0.747±0.061(1220)  21.6±2.1 4.3 

recAΔC17Ec 

mutS215 

0.17±0.01 0.820±0.005(600)  13.2±0.5 2.6 

recAΔC11Pa 1.8±0.1  0.754±0.020(1200) 119.3±8.7 23.9 

recAΔC11Pa 

mutS215 

4.6±0.5 0.757±0.067(1450)  20.4±7.5 4.1 

recAX53 1.4±0.3  0.883±0.025(600)  8.9 

recAX53  

mutS215 

0.8±0.2  0.951±0.006(900)  3.4 

 

не реализуются в ответ на действие УФ облучения. Из таблицы видно, что в 

условиях коньюгационной рекомбинации recAΔC17Ec увеличивает ЧРО 

более чем в четыре раза. Делеция 11 аминокислот в белке RecAPa приводит к 

аналогичному эффету, что свидетельствует об универсальности данного 

явления. Предполагается, что избыток отрицательно заряженных 

аминокислот на С-конце белка препятствуют его взаимодействию с 

отрицательно заряженной ДНК. Другим подтверждением важности С-

концевого субдомена в регуляции активности рекомбиназы служит пример 

взаимодействия с таким регуляторным белком как DinI (Galkin et al., 2011). 

Сочетание большинства рекомбиназ с инактивацией гена mutS значительно 

стимулирует рекомбиногенность. С одной стороны эта стимуляция является 

вполене ожидаемой, так как давно известно, что активность mismatch 

репарации подавляет гомологическую рекомбинацию. Однако, в результатах 

представленных в таблице 4, в случаях с различными  рекомбиназами, 

обнаруживается разнонаправленный эффект. Рекомбиногенность природных 
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рекомбиназ RecAEc и RecAPa закономерно стимулируется мутацией 

mutS215. Наблюдается падение рекомбиногенности в единственном случае, 

когда mutS215 сочетается с экспрессией RecAX53.  По данным Радмана, 

существуют два механизма подавления гомологической рекомбинации Mut 

белками в ходе репарации повреждений. Основной механизм действует 

путем подавления едва начавшейся рекомбинации, запрещая миграцию 

ветвления, с последующим выбрасыванием внедрившейся в гетеродуплекс 

чужеродной ДНК с помощью хеликазы MutU. Второй механизм зависит от 

белка MutH. Процесс распознования во всех случаях связан с 

метилированием правильной цепи ДНК (Deschavanne, Radman, 1991; Matic et 

al., 1995). Однако в случае с конъюгационной рекомбинацией 

недометилирована может быть как нить донорной ДНК, так и нить 

реципиентной ДНК. Тогда коррекция любой из нитей равновероятна. 

Обычно конъюгационная рекомбинация сводится преимущественно к 

кроссинговеру или говоря иначе к образованию рекомбинантов кроссоверной 

конфигурации фланговых маркеров. Выбор пути, по которому пойдет 

рекомбинация, регулируется на уровне разрешения рекомбинационного 

интермедиата. Однако если рекомбинация сводится к некроссоверному типу, 

то ее результат невелируется коррекционными системами. Потенциальным 

источником рекомбинантов некроссоверного (конверсионного) типа 

являются бреши, которые возникают за счет застроек коротких однонитевых 

участков ДНК. Впервые эти идеи были развиты в работах Кроми и Лича и в 

настоящее время они общепризнанны (Cromie, Leach, 2000). Таким образом, 

RecAX53-зависимую рекомбиногенность, чье падение регистрируется на 

фоне mutS215, можно бы связать с конверсионным механизмом. Эта гипотеза 

подразумевает, что в отличие от исходных или «родительских» варианов - 

RecAEc и RecAPa, химерная рекомбиназа предпочтительно продуцирует 

короткие однонитевые застройки. Если так, то снятие ограничений на 

миграцию ветви ДНК, в виде мутации mutS215, не должно стимулировать 

рекомбиногенность.  Однако данный вывод требует подтверждений в виде 
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биохимического исследования белка RecAX53, которое будет представлено 

ниже. 

 

 

Рисунок 7. Схема химерной рекомбиназы RecAX53, образованной из 

рекомбиназ RecAPa и RecAEc. 

 

Считается, что конъюгационная рекомбинация главным образом 

инициируется благодаря RecBCD энзиматической системе. Однако после 

обрыва рекомбинирующей нити ДНК образовавшийся конец у донорной 

ДНК может стать сигналом для инициации новых событий. Анализ того, 

какие другие важнейшие белки SOS системы могут контролировать 

дополнительные рекомбинационные обмены нитей ДНК, приведен в таблице 

5. Полная дерепрессия SOS регулона путем инактивации lexA гена в ходе 

конъюгации приводит к увеличению ЧРО в 4 раза  (Lanzov et al., 2003). Это 

значение само по себе малоинформативно, поскольку многие 

экспрессированные белки могут обладать разнонапрвленным действием на 

рекомбиногенность. Для оценки функционального значения, в работе 

задействовали штаммы с делецией по одному из каждого исследуемых генов. 

Делеция любого из генов RecFOR пути рекомбинации понижает ЧРО в два 

раза (таблица 5). Данный результат доказывает, что белки RecFOR 

действительности активно участвуют в рекомбинационном процессе на 

RecBCD пути. Интересно, что мутация mutS215 так же как у дикого типа 

поднимает уровень ЧРО у матантов recO, recF, recR примерно в 6 раз. 

Согласно принятой модели, mismatch репарационной энзиматической 

системой должна подавляться лишь миграция ветви ДНК. При этом  
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Таблица 5. Влияние регуляторных генов на ЧРО 

rec или mut генотип 

реципиента
a
 

Выход Thr
+
Str

r
 

рекомбинантов
 

(% к донору) 

Сцепленность(μ) 

между thr
+
 и leu

+
  

 

ЧРО 

 

ΔЧРО 

rec
+
 mut

+
 5.4±0.5 0.935±0.020(600) 5.0±0.1 1 

mutS215::Tn10 3.2±0.3 0.682±0.033(600) 29.4±0.3 6.0 

 

recF349∆ 4.6±0.4 0.959±0.021(500) 2.6±0.1 0.5 

recF349∆ mutS215 3.7±0.3 0.778±0.063(1200) 17.2±0.2 3.4 

recO1504::Tn5 4.9±0.4 0.948±0.054(1200) 3.2±0.2 0.6 

recO1504::Tn5 mutS215 3.7±0.4 0.770 ±0.068(700) 18.2±0.3 3.6 

recR252::Tn10-9 4.5±0.5 0.950±0.056 (1100) 3.1±0.4 0.6 

recR252::Tn10-9 mutS215 2.5±0.3 0.839±0.072(900) 11.5±0.2 2.3 

     

ΔrecX  0.912±0.084 (1300) 5.7±0.5 1.1 

ΔdinI::Km  0.872±0.091(1200) 8.7±1.0 1.7 

rec
+
/ pT7  0.923±0.062 (600) 4.9±0.3 1.0 

rec
+ 

/ pT7/ precX
++

  0.940±0.084 (600) 3.8±0.3 0.76 

rec
+ 

/ pT7/ pdinI
++

  0.989±0.032(1500) 0.65±0.1 0.13 

 

межбелковые взаимодействия между mismatch репарационной системой и 

нуклеопротеиновым филаментом отсутствуют. Таким образом, поскольку 

взаимодействие осуществляется на уровне уже продукта рекомбинации, то 

отсутствие аддитивных эффектов вполне ожидаемо. Вместе с тем, измерения 

проводились при базовых концентрациях белков  RecFOR системы либо 

отсутствия экспрессии, тогда как их гиперэкспрессия возможно имела бы 

больший эффект на рекомбиногенность. Так, например гиперэкспрессия 

белка DinI приводит к тринадцатикратному изменению ЧРО на фоне 

отсутствия этого белка в клетке при делеции гена dinI. Однако, так же как и 

белок RecX, белок DinI подавляет ЧРО. Несмотря на то, что DinI 

стабилизирует филамент на ДНК, предотвращая разборку, он препятствует 

спариванию гомологичных цепей ДНК, занимая пространство большой 

бороздки филамента (Galkin et al., 2011). Представленные в этой работе 

данные отвечают на вопрос, какая же из этих двух разнонаправленных 

молекулярных функций DinI имеет первостепенное значение для 

рекомбинации in vivo. 
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Таблица 6. Влияние аминокислотных замен на ЧРО и SOS ответ. 

Аминокисло

тные 

замены в 

белке 

RecAEc 

реципиента
a
 

Выход 

Ara
+
Str

r  

или Thr
+
Str

r  

рекомбина

нтов (% к 

донорам) 

 

 

Linkage (μ) 

ara
+
-leu

+
 

 

 

Сцепленно

сть (μ) thr
+
-

leu
+
 

 

 

ЧРО
c
 

 

 

ΔЧРО 

 

 

SOS 

 

 

ΔSOS 

w.t. 4.9±0.4 0.986±0.013 

(900) 

-
b
   5.0±0.1  1  30.3±3.1 1 

R28A 3.3±0.3 0.734±0.063 

(1000) 

- 135.1±11.3 27.0  26.3±2.8 0.9 

D112R 2.4±0.2 0.616±0.054 

(700) 

- 263.1±27.3 52.6  71.0±11.2 2.3 

N113A 2.3±0.3 0.758±0.076 

(1200) 

- 117.6±12.4 23.5 164.8±20.1 5.4 

K6A 4.8±0.5 - 0.721±0.055 

(900) 

 23.8±2.1  4.8  65.0±7.1 2.1 

K6D 5.2±0.5 - 0.805±0.072 

(700) 

 14.5±1.3  2.9  84.5±9.2 2.8 

R28N 5.6±0.5 - 0.892±0.077 

(900) 

  7.1±0.6  1.4  34.8±3.5 1.1 

R28D 0.8±0.1 0.673±0.061 

(400) 

- 188,7±17,4  37.8  66.6±6.8 2.2 

T89V 2.0±0.2 0.978±0.012 

(900) 

-   8.2±0.3  1.6  35.0±3.4 1.2 

T89A 1.8±0.2 0.934±0.083 

(900) 

-  25.0±2.3  5.0  34.6±3.3 1.1 

D139A 5.3±0.6 - 0.878±0.076 

(900) 

  8.3±0.7  1.7  36.8±3.7 1.2 

D139K 5.5±0.6 - 0.868±0.070 

(800) 

  9.0±0.8  1.8  45.3±3.9 1.5 

K6D/ 

D139K 

1.7±0.8 - 0.897±0.096 

(300) 

  6.8±0.8  1.4  39.5±4.2 1.3 

R28D/ 

D112R 

1.3±0.8 0.661±0.057 

(700) 

-  204.1±18.5  40.8 38.5±3.6 1.3 

 

R28A 

mutS215 

3.7±0.3 0.786±0.062 

(600) 

- 100.0±9.3 20.0 - - 

D112R 

mutS215 

3.9±0.5 0.728±0.050 

(800) 

- 140.8±11.2 28.2 - - 

N113A 

mutS215 

4.5±0.4 0.825±0.073 

(600) 

-  76.9±6.4 15.3 - - 

 

Генетический анализ мутантов, проведенный в этой (таблица 6) и 

других более ранних работах, демонстрирует, что разные варианты 

рекомбиназ могут приводить к увеличению ЧРО, как по SOS-зависимому 

механизму (RecA E38K) (Cazaux et al., 1993; Lanzov, 2003), так и по SOS-
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независимому (RecAX53, RecAX21,  RecAΔC17Ec, RecAPa). Всего одна 

аминокислотная замена E38K приводит к увеличению рекомбиногенности в 

7-8 раз на фоне существенного увеличения SOS ответа. При этом, если сама 

по себе полная дерепрессия SOS регулона в присутсвии RecA дикого типа 

вызывает увеличение ЧРО в 4 раза, то вычислить собственную 

рекомбиногенность SOS конститутивного мутанта RecAE38K кажется 

нетривиальной задачей, поскольку эффект может иметь аддитивный 

характер. Комбинация обоих фенотипов дает увеличение рекомбиногенности 

примерно в 17 раз. Однако все это доказывает, что даже одна замена в RecA 

может значительно изменить его рекомбиногенный потенциал. Таким 

образом, остается вопрос насколько возможно увеличение ЧРО при 

одиночной аминокислотной замене в отсутствии SOS ответа.  Кроме того, 

насколько консервативные группы аминокислот, могут отвечать за 

рекомбинационную активность? В целом, должен быть найден ответ о 

верхних пределах для дерепрессии рекомбиназной активности. В поисках 

новых гиперрекомбинационных мутаций мы заинтересовались заменами в 

области мономер-мономерного взаимодействия белка RecA, которые были 

ранее локализованы несколькими научными группами (Nguyen et al., 1993; 

Masui et al., 1997; Zaitsev et al., 1999; Eldin et al., 2000). 

При анализе вариантов RecA, представленном в таблице 6, были 

выявлены аминокислотные замены, не влияющие на рекомбинационные 

свойства белка (K6D/D139K), влияющие незначительно (K6D, R28N,  T89V, 

D139A, D139K), а также значительно стимулирующие ЧРО (R28A, T89A, 

D112R, N113A, R28D/D112R). Максимальное изменение ЧРО вызвала замена 

аспарагиновой кислоты на аргинин в 112 позиции. При одиночной замене 

D112R выявлено увеличение ЧРО более чем в 50 раз. Кроме аминокислотной 

замены D112R, к значительному увеличению частоты рекомбинационных 

обменов приводит замена аргинина на аланин в позиции 28 (ЧРО 

увеличивается в 27 раз),  замена аспарагина на аланин в 113 позиции 

(увеличение ЧРО в 22 раза) и замена треонина на аланин в 89 позиции 
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(увеличение ЧРО в 5.5 раз).  

 Комбинация R28D + D112R  не увеличивает значение ЧРО, указывая 

на то, что ΔЧРО = 41 – 50 может быть максимально возможным увеличением 

ЧРО, которое все же еще совместимо с выживаемостью клетки (или которое 

может быть определено с использованием этой методики). Однако, 

аминокислотные замены R28D и D112R могут разрушать одни и те же 

межсубъединичные взаимодействия в филаменте RecA и, таким образом, их 

эффект не будет аддитивным. 

Полученные данные показывают, что RecAEc, как, возможно, и другие 

белки RecA, обладает набором важных аминокислотных остатков, 

являющихся ключевыми для регуляции рекомбинационной активности. 

Однако эти аминокислотные остатки оптимизированы для условий, 

присущих E. coli. Эти данные могут указывать на существование пределов 

изменений, вызывающих гиперрекомбинацию, которые допустимы in vivo. 

Кроме того, полученные результаты позволяют заключить, что 

рекомбинационный потенциал белка RecAEc эволюционно оптимизирован 

таким образом, что его рекомбинационные функции супрессированы не 

только внешними регуляторными механизмами, но и последовательностью 

аминокислотных остатков самого белка. 

 

3.1.2. Связь рекомбиногенности и конститутивной экспрессии SOS-

функции 

В задачи исследования входило установление взаимосвязи между 

рекомбиногенностью и SOS-ответом. Чтобы определить, не является ли 

высокое значение ЧРО следствием конститутивной экспрессией SOS-

функции, был проведен SOS-хромотест. Плазмиды, несущие мутантные гены 

recA под контролем промотора tac или гена recA дикого типа, кодирующие 

варианты RecA, были трансформированы в рекомбинационно дефектный 

штамм GY7109: ΔrecA306 sfiA::lacZ (Таблица 3), в которых ген lacZ, 

кодирующий β-галактозидазу, находился под контролем промотора гена sfiA 
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- одного из самых экспрессируемых генов SOS системы. Это позволило 

восстановить рекомбинационный фенотип штамма GY7109 и использовать 

уровень β-галактозидазы в клетке как индикатор степени конститутивной 

экспрессии SOS-функций. 

Результаты эксперимента представлены в виде относительных величин 

в Таблице 6. За единицу в столбце "ЧРО" принято значение частоты 

рекомбинационных обменов, контролируемых белком RecA из E. coli, равное 

5.0 ± 0.4. За единицу в столбце "SOS-ответ" принят уровень синтеза β-

галактозидазы, контролируемого белком RecA из E. coli, равный 35.3 ± 3.1 

ед/клетку/генерацию.  

Уровень конститутивного SOS-ответа, полученный для ранее 

исследованного белка RecAE38K (ΔSOS=17), представляет собой 

максимальное значение, относительно других известных вариантов 

(Bakhlanova et al., 2001). С учетом данного значения, исследованные нами 

варианты индуцируют умеренную (N113A: ΔSOS = 5.4), слабую (D112R, 

K6A, K6D, R28D: ΔSOS = 2.1 - 2.8) или отсутствующую дерепрессию SOS-

функций (все остальные, ΔSOS = 09 - 1.5). Значение уровня SOS-ответа при 

конститутивной дерепрессии на фоне гена recA дикого типа и 

инактивированного гена lexA неизвестно, поскольку требует отдельной 

генноинженерной конструкции. Однако известна величина потенциального 

SOS-ответа индуцируемого с промотора sfiA гена в ходе использовании 

мутагенов. Она может увеличиваься в 30-100 раз относительно базовых 

значений в зависимости от дозы и времени индукции. 

Как видно из таблиц, значительной корреляции между увеличением 

ЧРО и конститутивным выражением SOS-функции не обнаружено, то есть 

можно утверждать, что при наблюдаемом увеличении частоты 

рекомбинационных обменов in vivo, обеспечиваемом вариантами белков с 

точечными аминокислотными заменами в области межмономерных 

взаимодействий, рекомбинация идет по SOS-независимому пути.  
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3.1.3. Биохимические особенности белков RecAPa и RecA53 

В ходе бактериальной конъюгации у  E.coli донор передает в реципиент 

фрагмент хромосомы, которая интегрируется в хромосому реципиента. 

Входящий 5´-конец конвертируется в дцДНК, тогда как внутренние участки 

ДНК достраиваются позже. До тех пор, пока донорная ДНК полностью не 

достроена до двунитевого состояния, она имеет смешанный характер, то есть 

состоит из дцДНК с однонитевыми пробелами (фрагменты Оказаки). Роль 

белка SSB в коньюгации заключена в активном взаимодействии с 

однонитевыми участками донорной ДНК. Последовательно, белок SSB 

взаимодействует с донорной ДНК раньше, чем белок RecA. Таким образом, 

SSB является основным медиаторным белком, который необходимо 

учитывать при анализе активности рекомбиназ (Jones et al., 1992). Перед 

нуклеацией RecA, белок SSB представляет собой припятствие к образованию 

филаментов. Вытеснение SSB с ДНК in vitro регистрируют по изменению 

АТФазной активности RecA, которая отражает количество RecA на оцДНК. 

Для сравнение кинетик вытеснения белка SSB белками RecAEc, RecAPa и 

RecA53, необходимо сравнить базовые биохимические свойства 

исследуемых рекомбиназ.  

Таблица 7. Биохимическике свойства белков RecAEc, RecAPa, RecAX53. 

Параметры
a
 RecAX53 RecAEc RecAPa 

S05 (M) 

kcat (min
-1

) with poly(dT) 

kcat (min
-1

) in 2M NaOAc 

стехеометрия (нуклеотидов) 

STMP 

79.0 ± 5.8 

45.2 ± 2.2
b
 

43.0 ± 2.1
b
 

3.3 ± 0.4 

300 ± 30 

76.0 ± 9.5 

29.2 ± 0.2 

30.0 ± 1.2 

3.0 ± 0.2 

375 ± 30 

71.5 ± 6.9 

31.5 ± 2.9 

31.1 ± 2.0 

3.1 ± 0.3 

600 ± 40 

 

Как видно из таблицы 7 химерный белок имеет в полтора раза 

повышенную каталитическую активность. Такие свойства химерного белка 

как сродство к АТФ, размер сайта связывания с ДНК и чувствительность к 

ионной силе раствора аналогичны свойствам исходных белков. В связи с 

изменением гидролитической активности, кинетику вытеснения измеряли в 
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относительных единицах, где за единицу максимальной активности принята 

скорость гидролиза АТФ каждым из белков в условиях, когда нуклеация не 

ограничивалась предварительным присутствием SSB на ДНК.  

 

 

 

Рисунок 8. Кинетика замещения белка SSB на онДНК белками 

RecAEc RecAPa RecAX53. Реакция измерялась в режиме реального времени 

по изменению RecA- зависимого гидролиза АТФ. Белок SSB предварительно 

инкубировался в течение 2 минут в присутствии онДНК. Реакция 

инициировалась добавлением белка RecA в измерительную кювету. 

Относительное изменение АТФазы выведено путем деления скорости 

гидролиза АТФ в данный момент времени на максимальную скорость 

гидролиза АТФ. Максимальная скорость гидролиза АТФ каждым из белков 

RecA получена в условиях добавления белка SSB в реакцию после RecA и 

онДНК.  

 

Из кривых изменения гидролитической активности рекомбиназ 

следует, что RecAPa и RecA53 вытесняют белок SSB значительно быстрее, 
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чем белок RecAEc (рисунок 8). В целом эти данные полностью коррелируют 

с данными по частоте рекомбинационных обменов, полученных из 

генетических экспериментов. Вместе с различием в кинетике вытеснения 

SSB из графика видно, что каждая кривая достигает индивидуальное плато, 

где скорость гидролиза АТФ перестает возрастать. Относительный уровень 

плато отражает количество рекомбиназы находящейся на ДНК в присутствие 

заданного количества SSB по достижении равновесия. В ходе постепенной 

конкуренции с SSB за сайты ДНК, мономеры RecA ассоциируют к 5’ концу и 

диссоциируют от 3’ конца филамента. Кинетика рециркуляции потенциально 

может быть лимитирована как скоростью ассоциации мономера заряженного 

молекулой АТФ к ДНК, так и скоростью диссоциации мономера связанного с 

молекулой АДФ от ДНК. Для измерения сравнительной скорости 

диссоциации рекомбиназ от ДНК использовали этеноДНК и 

двадцатикратный избыток поли(дТ). Однако известно, что этеноДНК может 

занимать и первичный и вторичный сайты связывания. При этом 

флуоресцентный сигнал, исходящий от этеноДНК из обоих сайтов 

связывания будет неразличим (Zlotnick et al., 1993). Поэтому в реакции 

использовался избыток RecA относительно етеноДНК. В таком случае все 

количество этеноДНК полностью распределено только в первичном сайте 

связывания филамента, тогда как вторичный сайт связывания остается 

незаполнен. Благодаря такому подходу кинетика распада 

нуклеопротеинового комплекса отражает разборку филамента, как процесс 

последовательной диссоциации мономеров RecA от однонитевой ДНК.  
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Рисунок 9. Кинетика распада нуклеопротеинового комплекса, 

образованного белками RecA и этеноДНК. Эксперименты проведены при 

37
○
С, в буфере содержащем: 25 мМ трис-HCl (рН 7.5), 12 мМ MgCl

2
, 3 мкМ 

этеноДНК, 2.5 мкМ RecA, 1 мМ АТФ и АТФ-регенерирующую систему. 

Реакция инициировалась добавлением 50 мкМ поли(дТ) в точке 0 на оси 

абсцисс. 

 

Диссоциируя от этеноДНК мономеры взаимодействуют с поли(дТ) и 

как правило уже не реассоциируют к этеноДНК, что регистрируется по 

падению флуоресцентного сигнала. Несмотря на то, что в эксперименте 

задействована не природная ДНК, данный опыт позволил сравнить между 

собой скорости диссоциации всех трех рекомбиназ. Время полураспада 

флуоресцентного сигнала в ряду RecAEc/RecAPa/RecAX53 соответствует 

значениям 1:3:0,2. Данные означают, что филамент RecAPa в большей 

степени занимает 5’ конец онДНК, чем остальные рекомбиназы. В условиях 

in vivo, стабилизация филамента RecAEc на 5’ конце возможна только 
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комплексом белков RecFOR либо его отдельными составляющими – белками 

RecO и RecR. В этом случае возможна инициация рекомбинационного 

события с 5’ филамента (Bork, et al., 2001). Для подтверждения такой 

способности белки RecAEc и RecAPa сравнивались в реакции образования Д-

петли. Реакция образования Д-петли позволяет различить инициацию 

сцепленных молекул с  5’ и 3’ концов филамента благодаря участкам 

протяженной гетерологии установленным на противоположном конце 

линейной онДНК. Как следует из рисунка, белки RecAEc и RecAPa 

одинаково эффективны в проведении Д-петель с 3’ конца. Однако RecAPa в 

несколько раз эффективнее инициирует Д-петли 5’ конца, чем RecAEc. 

Данное свойство белка RecAPa отчасти может объяснять высокую ЧРО 

найденную в коньюгационной рекомбинации бактерий экспрессирующих 

этот белок. Гиперрекомбиногенность белка RecAPa достижима благодаря 

инициации рекомбинации с 5’ конца в отсутствии вспомогательного 

комплекса белков RecFOR.  

Данный вывод применим к анализу активности RecAPa, но едва-ли 

подходит к случаю с белком RecAX53. Хотя RecAX53 имеет самую высокую 

скорость диссоциации от ДНК, бактерии экспрессирующие RecAX53 

обладают еще большей рекомбиногенностью, чем те которые экспрессируют 

RecAPa. Кроме того эффективность конкуренции RecAX53 с белком SSB 

является самой высокой среди остальных белков. Чтобы разрешить это 

противоречие, проведен анализ скорости ассоциации RecAX53 к етеноДНК. 
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Рисунок 10. Кинетика образования сцепленных молекул в виде Д-

петли. Белки RecAEc и RecAPa проводят переключение спаренности 

оснований между суперскрученной кольцевой дцДНК фага М13 и линейной 

оцДНК того же фага, несущей участок гетерологии длинной 1037 оснований 

с 5’ конца либо с 3’ конца. Схема реакции представлена сверху над фигурой. 

Реакция останавливалась в указанные моменты времени с помощью 

протеиназы К и 0.9% SDS. Продукты реакции разделялись на 1% агарозном 

геле и визуализировались с помощью бромистого этидия. Значения 

соответствующие количеству сцепленных молекул приведены на скане 

соответствующих электрофореграмм.   
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Сравнительная скорость ассоциации RecA к ДНК может быть так же 

измерена с помощью этеноДНК. Однако процесс представляется слишком 

быстрым, чтобы быть зафиксированным обычными приборами. Ранее было 

продемонстрировано, что ионы одновалентных металлов ингибируют 

мультимеризацию RecA на ДНК. Чтобы сравнить скорость ассоциации 

рекомбиназ к этеноДНК в реакционную смесь добавлялся хлорид натрия. 

Однако принимая во внимание то, что RecAPa значительно менее 

чуствителен к ионной силе раствора, чем остальные белки, RecAPa в 

эксперименте не анализировался. Из рисунка следует, что RecAX53 

значительно быстрее ассоциирует к этеноДНК, чем рекомбиназа дикого типа. 

Принимая во внимание так же ускоренную разборку RecAX53 относительно 

остальных белков, можно заключить, что RecAX53 образует наиболее 

динамично мультимеризующйся филамент. 

 

 

 

Рисунок 11. Кинетика образования нуклеопротеинового комплекса 

между RecA и этеноДНК. Эксперименты проведены при 37○С, в буфере 

содержащем: 25 мМ трис-HCl (рН 7.5), 12 мМ MgCl2, 1.9 мкМ этеноДНК, 
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0.8 мкМ RecAEc или RecAX53, 0.1 мМ АТФγS и указанные концентрации 

NaCl. Реакция инициировалась добавлением RecA в точке 0 на оси абсцисс. 

 

В каких же условиях могут реализоваться свойства такого динамичного 

филамента наиболее эффективным образом? Для ответа на этот вопрос 

классическая модель переноса гомологичной нити ДНК in vitro была немного 

модифицирована. Перенос гомологичной нити in vitro можно осуществлять в 

избытке рекомбиназы относительно ДНК либо недостатке рекомбиназы. В 

первом случае вся однонитевая кольцевая ДНК фага М13 должна быть 

покрыта белком. Тогда каждый отрезок ДНК в любой момент времени может 

включиться в процесс переноса нити. При этом кинетика переноса нити 

должна зависеть от времени поиска гомологичной последовательности и 

непосредственно синаптазной эффективности рекомбиназы. При этом, 

согласно теории, чем длиннее участок гомологичной ДНК, тем быстрее 

должны происходить все процессы. Во втором случае только небольшая 

часть одноцепочечной ДНК покрыта белком. Тогда, разбираясь и собираясь, 

короткие кластеры мономеров должны диффузно перемещаться вдоль 

кольцевой ДНК. Если сайт спаривания с гомологичной дцДНК представляет 

собой относительно короткий отрезок, то начало переключения спаренности 

оснований должно зависеть в первую очередь от динамичности филамента, 

того на сколько быстро короткий кластер мономеров RecA сможет достич 

сайт потенциального переключения ДНК оснований.   
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Рисунок 12. Кинетика образования сцепленных молекул в 

зависимости от концентрации белков. Белки RecAEc, RecAX53 и RecAPa 

проводят переключение спаренности оснований между кольцевой оцДНК 

фага М13 и участком дцДНК того же фага меченного флуоресцеином 

длиной 34 пары оснований. Схема реакции представлена сверху над фигурой. 
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Эксперименты проведены при 37
○
С, в буфере содержащем: 25 мМ трис-HCl 

(рН 7.5), 12 мМ MgCl2, 21 мкМ оцДНК, RecA в концентрации как указано на 

рисунке, 2 мкМ SSB, 2мМ АТФ и АТФ-регенерирующую систему. Реакция 

останавливалась в указанные моменты времени с помощью протеиназы К и 

0.9% SDS. Продукты реакции разделялись на 1% агарозном геле и 

визуализировались с помощью флуоресцентного сканера Typhoon 8600. 

Сканы электрофореграмм подвергнуты количественной обработке. Уровень 

флуоресценции, зарегистрированный по достижении реакции, принят за 

100%. Интенсивность бандов в промежуточные моменты времени 

нормализована относительно интенсивности банда соответствующего 

100%. 

 

Из рисунка 12 видно, что в условиях избытка белка, все три 

рекомбиназы одинаково эффективно осуществляют спаривание и перенос 

гомологичной цепи. В условиях недостатка белок RecAX53 значительно 

выделяется на фоне исходных рекомбиназ своей активностью. Можно 

предположить, что рекомбинационная активность белка RecAX53 благодаря 

более активному перемещению по ДНК проявляется на более ранних этапах 

конъюгационной рекомбинации. При этом, вследствие быстрой разборки 

филамента, рекомбинационные интермедиаты, хотя имеют короткую 

протяженность, но имеют более высокую частоту инициации. Таким 

образом, биохимические особенности RecAX53 обеспечивают иной путь 

рекомбинационных событий. Эти данные позволяют предположить с 

высокой степенью вероятности, что RecAX53-зависимая миграция ветвления 

ДНК прерывается, не завершаясь кроссинговером. Образуются 

рекомбинанты некроссоверного (конверсионного) типа, возникающие за счет 

застроек коротких однонитевых участков ДНК. Если так, то большинство 

рекомбинационных интермедиатов сводится к конверсии, где становятся 

субстратом для системы mismatch репарации. Подытоживая этот раздел, 

можно заключить, что белки RecAPa и RecAX53 используют 



110 

 

преимущественно разные механизмы: белок RecAPa увеличивает ЧРО 

главным образом за счет механизма репарации двунитевого разрыва, тогда 

как RecAX53 – за счет репарации однонитевого разрыва. Ясно также, что эти 

два нормальных механизма могут быть интенсифицированы в случае 

гиперрекомбинации. Описанные пути гиперрекомбинации находятся в 

пределах ранее известных механизмов и не требуют для своего объяснения 

новых моделей. 

 

3.1.4 RecAD112R- зависимая рекомбиногенность 

Сложившаяся у большинства исследователей точка зрения на 

гиперрекомбиногенный потенциал RecA сводится главным образом к 

способности RecA ускоренно филаментировать или, иначе говоря, афинности 

первичного сайта связывания филамента к ДНК. Вследствие этого 

отличительной особенностью большинства гиперрекомбиназ является 

свойство вытеснять белок SSB более эффективно, чем белок RecA дикого 

типа. Рассмотренные выше примеры с белками RecAX53 и RecAPa 

полностью подтверждают эту логику. Действительно, белок SSB является 

единственным активным конкурентным белком для RecA на одноцепочечной 

ДНК при конъюгации, так как исходная концентрация SSB в клетке выше 

относительно многих других регуляторных белков. В продолжение этой 

логики, чем длиннее область филамента, тем выше вероятность спаривания 

гомологичных цепей ДНК. Однако такая функция белка RecA как поиск 

гомологии и переключение спаренности оснований цепи ДНК по нашим 

наблюдениям также может быть источником гиперрекомбиногенности. 
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Рисунок 13. Проведение синаптазной реакции белками RecA.  

А. Схематическое изображение реакции: 1- филамент RecA на 

однонитевой ДНК; 2- двунитевая ДНК; 3- флуоресцеин (FAM); 4- дабсил 

(dabsyl); 5- однонитевая ДНК, меченная дабсилом. B. Реакцию проводили при 

27ºС. В состав реакционной смеси входили: 25 мМ трис-HCl (рН 7.5), 2 мМ 

MgCl2, 0.7 мМ АТФγS, 3 мкМ однонитевого олигонуклеотида, 1.2 мкМ 

указанного белка RecA, 0.3 мкМ SSB и 1.5 мкМ меченого двунитевого 

олигонуклеотида. Филаменты белка RecA были сформированы на онДНК в 

течение 5 минут преинкубации в присутствии АТФγS и белка SSB. 

Спаривание олигонуклеотидов инициировалось при добавлении меченой 

днДНК в момент времени, соответствующий точке 0 на оси абсцисс. 

 

Как известно, основными этапами реакции переноса цепи ДНК между 

нуклеопротеиновым филаментом RecA и гомологичной дцДНК являются 

спаривание и процесс обмена гомологичными цепями ДНК. Мы сравнили 

способность белка дикого типа и белка RecAD112R проводить синаптазную 

реакцию обмена гомологичными цепями ДНК in vitro. Кинетика реакции 

регистрировалась с помощью апробированного ранее метода FRET (Gupta et 
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al., 1998). С этой целью филаменты RecA были собраны на одноцепочечной 

ДНК длиной 102 основания и негидролизуемого аналога АТФ – АТФγS. Так 

как известно, что в присутствии АТФγS скорость диссоциации белка RecA от 

ДНК на несколько порядков ниже, чем в присутствии АТФ, влияние 

динамики связывания белка с оцДНК на ход синаптазной реакции в этих 

условиях полностью исключается (Menetski and Kowalczykowski, 1985). 

Реакцию инициировали добавлением двунитевых олигонуклеотидов длиной 

34 пары оснований. Двунитевой олигонуклеотид мечен по 5′-концу одной из 

цепей флуоресцеином (FAM) и по 3'-концу комплементарной цепи 

молекулой гасителя, дабсилом (dabsyl). В ходе RecA-зависимого переноса 

одной из цепей дцДНК на оцДНК, содержащуюся внутри филамента, 

происходит пространственное разделение флуоресцеина и дабсила и, как 

следствие, увеличение флуоресцентного сигнала (рисунок 13). 

Однонаправленный характер реакции обеспечивается исходным избытком 

оцДНК, содержащейся в филаменте, относительно двуцепочечного 

олигонуклеотида, либо присутствием белка SSB. Для замедления кинетики 

реакции и, следовательно, более удобного измерения, эксперимент 

проводился при 27C вместо 37C. По кривым увеличения флуоресценции в 

зависимости от времени видно, что скорость образования соединенных 

молекул белком RecA D112R значительно выше, чем в реакции, проводимой 

белком RecA дикого типа и RecAE38K. На сегодняшний день белок RecA 

D112R является единственным из исследованных вариантов RecA, 

характеризующихся повышенной рекомбиногенностью, где показано, что 

молекулярный механизм усиления рекомбинационной активности связан с 

качественным изменением такой функции филамента, как поиск 

гомологичной цепи ДНК для инициирования синаптазной реакции. 

 

3.2. Негативная селекция гиперрекомбиногенного фенотипа 

     Вариант белка RecАD112R имеет максимально высокую 

рекомбиногенность среди всех изученных вариантов RecA, 
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охарактеризованных генетически: он увеличивает ЧРО в клетках E. coli в 50 

раз по сравнению с белком RecAEc дикого типа. Столь высокое значение 

ЧРО не является естественным для бактерии, что приводит к утере 

рекомбинационного фенотипа. Было выдвинуто предположение, что 

запредельный уровень рекомбиногенности может активировать механизмы, 

способные супрессировать ЧРО в ряду генераций и привести к ее 

понижению. 

Для проверки этой гипотезы клетки долгое время инкубировали в 

состоянии экспоненциального роста, при этом отбирая аликвоты через 

некоторые промежутки времени с целью измерения ЧРО. Результаты 

представлены на рисунке 14. Как показано на графике, популяция клеток 

E.coli с предельно высоким уровнем ЧРО «деэволюционирует» к 

нормальному  уровню рекомибнационной активности. Всего в эксперименте 

анализировалось 16 независимых популяций клеток E. coli JC10289recA, 

содержащих плазмиду с мутантным геном recAD112R. Популяции 

культивировались в течение 14 суток, на протяжении которых периодически 

измерялся рекомбиногенный фенотип. Было обнаружено, что значение ЧРО в 

каждом отдельном случае снижается до уровня клеток дикого типа, но с 

разной скоростью. Как показано на Рисунке 14, каждая из культур, исходно 

происходивших из одного клона, утрачивает гиперрекомбинационный 

фенотип по-разному, что может свидетельствовать об индивидуальном для 

каждого случая пути к норме. Очевидно, что тренд носит всеобщий характер, 

и к 70 поколению ΔЧРО для разных линий приобретает значение от 1 до 14. 

Иными словами, клетки E. coli с аномальным фенотипом становятся 

объектом селекции, в ходе которого происходит возвращение нормального 

фенотипа. Гиперрекомбиногенный фенотип запускает механизмы отбора 

клеток, подавляющие рекомбинацию. Было выдвинуто предположение, что 

механизм селекции может осуществляться как за счет мутаций в самом гене 

recA, так и за счет изменения других генов, контролирующих 

гомологическую рекомбинацию. Полученные в результате селекции 
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нормализовавшиеся клетки теоретически могут быть идентичны клеткам 

дикого типа, но могут быть мутантными по отношению к ним, обладая 

фенотипической схожестью.  

 

 

Рисунок 14. Кинетика нормализации ЧРО для 7 независимых 

штаммов, происходящих из одной клетки, в которой продуцируется 

гиперрекомбиногенный белок RecA D112R. Штаммы экспрессирующие 

RecAD112R с плазмиды pRecAD112R анализировались на протяжении 70 

генераций в штамме JC10289. После достижения плотности насыщенной 

культуры, бактериальные клетки разбавлялись до плотности 

экспоненциальной фазы роста. В указанное время аликвоты растущей 

культуры отбирались для измерения ∆ЧРО. Значение ∆ЧРО определялось 

как соотношение ЧРО модифицированной культуры, экспрессирующей 

RecAD112R, к ЧРО экспрессирующей белок дикого типа. 

 

Для выявления мутаций, приводящих к снижению ЧРО, плазмиды и 

хромосомы из «деэволюционировавших» линий были разделены и 

подвергнуты генетическому анализу. Для поиска мутаций, произошедших 
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непосредственно в гене recA либо несущей этот ген плазмиде, производилась 

трансформация штамма JC10289 дикого типа плазмидой, выделенной из 

селектированного штамма, демонстрирующего нормальный фенотип. И 

наоборот, для выявления мутантных клеток, проводилось замещение плазмид 

из этих клеток на исходную плазмиду pRecAD112R. Таким образом, было 

обнаружено, что возврат к нормальному фенотипу может быть обусловлен 

изменениями, произошедшими как на плазмиде, так и на хромосоме. 

Таблица 8. Перемещение измененных плазмид в исходный штамм. 

Штамм 

№ 
ΔЧРО ΔЧРО JС10289/ 

pRecA[D112R]
Mod

 
ΔЧРОJC10289

Mod
/ 

pRecA[D112R] 

1 7.8 1.3 - 

2 5.7 1.3 - 

3 2.2 1.7 14.1 

4 5.6 1.3 20.8 

5 5.4 1.3 - 

6 1.2 2.4 13.8 

7 1.5 3.0 12.4 

8 10.8 58.8 7.2 

9 12.0 2.0 - 

10 1.7 1.7 31.3 

11 13.4 50.0 15.3 

12 20.3 65.4 4.1 

13 12,4 68.7 13.5 

14 3.0 0.7 - 

15 5.6 2.2 - 

16 6.0 3.2 - 
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Для дальнейшего исследования тех мутаций, которые содержались в 

плазмидах, были взяты те из них, которые обеспечивали максимальное 

снижение ЧРО. Секвенирование трех плазмид не выявило мутаций в 

кодирующей области гена recAD112R, но выявило делецию участка длиной 

633 п.н., захватывающего промоторную область гена recAD112R. Данная 

делеция могла возникнуть только в результате рекомбинации по прямым 

повторам, представленных зоной 37 п.н. на флангах участка. С помощью 

иммунологического анализа было показано, что делеция приводила к 

падению синтеза белка RecAD112R в бактерии. Тем не менее, присутствие 

альтернативного промотора обеспечивало синтез некоторого количества 

белка RecAD112R, хотя в значительно меньших количествах, чем при 

трансляции белка с исходной плазмиды. 

 

 

Рисунок 15. Экспрессия белка RecAD112R в клетках утративших 

гиперрекомбиногенный фенотип. Количество экспрессируемого белка 

измерялось с помощью иммуноблота, как указано в материалах и методах. 

Отбор образцов производился при плотности клеточных культур 5x10
7
 

клеток. Образцы под номарами 2 и 3 отображают исходный уровень 

экспрессии белка. Образцы под номерами 5, 6, 7, 8 отбирались у культур 

экспрессирующих RecAD112R в модифицированных штаммах 7, 8, 12, 13. 
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Иммунологический анализ бактериальных линий с мутациями на 

хромосоме, показал, что селекция рекомбиногенности осуществляется точно 

таким же способом, за счет снижения уровня экспрессии белка RecAD112R в 

клетке (рисунок 15). Как и в случае с плазмидной мутацией, данные по 

хромосомным мутациям свидетельствуют о корреляции между падением 

количества экспрессируемого белка и снижением ЧРО. 

 

 

Рисунок 16. Плазмидные и хромосомные мутации найденные в 

модифицированных культурах и приводящие к снижению ЧРО в клетках. 
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А. Модификации плазмиды pRecAD112R: делеция 633 пар оснований 

обозначена зеленым, прямые повторы 37 пар оснований обеспечивающие 

появление делеции указаны синим цветом, начало гена recA обозначено 

красным цветом. Б. Мутации гена pcnB ответственного за копийность 

плазмиды. Точечные мутации образуют стоп-кодон и инактивируют ген 

pcnB, что приводит к снижению копийности плазмид. 

 

Микрочиповый анализ генома «деэволюционировавших» линий №12 и 

№13, несущих хромосомные мутации, с последующим секвенированием 

генов, выявил точечную нуклеотидную замену в гене pcnB, кодирующем 

поли(А) полимеразу (рисунок 16Б). Ген pcnB, как известно, влияет на 

копийность плазмид, имеющих ColE1 репликон (Masters et al., 1993). 

Действительно, анализ мутированных плазмид, сочетающихся с мутацией в 

гене pcnB, подтвердил уменьшение их количества (Таблица 9). Точечная 

мутация приводит к образованию стоп кодона инактивируещему ген, при 

этом образуется сайт рестрикции для рестриктазы AluI, что является удобным 

для анализа. Амплификация и рестрикция гена pcnB из других мутантных 

линий, характеризующихся снижением ЧРО за счет мутаций на хромосоме, 

изменений не выявила.  

Таблица 9. Изменение количества плазмиды в модифицированных 

штаммах. 

Штамм/плазмида Оптическая плотность   

ночной культуры (о.е.) 

Количество 

колоний 

Количество плазмиды  

из 3х миллилитров ночной 

культуры 

MG1655/pBR322 6.15 ±0.35 244 ±44 71.4 ±11.5 

pcnB K264/pBR322 6.71 ±0.27 183 ±22 58.8 ±27.8 

pcnB S250/pBR322 6.68 ±0.09 206 ±21 51.7 ±8.7 

MG1655/pUC19 2.97 ±0.08 70 ±13 172.2 ±14.2 

pcnB K264/pUC19 6.67 ±0.29 200 ±16 78.2 ±14.6 

pcnB S250/pUC19 6.75 ±0.11 239 ±21 71.7 ±3.5 
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Замещение бактериальных клеток с гиперрекомбинационным 

фенотипом в культуре на клетки с пониженной экспрессией RecAD112R 

происходит постепенно в течение более чем семидесяти генераций. Для того 

чтобы выяснить механизм негативной селекции, сравнивалась динамика 

роста бактерий несущих ген recA дикого типа и ген recAD112R. Как видно из 

ресунка 17A наблюдалось небольшое, но воспроизводимое отставание роста 

бактериальных клеток несущих ген recAD112R. Для подтверждения 

обнаруженного результата был предпринят дополнительный эксперимент, 

предполагающий непосредственную конкуренцию в росте между обеими 

линиями. Обе линии были смешаны в соотношении 50/50, где бактерии 

дикого типа несли дополнительную мутацию Ara
-
, которая придает красный 

цвет колониям рассеянных на чашке с тетрозолиум арабинозой (ТА). Та же 

самая линия дикого типа с мутацией Ara
-
 смешивалась с подобной линией 

дикого типа, но в отсутствии данной мутации для контрольного измерения 

(Рис. 17B). Падение доли колоний белого цвета в смешанной популяции 

однозначно свидетельствует о процессе негативной селекции, в ходе которой 

гиперрекомбиногенный фенотип утрачивается за счет пониженной скорости 

деления клеток. 
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Рисунок 17. Снижение скорости роста бактериального штамма 

экспрессирующего RecAD112R. А. Сравнительная динамика роста клеток 

экспрессирующих RecA дикого типа (красные кружки) либо RecAD112R ( 

черные квадраты). B. Верхняя кривая обозначает динамику 

колличественного соотношения штаммов, каждый из которых 

экспрессирует белок RecA дикого типа.  Один из штаммов имеет мутацию 

Ara
-
 (красные значки), которая сама по себе не несет преимущества для 

роста бактерий. Штаммы предварительно смешивались в соотношении 

50% на 50%. Нижняя кривая обозначает соотношение штамма 

экпрессирующего RecAD112R к штамму с RecA дикого типа. Оба варианта 

гена recA находятся на хромосоме под своим природным промотором. 

Мутация Ara
-
 придающая колониям красный цвет находится в штамме с 

геном recA дикого типа.  
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Сопоставление биохимических свойств варианта белка RecAD112R и 

кинетики клеточного роста бактерий экспрессирующих этот белок вызывает 

модель, в которой замедление роста бактерий возможно вследствие 

изменения метаболизма репликации, вызванного повышенной аффинностью 

RecAD112R к ДНК. Действительно выше было продемонстрировано, что 

RecAD112R образует устойчивые комплексы не только с оцДНК, но и с 

дцДНК. Ранее в литературе уже дискутировалась идея о том, что 

перегруженность репликативных вилок рекомбиназой может вызывать 

проблему возобновления репликации (Campbell and Davis, 1999; Moore et al., 

2003). Другой пример, обнаруженный еще в 1993 году, демонстрирует, что 

гиперэкспрессия recAPa в штамме P.aeruginosa приводит к подобному 

эффекту, когда рост и деление клеток останавливается (Sano, 1993). 

Интересно, что комплексы образованные белком RecAD112R с 

гетеродуплексной дцДНК были столь же устойчивы к действию белка RecX 

как и комплексы с оцДНК. Для разрушения нуклеопротеиновых комплексов 

образованных белком RecAD112R требуется на порядок больше белка RecX, 

чем для нуклеопротеиновых комплексов образованных белком RecA дикого 

типа. Таким образом, чтобы подтвердить эту теорию, для освобождения 

участков бактериальной хромосомы от RecAD112R и последующего 

восстановления клеточного роста, белок RecX был коэкспрессирован 

совместно с RecA.  



122 

 

 

Рисунок 18. Восстановление нормальной скорости роста при 

коэкспрессии белков RecX c белком RecAD112R. A. Коэкспрессия белка RecX 

из E.coli c белком RecAwt или RecAD112R. B. Коэкспрессия белка RecX из 

N.gonorea c белком RecAwt или RecAD112R.  Гены recA и recX 

коэкспрессировались с одной и той же плазмиды.  Ген recA заклонирован под 

tac промотором, тогда как ген recX заклонирован под арабинозным 

промотором.  

 

Как видно из рисунка 18 экспрессия RecX действительно приводит к 

увеличению скорости роста клеток, содержащих вариант RecAD11R. 

Интересно, что у штамма дикого типа при экспрессии RecX скорость роста 

сохраняется на прежнем уровне. Из этих экспериментов следует два важных 

вывода. Первый из них заключается в том, что RecAD112R образует 

чрезмерно устойчивые комплексы с ДНК, которые на клеточном уровне 
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выражаются в задержке репликации и роста бактерий. Второй вывод касается 

назначения белка RecX в бактериальной клетке. Описанные эксперименты 

дают основание предполагать, что RecX необходим для разгрузки 

гетерологичной двуцепочечной ДНК от присутствия недиссоциированных 

молекул RecA. В пользу данной идеи свидетельствует известная логика, 

согласно которой, по завершении обмена гомологичных цепей ДНК, белок 

RecA, представляющий собой препятствие для метаболизма ДНК бактерии, 

должен быть смещен с хромосомной ДНК. Действительно, других каких-

либо белков разгрузчиков - кандидатов на эту роль в литературе не описано. 

Согласно опубликованным данным белок RecX начинает экспрессироваться 

на поздних стадиях SOS ответа и таким образом идеально подходит для 

выполнения такой роли.  

 

3.3.1. Белок RecX – индуцируемая гипорекомбиногенность 

Аминокислотная замена D112R меняет межсубъединичные 

взаимодействия в филаменте RecA (Eldin et al., 2000), что потенциально 

должно сказываться не только на динамике мультимеризации мономеров 

вдоль ДНК, но и на взаимодействии RecA с регуляторными белками. В этой 

связи гиперрекомбиногенный вариант белка RecAD112R был совмещен с 

таким сильным ингибитором рекомбинации как белок RecX. 
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Рисунок 19. Ингибирование оцДНК-зависимой АТФазы белка RecA 

после добавления различных концентраций RecX.  

В состав реакционной смеси входили: 25 мМ трис-HCl (рН 7.5), 10 мМ 

MgCl2, 2 мМ АТФ, АТФ-регенерирующая система, 5 мкМ онДНК фага М13, 

3 мкМ RecAEc или RecA D112R,  0.5 мкМ белка SSB и указанная на рисунке 

концентрация белка RecX (нМ). Кольцевую онДНК инкубировали с белком 

RecA дикого типа или с белком RecAD112R в течение 5 минут. Затем в 

реакционную смесь добавляли 0.5 мкМ белка SSB и инкубировали в течение 

еще 5 минут. В момент времени t = 5 мин в реакционную смесь добавляли 

белок RecXEc либо RecXNg. 

 

На рисунке 19 показана кинетика ингибирования ДНК-зависимой 

АТФазы белка RecA после добавления различных концентраций белка RecX. 

В реакционную смесь добавлялась оцДНК фага М13, затем белок RecA в 

указанной под рисунком концентрации и через 3 минуты - белок SSB, 

делающий вторичные структуры на оцДНК доступными для белка RecA. При 
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этом скорость гидролиза АТФ достигала своего максимального значения, 

после чего происходило добавление белка RecX в реакционную смесь (в 

точке 5 мин по оси абсцисс). Скорость гидролиза АТФ белком RecA падает 

пропорционально используемой концентрации белка RecX, достигая 

стационарного уровня. При концентрациях RecX равных 44 и 84 нМ, 

скорость гидролиза белка RecAEc падает до нуля, что свидетельствует о 

полной диссоциации RecA из комплекса с ДНК. Данные свидетельствуют о 

том, что вариант белка с а.к. заменой устойчивее к действию белка RecX 

примерно в два раза, чем белок RecA дикого типа. В реакции ингибирования 

АТФазы также был задействован белок RecX из Neisseria gonorea. Ранее 

было продемонстрировано, что его активность в четыре раза выше, чем белка 

RecXEc. Эта же тенденция подтвердилась при сочетании RecAD112R и 

RecXNg. При смене белка RecX различие между RecAD112R и RecAwt 

сохраняется полностью. В рамках кэппинг-модели взаимодействия, данный 

результат может интерпретироваться так, что филамент RecAD112R 

содержит столько же брешей сколько филамент RecAwt, но характеризуется 

иной динамикой разборки. С другой стороны, если степень ингибирования 

зависит лишь от числа брешей в филаменте, то различие между эффектами 

RecXNg и RecXEc невозможно объяснить. Данный факт может 

свидетельствовать о том, что повышенная устойчивость RecAD112R к RecX 

является не столько следствием изменения количества брешей в филаменте 

сколько другими причинами. К числу таковых можно было бы отнести и 

изменение динамики филаментации и специфику взаимодействия 112 

аминокислоты с RecX и ряд других теоретически возможных причин, 

которые будут рассмотрены ниже. 
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Рисунок 20. Ингибирование дцДНК-зависимой АТФазы белка RecA 

после добавления различных концентраций RecX.  

В состав реакционной смеси входили: 25 мМ трис-HCl (рН 7.5), 10 мМ 

MgCl2, 2 мМ АТФ, АТФ-регенерирующая система, 5 мкМ онДНК фага М13, 

10 мкМ днДНК фага М13, 3 мкМ RecAEc или RecA D112R,  0.5 мкМ белка SSB 

и указанная на рисунке концентрация белка RecX (нМ). Кольцевую онДНК 

инкубировали с белком RecA дикого типа или с белком RecAD112R в течение 

5 минут. Затем в реакционную смесь добавляли 0.5 мкМ белка SSB и 

инкубировали в течение еще 5 минут. В момент времени t = 5 мин в 

реакционную смесь добавляли днДНК фага М13 для инициации реакции 

обмена гомологичных нитей. Белок RecXEc либо RecXNg добавляли в 

реакционную смесь спустя 35 минут после начала реакции. 
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На рисунке 20 показана кинетика ингибирования ДНК-зависимой 

АТФазы белка RecA после добавления различных концентраций белка RecX 

в реакцию обмена цепей ДНК. Реакция обмена цепей инициировалась 

добавлением гомологичной двуцепочечной ДНК к пресинаптическому 

комплексу. Спустя тридцать пять минут после начала реакции большинство 

молекул ДНК образуют продукт реакции – кольцевую никированную ДНК. 

По завершении реакции белок RecA остается ассоциирован с 

новообразовавшейся двуцепочечной ДНК, что заметно по сохранению его 

АТФазной активности, как было предсказано ранее (Ullsperger et al., 1995). 

Так же как в эксперименте с оцДНК, добавление белка RecX приводит к 

диссоциации RecA от ДНК. Однако минимально необходимая для полной 

диссоциации комплекса концентрация белка RecX ниже в 10-20 раз, чем в 

предыдущем эксперименте. Данный феномен относится к ингибированию 

белка RecA дикого типа, но не обнаруживается в постановке с вариантом 

белка RecAD112R. Все основные закономерности, полученные в реакциях с 

пресиноптическими комплексами, сохранились в реакциях с 

постсинаптическими комплексами. Комплекс RecAD112R обладает большей 

стабильностью, а RecXNg более активен, чем RecXEc. Тенденция нарушена 

лишь в экспериментальной паре между пресинаптическим и 

постсинаптическими комплексами RecAD112R. Для разборки филаментов  

RecAD112R на одноцепочечной ДНК и двуцепочечной ДНК требуется 

примерно одинаковое количество белка RecX. Все основные закономерности 

этих экспериментов in vitro нашли свое подтверждение in vivo в 

экспериментах с конъюгацией (таблица 10). С помощью тонкой регуляции 

арабинозного промотора выявлена зависимость ингибирующего эффекта от 

уровня экспрессии белков RecX. Белок RecXNg действительно в 2-4 раза 

эффективнее подавляет рекомбиногенность любого из белков RecA, чем 

белок RecXEc. Интересно, что делеция гена recXNg приводит к падению УФ 

резистентности в N.gonorea, как и делеция гена recXEc в E.coli, что выглядит 

своего рода неразрешимым парадоксом (Stohl et al., 2001). Стимулирующая 
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роль recX нами не была найдена в конъюгации ни при каких уровнях 

экспрессии гена. Различие между диким типом RecA и RecAD112R 

несколько падают при разных уровнях экспрессии RecX, хотя общий тренд 

сохраняется. При максимальной экспрессии RecX различие снижается до 

четырехкратного значения. Таким образом данные in vitro и конъюгации in 

vivo демонстрируют хорошую корреляцию. 

Таблица 10. Подавление ЧРО белком RecX 

 RecX Ec RecX Gc None 

RecA wt D112R wt D112R wt D112R 

0.0% 

ara 

2.4%* 

0.935±0.016 (600)** 

ЧРО=24.8*** 

5.3% 

0.548±0.017 (600) 

ЧРО=416.7 

0.67% 

0.943±0.005(900) 

ЧРО=21.7 

0.26% 

0.554±0.032(900) 

ЧРО=400.0 

4.5% 

0.939±0.007 

(800) 

ЧРО=23.2   

0.82%   

0.560±0.006 

(600) 

ЧРО=384.6  

0.01

% ara 

4.6% 

0.928±0.011(1200) 

ЧРО=27.8 

4.1% 

0.642±0.020(900) 

ЧРО=227.3 

0.68% 

0.960±0.003(1200) 

ЧРО=14.8 

0.85% 

0.763±0.073(600) 

ЧРО=114.7 

  

0.1% 

ara 

5.5% 

0.981±0.009 (900) 

ЧРО=6.9 

7.8% 

0.843±0.032 (900) 

ЧРО=67.3 

0.48% 

0.993±0.007 (500) 

ЧРО=2.5 

0.61% 

0.900±0.020 (600) 

ЧРО=41.1 

  

1% 

ara 

4.5% 

0.986±0.008(1200) 

ЧРО=5.0 

4.3% 

0.944±0.017 

(1220) 

 ЧРО=21.3 

011% 

0.996±0.004 (900) 

ЧРО=1.5 

0.09% 

0.984±0.008(700) 

ЧРО=5.8 

  

 

3.3.2. Молекулярные механизмы подавления рекомбинации белком 

RecX 

В ходе бактериальной конъюгации у  E. coli донор передает в 

реципиент большой фрагмент хромосомы или даже полную хромосому (100 

мин.), которая с высокой эффективностью интегрируется в хромосому 

реципиента. Входящий 5´-конец конвертируется в дцДНК, тогда как 3´-конец 

может оставаться однонитевым. До тех пор, пока донорная ДНК полностью 

не достроена до двунитевого состояния, она имеет смешанный характер, то 

есть состоит из оц- и дцДНК с однонитевыми пробелами. Белок SSB активно 

взаимодействует с однонитевыми участками донорной ДНК и таким образом 

является основным припятствием к образованию филаментов RecA на этой 

ДНК. Вместе с тем, белок SSB обязательно используется in vitro в ходе 

реакции обмена нитей ДНК, так как он сопровождает фактически все этапы 

реакции. Таким образом, с учетом этих обстоятельств, становится 
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актуальным исследование роли белка SSB в процессе ингибирования 

активности белка RecA белком RecX. В эксперименте одноцепочечную ДНК 

фага М13 инкубировали с белком SSB на протяжении 10 минут. При этом 

минимальная концентрация SSB бралась из такого расчета, чтобы он 

полностью связал всю имеющуюся в реакции ДНК (Lohman et al., 1988). 

Максимальная же концентрация SSB в данном эксперименте представлена 

четырехкратным избытком относительно ДНК. По истечении 10 минут в 

пробирку добавлялся RecA дикого типа либо RecAD112R. Как видно из 

графика на рисунке 21, RecA D112R вытесняет SSB значительно быстрее, 

чем RecAEc. Данные свидетельствуют о том, что белок RecAD112R более 

активно конкурирует за сайты связывания на оцДНК в сравнении с RecA 

дикого типа. Нуклеация RecA сильно замедляется в присутствие избытка 

SSB. Добавление в реакцию белка RecX приводит к еще большему 

замедлению нуклеации каждого из белков RecA. Однако роль белка SSB 

теперь становится стимулирующей. Увеличение концентрации SSB приводит 

к многократному ускорению нуклеации филамента. Обнаруженный эффект 

распространяется на оба белка RecA. Вместе с тем по достижении какого-то 

баланса стимулирующий эффект SSB достигает своего предела, так как  SSB 

в свою очередь сам является ингибитором. Иными словами комбинация двух 

ингибиторов неожиданно дала эффект стимуляции. Данный эксперимент 

имеет два вытекающих из него важных вывода: 1) белок SSB является 

антагонистом RecX 2) RecAD112R не только устойчив к действию RecX, но и 

SSB. Совместно, оба вывода автоматически инициируют гипотезу, что 

повышенная устойчивость RecAD112R к RecX потенциально может являться 

опосредованной и осуществляться благодаря его способности более 

эффективно конкурировать с белком SSB за сайты на оцДНК. Данное 

предположение для своей проверки требует такие экспериментальные 

условия, в которых возможно использование в реакции RecA и RecX в 

отсутствии SSB. Одновременно необходимо установить возможность 
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существования или отсутствия специфических RecX – SSB взаимодействий, 

которые могли бы так же лежать в основе наблюдаемого эффекта. 

 

 

 

 

 

Рисунок 21. Вытеснение белка SSB белком RecA в отсутствие RecX.  

В состав реакционной смеси входили: 25 мМ трис-HCl (рН 7.5), 10 мМ 

MgCl2, 2 мМ АТФ, АТФ-регенерирующая система, 5 мкМ оцДНК М13, 3 мкМ 

RecAEc или RecA D112R и указанная на рисунке концентрация белка SSB 

(мкМ). Кольцевую оцДНК инкубировали с указанным количеством белка SSB 

в течение 5 минут. Затем в реакционную смесь добавляли указанный белок 

RecA (начало реакции соответствует точке 0 по оси абсцисс). Гидролиз 

АТФ белком RecAEc отмечен сплошной линией, RecA D112R- пунктирной 

линией. 
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Рисунок 22. Кинетика смещения белка SSB с оцДНК белками RecA и 

RecA D112R в присутствие RecX.  

В состав реакционной смеси входили: 25 мМ трис-HCl (рН 7.5), 10 мМ 

MgCl2, 2 мМ АТФ, АТФ-регенерирующая система, 5 мкМ оцДНК М13, 3 мкМ 

RecAEc или RecAD112R, 75 нМ RecX и указанная на рисунке концентрация 

белка SSB (мкМ). Кольцевую оцДНК преинкубировали с указанным белком 

RecX в течение 5 минут. После этого в реакционную смесь добавляли белок 

SSB и инкубировали в течение еще 5 минут. В момент времени t = 0 в 

реакционную смесь добавляли белок RecA. Гидролиз АТФ белком RecAEc 

отмечен сплошной линией, RecA D112R- пунктирной линией. 

 

Ранее было продемонстрировано, что RecX взаимодействует с белком 

RecF in vitro. В ходе этого взаимодействия RecX переключается от 

филамента на белок RecF и таким образом выводится из реакции подавления 

белка RecA. Однако установить опытным путем подобные межбелковые 

взаимодействия между  RecX и SSB не удалось. Поскольку известно, что SSB 

не образует межмолекулярных взаимодействий с белком RecA, то его роль in 

vitro может выполнять функциональный гомолог – белок RPA. Известно, что 

белок RPA взаимодействует с оцДНК и способен расплавлять вторичную 
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структуру ДНК. Белок RPA имеет эукариотическое происхождение, при этом 

не является родственным белку SSB и поэтому не несет гомологичных 

аминокислотных участков. Вместе с тем, при добавлении к RecA и оцДНК, 

RPA стимулирует распространение филаментации на участки ДНК со 

сложной вторичной структорой. При этом, поскольку количество RecA на 

ДНК увеличивается, то скорость гидролиза АТФ возрастает до своего 

максимального значения так же как в случае с белком SSB (рисунок 23). Как 

следует из фигуры 24, белок RecX ингибирует АТФазную активность в 

присутствии RPA. Однако использование дополнительной концентрации 

RPA восстанавливает скорость гидролиза АТФ до прежнего уровня. Таким 

образом, белок RPA, так же как и белок SSB, является функциональным 

антагонистом белка RecX. Данный эксперимент доказывает отсутствие 

специфических межбелковых взаимодействий между SSB и RecX, которые 

могли бы повлиять на ход АТФазной реакции. 

 

 

Рисунок 23. Белок SSB антагонист белка RecX.  

В состав реакционной смеси входили: 25 мМ трис-HCl (рН 7.5), 10 мМ 

MgCl2, 2 мМ АТФ, АТФ-регенерирующая система, 5 мкМ оцДНК фага М13, 

3 мкМ RecAEc,  42 нМ белка RecX и указанная на рисунке концентрация белка 
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SSB (мкМ). Кольцевую оцДНК инкубировали с белком RecA дикого типа в 

течение 5 минут. Затем в реакционную смесь добавляли белок SSB и 

инкубировали в течение еще 5 минут. В момент времени t = 0 мин в 

реакционную смесь добавляли белок RecXEc. 

 

 

 

Рисунок 24. Белок RPA антагонист белка RecX.  

В состав реакционной смеси входили: 25 мМ трис-HCl (рН 7.5), 10 мМ 

MgCl2, 2 мМ АТФ, АТФ-регенерирующая система, 5 мкМ оцДНК фага М13, 

3 мкМ RecAEc,  42 нМ белка RecX и указанная на рисунке концентрация белка 

RPA (мкМ). Кольцевую онДНК инкубировали с белком RecA дикого типа в 

течение 5 минут. Затем в реакционную смесь добавляли белок RPA и 

инкубировали в течение еще 5 минут. В момент времени t = 0 мин в 

реакционную смесь добавляли белок RecXEc. 

 

В экспериментах указанных выше белок RecX добавлялся в 

реакционную смесь в момент времени 0 минут, когда однонитевая ДНК была 

насыщена белком RecA, а АТФазная реакция находилась в устойчивом 

равновесии. При этом все используемое в реакции количество белка SSB 
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было добавлено в пробирку изначально. Изменение порядка добавления SSB 

в реакцию позволяет ответить на вопрос о необратимости происходящих 

процессов и их динамичности. На рисунке 25 обазначены моменты времени, 

в которых в реакцию вводилось дополнительное количество белка SSB. 

Кривые изменения АТФазной активности указывают на то, что процесс 

филаментации RecA на ДНК обратим, а кинетика восстановления может 

быть мгновенной. Таким образом, белок RecA, даже будучи выведенным из 

реакции взаимодействия с ДНК, сохраняет свою активность. Интересно, что 

белок SSB сохраняет стимулирующую роль для филаменации, а не 

препятствует нуклеации RecA на ДНК. Данный факт можно объяснить лишь 

тем, что небольшое количество мономеров всегда остается на ДНК и 

нуклеация не требуется, в то время как элонгация филамента возобновляется, 

как известно, почти мгновенно. С другой стороны, дополнительное 

количество SSB теоретически могло бы выводиться из реакции белком RecX, 

но их соотношение различается почти на два порядка, а межбелковых 

взаимодействий между ними было не найдено. 
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Рисунок 25. Восстановление оцДНК АТФазной активности белка 

RecA белком SSB после белка RecX.  

В состав реакционной смеси входили: 25 мМ трис-HCl (рН 7.5), 10 мМ 

MgCl2, 2 мМ АТФ, АТФ-регенерирующая система, 5 мкМ оцДНК фага М13, 

3 мкМ RecAEc,  42 нМ белка RecX и 2 мкМ белка SSB. Кольцевую оцДНК 

инкубировали с белком RecA дикого типа в течение 5 минут. Затем в 

реакционную смесь добавляли 0.5 мкМ белка SSB и инкубировали в течение 

еще 5 минут. В момент времени t = 0 мин в реакционную смесь добавляли 

белок RecXEc. После полного ингибирования АТФазы через разные 

промежутки времени добавляли дополнительное количество белка SSB (2 

мкМ). 
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Рисунок 26. Влияние белка RecX на АТФазную активность RecA на 

поли(дТ).  

В состав реакционной смеси входили: 25 мМ трис-HCl (рН 7.5), 10 мМ 

MgCl2, 2 мМ АТФ, АТФ-регенерирующая система, 5 мкМ поли(дТ), 3 мкМ 

RecAEc или RecA D112R и указанная на рисунке концентрация белка RecX 

(нМ). Реакция инициировалась добавлением указанного количества RecA в 

смесь, содержащую поли(дТ). В момент времени t = 7 минут в реакционную 

смесь добавляли белок RecX. Гидролиз АТФ белком RecAEc отмечен 

сплошной линией, RecA D112R- пунктирной линией. 

 

Белок RecA может активно взаимодействовать с оцДНК, лишенной 

сложной вторичной структуры и шпилек (например, поли(дT)), без помощи 

SSB. При этом белок SSB не только не стимулирует поли(дT)-зависимую 

АТФазу, но и более того - вытесняет RecA с 5′-конца любой линейной 

молекулы оцДНК, замещая освободившиеся в ходе разборки филамента 

участки ДНК (Madiraju et al., 1992). Использование поли(дТ), лишенной 

сложной вторичной структуры, позволило вовлечь в реакцию RecA и RecX в 

отсутствие SSB. Добавление RecX в реакционную смесь с поли(дT) приводит 

к одномоментному резкому снижению скорости гидролиза до некоторого 
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конечного значения, чего не наблюдается в экспериментах с оцДНК фага 

М13. В отличие от кольцевой онДНК фага М13, чья длина составляет около 

7000 оснований, средняя длина поли(дТ) – 226 оснований. Белок RecA, 

предположительно, образует на поли(дТ) более короткие филаменты, 

которые, соответственно, характеризуются меньшим временем разборки в 

сравнении с филаментами, образующимися на оцДНК фага М13. Вместе с 

тем отсутствие в реакции белка SSB делает процесс разборки филамента 

менее сложным. Несмотря на то, что различие между диким типом и 

вариантом RecA оказалось не слишком большим, RecAD112R показал 

достоверно бóльшую устойчивость к RecX (Рисунок 26). Таким образом, в 

основе устойчивости филамента RecAD112R к действию белка RecX лежат 

его собственные биохимические свойства, а не опосредованный белком SSB 

механизм. При этом данное наблюдение не противоречит тому, что 

одновременно могут присутствовать оба механизма. Нельзя исключить, что 

специфические конкурентные взаимодействия RecAD112R с белком SSB не 

накладывают дополнительные ограничения на эффективность белка RecX. 

Однако количественная оценка этого эффекта осталась за рамками проекта. 

Тем не менее, причину повышенной устойчивости мутантного белка 

необходимо искать непосредственно в особенностях его взаимодействиях с 

RecX. Изменение межбелковых взаимодействий между аминокислотной 

заменой в положении 112 белка RecA и белком RecX теоретически наверно 

могло бы быть такой первопричиной. 

 

3.3.3. Сопоставление экспериментальных данных механизма 

подавления с данными компьютерного моделирования комплекса 

RecA::оцДНК::AТФ::RecX 

Воспроизведение структуры комплекса RecA::оцДНК::AТФ::RecX 

(рисунок 27) с использованием методов молекулярного моделирования и 

докинга позволило нам определить положение замены D112R в белке RecA 

относительно белка RecX. В пространственных структурах этого комплекса 
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RecX образует непосредственный контакт с шестью мономерами RecA либо 

с тремя мономерами RecA и оцДНК. Из этих моделей можно заключить, что 

минимальное расстояние от RecX до аминокислотного остатка в положении 

112 в комплексе RecA::оцДНК::АТФ::RecX составляет около 28 Ǻ, что 

фактически исключает возможность прямого влияния замены D112R на 

взаимодействие с белком RecX. Более того, ни при каких конформационных 

изменениях, не нарушающих структуру филамента белка RecA, 

аминокислотный остаток в положении 112 не может приблизиться к RecX на 

расстояние менее 25 - 28 Ǻ, т.е. прямой контакт между этим аминокислотным 

остатком и RecX невозможен. Исходя из полученных данных, мы заключили, 

что в основе повышенной устойчивости RecAD112R к RecX вероятнее всего 

лежит изменение динамики взаимодействия филамента с оцДНК. На 

сегодняшний день существуют две модели, описывающие механизм 

ингибирования филамента белком RecX: согласно первой из них, белок RecX 

связывается с растущим концом филамента, который граничит с брешью, 

блокируя присоединение следующего мономера. Согласно второй модели, 

белок RecX вызывает диссоциацию мономеров от всего филамента в местах 

случайного связывания с RecA. Обе модели исключают активное связывание 

RecX с ДНК (Drees et al., 2004b; Ragone et al., 2008). Наши результаты 

предполагают, что положение RecX относительно филамента и 

межмономерным интерфейсом RecA сильно уменьшают вероятность 

существования первого из описанных механизмов или кэппинг модели. С 

другой стороны доказательство присутствия в тройном комплексе RecX-ДНК 

взаимодействий выводит модель механизма ингибирования на новый 

уровень. Однако так как замена D112R расположена в зоне интерфейса, не 

затрагивая область взаимодействий с ДНК, то эффект устойчивости к RecX 

может определяться лишь динамикой сборки/разборки филамента. При этом 

механизм конкуренции с RecX может осуществляться наподобие того, как 

осуществляется конкуренция с белком SSB за сайты ДНК. Тогда различие 

заключается лишь в том, что белок SSB конкурирует за сайты ДНК, 
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находящейся непосредственно перед растущим концом филамента, тогда как 

белок RecX конкурирует за сайты ДНК расположенные внутри филамента. 

При этом доступ к ДНК в ходе такой конкуренции может осуществляться 

через большую бороздку филамента. 

 

 

 

 

 

Рисунок 27.  Модель комплекса RecA::оцДНК::RecX.  

А. Общий вид: филамент RecA показан белым цветом, ДНК – желтый, 

RecX – красный. B. Расположение аминокислоты  R112 относительно белка 

RecX и ДНК. 

 

3.3.4. Комплементация белков RecXD.rad и RecXE.c in vitro и in vivo 

Система ответа на повреждение ДНК в Deinococcus radiodurans 

значительно отличается от E.coli. Тем не менее, было показано, что белок 

RecX в бактерии D.radiodurans репрессирует радиоустойчивость in vivo и 
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ингибирует активность белка RecAD.r in vitro. Несмотря на схожесть в 

функциях, RecX из D. radiodurans отличается по составу и несет 

дополнительные 45 аминокислот на N-конце белка в отличие от белка из E. 

coli. Представляется существенным выяснить, к каким последствиям 

приведет экспрессия гена recXD.r в E. coli в отсутствие гена recXE.c.. 

Результат исследования поможет ответить на вопрос, насколько 

консервативно RecA-RecX взаимодействие и в какой степени белок RecXD.r 

будет вовлечен во взаимодействие с другими компонентами SOS-системы 

репарации E. coli. 

Присутствие хромосомного гена recX в E. coli несколько увеличивает 

выживаемость при УФ облучении. Этот результат хорошо согласуется с 

имеющимися в литературе данными (Stohl et al., 2003). Вместе с тем в той же 

работе показано, что гиперэкспрессия белка с плазмиды приводит к сильной 

супрессии выживаемости. Причина, по которой белок RecX имеет такой 

двойственный эффект на выживаемость, не определена. Предположительно 

небольшие концентрации RecX требуются для восстановления репликации в 

условиях, когда репликативная вилка заблокирована избытком RecA.  С 

целью изучения влияния RecXD.r на RecAE.c in vivo мы оценили 

выживаемость клеток E. coli, несущих  плазмиду с recXD.r либо recXE.c. в 

штамме с делецией хромосомного recX. Добавление индуктора IPTG перед 

облучением обеспечивает необходимое количество белка. Сама по себе 

суперпродукция RecX не сказывается на выживаемости клеток в условиях 

без облучения. Как ожидалось, гиперэкспрессия RecXE.c перед облучением 

приводит к падению выживаемости. Дозовая кривая выживаемости, 

полученная в опытах представлена на рисунке 28. Во всех случаях ген recA 

находится на хромосоме под собственным промотором, что подразумевает 

скоординированную экспрессию всех генов SOS-ответа. Гиперэкспрессия 

гена recXD.r приводит к сопоставимому по глубине падению выживаемости 

относительно recXE.c. 
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Рисунок 28. Изменение выживаемости клеток в зависимости от дозы 

УФ-излучения. Клетки E. coli, несущие плазмиды с геном recX или в его 

отсутствие, выращивали в среде LB до OD600, равной 0.4–0.6, добавляли 

IPTG до конечной концентрации 0.3 мМ и растили в течение еще 1.5 ч для 

индукции синтеза белка RecX. Контрольные клетки E. coli также 

выращивали в среде LB. Клетки, после достижения OD600, равной 0.7–0.9, 

осаждали центрифугированием (5000 об/мин,10 мин) и ресуспендировали в 

исходном объеме солевой среды (NaCl 0.9%). УФ облучение (λ=254) 

проводили в чашках Петри на приборе “Хроматоскоп” при мощности дозы 

100 мДж/м2/с, отбирая аликвоты культуры объемом 0.1 мл через равные 

временные интервалы (20 с). Облученные клетки разбавляли солевой средой, 

рассевали на LB_агар и через 24 ч подсчитывали число колоний. УФ 

облучение клеток, их разведение, рассев и выращивание проводили при 

освещении красным светом для избегания фотореактивации. Кривая под 

номером 1: штамм с делецией гена recX на хромосоме и без экспрессионной 

плазмиды. Кривая номер 2: штамм с геном recX на хромосоме, но в 

отсутствие экспрессионной плазмиды. Кривая номер 3: штамм с делецией 

гена recX на хромосоме, но в присутствие экспрессионной плазмиды, 
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несущей ген recXDr. Кривая номер 4: штамм с делецией гена recX на 

хромосоме, но в присутствие экспрессионной плазмиды, несущей ген recXEc. 

 

 

Рисунок 29. Ингибирование оцДНК-зависимой АТФазы белка RecAEc 

после добавления RecXEc либо RecXDr  

В состав реакционной смеси входили: 25 мМ трис-HCl (рН 7.5), 10 мМ 

MgCl2, 2 мМ АТФ, АТФ-регенерирующая система, 5 мкМ онДНК фага М13, 

3 мкМ RecAEc,  0.5 мкМ белка SSB. Концентрация белка RecX 80 нМ. 

Кольцевую онДНК инкубировали с белком RecAEc в течение 5 минут. Затем 

в реакционную смесь добавляли 0.5 мкМ белка SSB и инкубировали в течение 

еще 5 минут. В момент времени t = 10 мин в реакционную смесь добавляли 

белок RecXEc либо RecXD.rad. 

 

Мы проверили способность RecXDr напрямую ингибировать  RecAEc 

по изменению ДНК зависимой АТФазы. Количество белка RecA, 

находящегося в состоянии филамента на оцДНК, обычно оценивают по 

скорости гидролиза ATФ. Соответственно, изменение скорости гидролиза 

ATФ отражает не только количество RecA, которое перешло в свободное 

или, наоборот, связанное состояние, но и количество оцДНК в филаменте. 

Белок SSB добавляли из расчета 1 субъединица на 10 н. оцДНК, что 
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достаточно для расплетания всей вторичной структуры оцДНК и 

соответствует условиям, принятым в подобных опытах. Скорость гидролиза 

АТР белком RecA снижается либо падает до нуля после добавления RecX, 

что свидетельствует о полной диссоциации RecA из комплекса с ДНК 

(рисунок 29,30). Время добавления белков RecX на графике соответствует 10 

минутам начала реакции. На рисунке видно, что гидролитическая активность 

RecAEc меняется в течение нескольких минут после добавления белка 

RecXD.r. В эксперименте сопоставлялись кривые ингибирования четырех 

возможных комбинаций белков RecAEc-RecXEc, RecAEc-RecXDr, RecADr-

RecXEc, RecADr-RecXDr. Таким образом, сравнивали возможности каждого 

из белков RecX ингибировать не только собственный, но и чужеродный  

RecA. Во всех сравниваемых случаях время ингибирования для обоих RecX 

было сопоставимо. Это означает, что каждый из белков одинаково 

эффективно может встраиваться в филамент, образуя межбелковые 

взаимодействия с каждым из RecA. Вместе с тем RecADr подвержен 

ингибированию сильнее, чем RecAEc. Это различие, по всей видимости, 

отражает разницу в динамике филаментирования на ДНК между обоими 

RecA.  
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Рисунок 30. Ингибирование оцДНК-зависимой АТФазы белка RecADr 

после добавления RecXEc либо RecXDr.  

В состав реакционной смеси входили: 25 мМ трис-HCl (рН 7.5), 10 мМ 

MgCl2, 2 мМ АТФ, АТФ-регенерирующая система, 5 мкМ оцДНК фага М13, 

3 мкМ RecADr,  0.5 мкМ белка SSB. Концентрация белка RecX 80 нМ. 

Кольцевую онДНК инкубировали с белком RecADr в течение 5 минут. Затем 

в реакционную смесь добавляли 0.5 мкМ белка SSB и инкубировали в течение 

еще 5 минут. В момент времени t = 10 мин в реакционную смесь добавляли 

белок RecXEc либо RecXDr. 

 

Полученные экспериментальные данные подтвердили высокую 

консервативность системы регуляции RecA-зависимой рекомбинации белком 

RecX. Фенотипические проявления репрессорной функции RecXEc и RecXDr 

имеют высокую степень идентичности. По всей видимости, воздействие 

других белков SOS-ответа на данную систему регуляции крайне ограничено. 

С другой стороны, в условиях гиперэкспрессии RecX относительное 

концентрационное соотношение других регуляторных белков в клетке 

возможно столь низкое, что не является существенным для конечного 

эффекта. Либо следует предположить, что те регуляторные белки D. 

radiodurans, которые могут быть потенциально задействованы в регуляции 

RecA-RecX взаимодействий, обладают подобной функциональной 

выраженностью, что и белки E. coli.  

 

3.3.5. Исследование ДНК-RecADr комплекса с помощью 

одномолекулярной техники 

Причина, по которой белок RecADr подвержен ингибированию 

белками RecX сильнее, чем RecAEc может отражать разницу в динамике 

филаментирования на ДНК между обоими белками RecA либо разницу в силе 

межбелковых RecA-RecX взаимодейсвий. Динамику мультимеризации 

рекомбиназ сравнили с помощью одномолекулярной техники. 
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Результаты экспериментов выявили значительные отличия в процессах 

взаимодействия RecADr и RecAEc с ДНК (рис.31). Временные зависимости 

увеличения длины ДНК при построении филаментов носят нелинейный 

характер в случае обоих белков, что свидетельствует об образовании 

множественных точек нуклеации в процессе формирования филаментов. 

Однако для выхода кривой связывания RecADr с ДНК потребовался 

значительно меньший промежуток времени по сравнению с RecAEc. В 

случае RecADr увеличение длины ДНК на 25% произошло в пять раз 

быстрее, а увеличение длины ДНК достигло максимального значения в 1,5 

раза быстрее, нежели в случае RecAEc. Кроме того, величина окончательного 

удлинения ДНК в случае RecADr оказалось воспроизводимо меньшей по 

сравнению с RecAEc - соответственно 45,8 ± 0,5% (среднее значение ± 

стандартное отклонение) для RecADr и 48,3 ± 1,5% (среднее значение ± 

стандартное отклонение). 

 

Рисунок 31. Динамика увеличения длины ДНК за счет формирования 

филаментов RecAEc и RecADr в идентичных условиях. Во всех каналах в 

качестве буферного раствора использовали 10 мМ Tris-HCl (pH 7,5), 1 мМ 

MgCl2, глицерин 10%. В первых трех каналах осуществляли прикрепление 
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молекулы ДНК к двум микросферам. Затем в третьем канале ДНК 

растягивали с силой 40 pN и переносили в четвертый канал, где при 

постоянной силе растяжения ДНК наблюдалось увеличение ее длины при 

взаимодействии с RecA. Негидролизуемый аналог АТФ АТФγS использовали с 

целью предотвращения диссоциации RecA от ДНК. 

Меньшее значение увеличения длины ДНК при взаимодействии с 

RecADr теоретически может быть вызвано более компактной структурой 

филамента RecADr. Кристаллическая структура белка RecADr является 

наиболее компактной из всех опубликованных рекомбиназных структур. 

Однако кристаллическая структура в данной работе была получена для 

филаментов RecADr, сформированных в отсутствии ДНК, в связи с чем, эти 

результаты не могут однозначно соответствовать структуре филаментов 

RecA, сформированных на ДНК. Кроме того, электронная микроскопия 

нуклеопротеиновых комплексов RecADr не выявила данных о более 

компактной форме филаментов RecADr по сравнению с RecAEc. С другой 

стороны, причиной меньшего удлинения ДНК, полученного при 

взаимодействии с белком RecADr, может быть наличие большего числа 

брешей между отдельными кластерами мономеров. В свою очередь большее 

число брешей может возникнуть при большом количестве точек нуклеаций. 

Случайные события нуклеации на ДНК с последующим расширением 

кластеров могут в итоге привести к образованию участков ДНК, размер 

которых меньше минимально возможного участка ДНК, с которым может 

связаться RecA.  Наименьшей единицей связывания с ДНК является 

мономер ДНК, который занимает 3 пары оснований. В связи с этим, при 

случайной множественной нуклеации RecA на ДНК, могут появляться 

промежутки между соседними филаментами размером в 1 или 2 пары 

оснований. Для проверки этой гипотезы были проведены контрольные 

эксперимента по сравнению контурной и персистентной длин ДНК (рисунок 

32). Измерение персистентных длин выявило, что нуклеопротеиновые 
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комплексы образованные RecADr обладают большей гибкостью и меньшей 

длинной, нежели в случае RecAEc. 

 

Рисунок 32. Сравнение персистентных и контурных длин ДНК-белковых 

комплексов RecAEc и RecADr, полученных при анализе зависимостей 

длины ДНК-белковых комплексов от силы растяжения. Эксперимент по 

измерению контурной и персистентной длин двунитевой ДНК проводился в 

буфере 10 мМ Tris-HCl (pH 7,5), 150 мМ NaCl, 10% глицерина. В ходе анализа 

зависимостей длины ДНК от силы растяжения были получены следующие 

значения: Lc (контурная длина) = 16,5 ± 0,1 мкм и P (персистентная длина) = 

43 ± 5 нм (среднее значение ± стандартное отклонение). Полученные данные 

находятся в согласии с ожидаемым значением контурной длины ДНК 

бактериофага λ (48502 пар оснований × 0,34 нм = 16,49 мкм). В случае ДНК-

белковых комплексов EcRecA полученные значения персистентной длины, P = 

960 ± 120 нм, и контурной длины, Lc = 24,54 ± 0,03 мкм. Значение  

персистентной длины DrRecA-ДНК, P = 690 ± 90 нм. Значение контурной 

длины комплексов DrRecA-ДНК составило Lc = 24,15 ± 0,06 мкм. 

 

Полученные результаты подтверждают модель, в рамках которой 

RecADr формирует на ДНК менее продолжительные и более частые 
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филаменты, что потенциально обеспечивает более быструю RecX-зависимую 

разборку, которая наблюдалась на графиках ингибирования АТФазной 

активности. 

3.4.1. Молекулярная структура  RecX-RecA-ДНК комплекса 

В соавторстве с коллективом лаборатории биофизики макромолекул 

проводилось моделирование тройного комплекса белков RecA, RecX и 

оцДНК и комплексов RecX -оцДНК. Конформационная подвижность RecA, 

его комплексов с олигонуклеотидами и белком-регулятором изучалась путем 

моделирования молекулярной динамики в периодическом водном боксе с 

помощью пакета программ GROMACS. Полученные МД модели были 

оценены на соответствие с результатами измерений малоуглового рассеяния 

нейтронов. Кроме того, для верификации молекулярно-динамических 

моделей были использованы прямые измерения динамики филаментов 

нуклеопротеидных комплексов белка RecA на временах от наносекунд до 

десятков наносекунд методом нейтронного спин-эхо. В ходе работ был 

впервые предложен и экспериментально верифицирован комплекс белка 

RecX с оцДНК в виде сэндвич подобной структуры.  

 

 

Рисунок 33. Реконституция полноатомной структуры 

нуклеопротеинового комплекса в продольной и поперечной проекции. 
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Слева представлен комплекс RecA-онДНК, справа RecA-RecX-оцДНК. Белок 

RecX обозначен желтым цветом, RecA синим, а ДНК красным. Сверху 

показаны мономеры белков, тогда как нуклеопротеиновый комплекс, 

представленный в обоих проекциях, заключает 5 мономеров RecX и 12 

мономеров RecA. 

Молекулярное и компьютерное моделирование подтвердило несколько 

важных обстоятельств. Белок RecX может самостоятельно связываться с 

оцДНК с помощью электростатических взаимодействий. В 

нуклеопротеиновом комплексе между белком RecX и филаментом,  кроме 

RecA-RecX межбелковых взаимодействий сохраняются те же самые 

электростатические взаимодействия между RecX и ДНК. Выделены 

отдельные альфа спирали белка RecX и определено их пространственное 

расположение относительно ДНК и RecA (рисунок 33).  

 

3.4.2. Анализ функциональной активности модифицированных α-

спиральных участков белка RecX  

На основе полученных нами данных по структуре комплекса белков 

RecA-RecX-онДНК, с использованием программного пакета Molsoft ICM Pro, 

нами были выделены α-спиральные участки белка RecX, принимающие 

участие во взаимодействии как с белком RecA, так и оцДНК. Небольшие 

пептидные фрагменты, представляющие функциональные участки 

природных ингибиторов являются одними из лучших кандидатов для 

достижения блокирования SOS-ответа у бактерий (Estieu-Gionnet et al., 2011). 

Белок RecX входит в число наиболее очевидных объектов для поиска таких 

пептидных фрагментов. 
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Рисунок 34. Расположение RecA, RecX о оцДНК относительно друг друга. 

Наиболее предпочтительным кандидатом был выбран участок RecX с 

номерами аминокислотных позиций между 137 и 153, имеющий ряд 

межмолекулярных водородных связей с белком RecA и интеркалирование 

оснований оцДНК (рисунок 34). Однако, короткие аминокислотные 

последовательности природных альфа-спиралей обычно не обладают 

достаточной конформационной стабильностью. Поэтому для 

конструирования пептидов с высокой конформационной стабильностью был 

использован метод SEQOPT ( Petukhov et al., 2009). C помощью этого метода 

производилась оптимизация аминокислотной последовательности альфа-

спирали RecX, содержащей 18 аминокислотных остатков. При этом, остатки 

E139, K140, V141, K142, I143, R145, L147, L148, Y149 и R150 были 

зафиксированы в неизменном виде, как и в исходном фрагменте белка RecX. 

Остальные 8 остатков могли меняться алгоритмом SEQOPT с целью 

повышения конформационной стабильности структуры.  
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Таблица 11. Оптимизация аминокислотной последовательности пептида. 

#AA Последовательность а.к.  

136-137-138-139-140-141-142-143-144-145-146-147-148-149-150-151-152-153 

HC, % 

(theor.) 

HC, % 

(exp.) 

RecX Val-Phe-Ser-Glu-Lys-Val-Lys-Ile-Gln-Arg-Phe-Leu-Leu-Tyr-Arg-Gly-Tyr-Leu 3.9 Non 

soluble 

4E1 Glu-Glu-Glu-Glu-Lys-Val-Lys-Ile-Leu-Arg-Tyr-Leu-Leu-Tyr-Arg-Leu-Ile-Tyr 84.7 76 

Pep2 Glu-Arg-Glu-Glu-Lys-Glu-Lys-Arg-Arg-Arg-Glu-Glu-Glu-Tyr-Arg-Arg-Arg-Met 91.1 81 

Pep3 Glu-Leu-Glu-Glu-Lys-Val-Lys-Arg-Leu-Arg-Glu-Glu-Leu-Tyr-Arg-Arg-Ile-Met 84.9 81 

Pep4 Glu-Glu-Glu-Glu-Lys-Arg-Lys-Arg-Leu-Arg-Glu-Glu-Leu-Tyr-Arg-Arg-Ile-Met 93.1 86 

 

В таблице 11 представлены результаты глобальной оптимизации 

аминокислотной последовательности альфа-спирали из белка RecX. 

№аа/RecX – номера и имена остатков белка RecX из E.coli. 4Е1 – 

аминокислотная последовательность пептида 4Е1. Выделением показаны 

остатки, зафиксированные во время процесса оптимизации. Кроме того было 

проанализировано 279 последовательностей белков RecX из разных бактерий 

с целью выявления консенсусного мотива, который консервативен в 

подавляющем большинстве молекул. Такой консенсус мотив был найден. 

Аминокислоты, входящие в состав консенсус мотива оставлены в пептиде 

4Е1 неизменными. Одновременно было сгенерировано три дополнительных 

контрольных пептида, обладающих хорошей конформационной 

стабильностью и растворимостью, но имеющих нарушение консенсус мотива 

(таблица 11). Эти контрольные пептиды тестировались во всех последующих 

экспериментах одновременно с пептидом  4Е1. 

Количество белка RecA, находящегося в состоянии филамента на 

оцДНК, обычно оценивают по скорости гидролиза ATP. Соответственно, 

изменение скорости гидролиза ATP отражает не только количество RecA, 

которое перешло в свободное или, наоборот, связанное состояние, но и 

количество оцДНК в филаменте. Поэтому количественная оценка активности 
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пептидов анализировалась по способности ингибировать АТФазу. В 

АТФазной реакции специально использовали молекулы поли-дТ, чтобы 

избежать артефактов с природной ДНК, которая имеет сложную вторичную 

структуру. Кроме того, использование поли(дТ) устраняет необходимость в 

присутствии белка SSB, который, как было показано ранее, является 

антагонистом белка RecX и, следовательно, может затруднить 

количественное сравнение анализируемых пептидов и белка RecX. Как 

показано на рисунке 35, при отсутствии каких-либо ингибиторов количество 

гидролизованного АТФ, увеличивает пропорционально времени реакции. 

Добавление белка RecX (Рис. 35) или пептида 4Е1 в реакцию приводит к 

одномоментному снижению скорости гидролиза АТФ. Пептид 4Е1 является 

менее эффективным ингибитором, чем белка RecX примерно в 10-20 раз, при 

использовании эквимолярной концентрации. Однако, в отличие от белка 

RecX, который взаимодействует с тремя мономерами, 4Е1 пептид 

взаимодействует только с одним. Таким образом, эффективная разница между 

белком и пептидом по сути меньше чем в ~10 раз. 

 

Рисунок 35. Сравнительное влияние белка RecX и пептида 4E1 на 

поли(дТ) зависимую АТФазную активность RecA.  

В состав реакционной смеси входили: 25 мМ трис-HCl (рН 7.5), 10 мМ 

MgCl2, 2 мМ АТФ, АТФ-регенерирующая система, 5 мкМ поли(дТ), 3 мкМ 

RecAEc и указанная на рисунке концентрация белка RecX (нМ) или пептида 
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4E1 (мкМ). Реакция инициировалась добавлением указанного количества 

RecA в смесь, содержащую поли(дТ). В момент времени t = 10 минут в 

реакционную смесь добавляли белок RecX либо пептид. 

 

Вместе с тем такая прямая экстраполяция является довольно 

умозрительной. Остается неизвестным, какого рода контакты 

устанавливаются между двумя другими мономерами RecA и теми спиралями 

белка RecX, которые образуют с ними межбелковые взаимодействия. 

Оставшиеся контакты потенциально могут обладать как большим значением, 

так и меньшим. Кроме того, выявлена способность пептида ингибировать 

АТФазную активность белка RecA из Pseudomonas аеrидіпоѕа и Deinococcus 

radiodurans (Рисунок 36). Этот результат хорошо согласуется с предыдущим 

наблюдением о том, что белки RecXEc и RecXDr способны 

комплементировать друг друга in vivo и in vitro.  

 

Рисунок 36. Влияние пептида 4E1 на поли(дТ) зависимую АТФазную 

активность RecA.  

А. Действие пептида 4E1 в сравнении с пептидами pep2, pep3, pep4. B. 

Сравнительное ингибирование пептидом белков RecA из E.coli (RecAEc), 

RecA из P.aeruginosa (RecAPa) и RecA из D.radiodurans (RecADr). В состав 

реакционной смеси входили: 25 мМ трис-HCl (рН 7.5), 10 мМ MgCl2, 2 мМ 

АТФ, АТФ-регенерирующая система, 5 мкМ поли(дТ), 3 мкМ RecAEc. 
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Концентрация пептидов 4 мкМ. Реакция инициировалась добавлением 

указанного количества RecA в смесь, содержащую поли(дТ). В момент 

времени t = 10 минут в реакционную смесь добавляли один из пептидов. 

 

Ингибирующие свойства активного пептида подтверждали с помощью 

одномолекулярной техники. На рисунке 37 представлена полученная 

экспериментальная зависимость изменения длины молекулы ДНК в 

присутствии RecA, до и после добавления пептида 4Е1 с оптимизированной 

аминокислотной последовательностью. Так как связывание RecA приводит к 

увеличению длины ДНК на величину порядка 50% по сравнению с B-формой 

спирали, в ходе построения филаментов RecA на ДНК происходит 

постепенное увеличение ее длины. Соответственно, диссоциация RecA 

приводит к сокращению растянутой ДНК до исходной длины. Таким образом, 

наблюдение за длиной молекулы ДНК при постоянно приложенной силе 

позволяет отслеживать динамику построения и разборки филаментов RecA. 

 

Рисунок 37. Динамика изменения длины ДНК при формировании 

филаментов RecA и последующей разборки филаментов в результате 

добавления пептида 4Е1 с оптимизированной аминокислотной 

последовательностью.  

Формирование филаментов RecA приводит к увеличению длины ДНК. 
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Добавление в реакцию пептида 4Е1 на 490 секунде стимулирует разборку 

филаментов RecA, что отражается в уменьшении длины ДНК.В работе 

была использована ДНК бактериофага λ, длина которой составляет порядка 

16 мкм (48502 пары оснований). ДНК помещали в раствор, содержащий Tris-

HCl 10 мМ, MgCl2 1 мМ, RecA 1мкМ и АТФ 1 мМ, в результате чего, при 

приложении силы растяжения в 20 пН, наблюдалось увеличение длины ДНК, 

что соответствует связыванию RecA с ДНК. На 490-й секунде в реакцию 

был добавлен пептид 4Е1 с оптимизированной аминокислотной 

последовательностью в концентрации 10 мкМ.  

 

В присутствии пептида 4E1 рост филаментов RecA прекращался. При этом 

наблюдалось постепенное уменьшение длины ДНК до исходной длины, что 

свидетельствует о том, что исследуемый пептид 4Е1 препятствует 

связыванию RecA с ДНК и стимулирует диссоциацию RecA от ДНК. Данное 

наблюдение указывает на то, что полученный пептид 4Е1 способен 

ингибировать активность RecA на стадии формирования пресинаптического 

комплекса, препятствуя связыванию RecA с ДНК.  

      Активность пептида 4Е1 выявлена в реакции обмена нитей ДНК. 

Аликвоты реакции отбирались через указанные промежутки времени и 

анализировались на агарозном геле. В отсутствии ингибитора, белок RecA 

переводит исходные субстраты реакции в линейную одноцепочечную ДНК и 

кольцевую никированную ДНК. Добавление в реакцию пептида 4Е1 

одновременно с двуцепочечной ДНК приводит к остановке мигрирующей 

ветви ДНК. Однако образование объединенных молекул ДНК происходит 

раньше, чем пептид разбирает филамент. Подобное наблюдение аналогично 

результатам полученным в присутствие RecX и видимо отражает 

кинетическое предпочтение для взаимодействия пресинаптического 

комплекса с дцДНК. Однако, если пептид добавляется в реакцию за 5 минут 

до дцДНК, то образования объединенных молекул не образуется совсем. В 
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этом случае, все исходные субстраты ДНК остаются неизменными с течением 

времени (Рисунок 38). 

 
Рисунок 38. Ингибирование реакции обмена гомологичных нитей 

ДНК в ходе добавления пептида 4E1.  

В состав реакционной смеси входили: 25 мМ трис-HCl (рН 7.5), 10 мМ 

MgCl2, 2 мМ АТФ, АТФ-регенерирующая система, 5 мкМ онДНК фага М13, 

3 мкМ RecAEc,  0.5 мкМ белка SSB и 4 мкМ пептида 4E1 либо пептида 2. 

Кольцевую онДНК инкубировали с белком RecA дикого типа в течение 5 

минут. Затем в реакционную смесь добавляли 0.5 мкМ белка SSB, один из 

пептидов и инкубировали в течение еще 5 минут. В момент времени t = 0 

мин в реакционную смесь добавляли 10 мкМ днДНК фага М13. Аликвоты 

отбирались в указанные моменты времени и реакция останавливалась во 

льду с помощью протеиназы К и 0.9% SDS. Продукты реакции разделялись 

на 1% агарозном геле и визуализировались с помощью бромистого этидия. 

 

Эффективность ингибирования в большой мере зависит от времени 

добавления пептидного ингибитора в реакцию. Действительно, если 

активный пептид добавляется за 5 минут до дцДНК, то сцепленных молекул 

не образуется. Однако чтобы доказать, что ингибирование пептидом 

проходит специфически по сайту взаимодействия белка  RecX с бороздкой 

филамента был проведен эксперимент по конкурентному связыванию 

(рисунок 39). Ранее было показано, что взаимодействия белка DinI либо 
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белка RecX с филаментом являются взаимоисключающими. Оба 

регуляторных белка взаимодействуют по одному и тому же сайту в бороздке 

филамента. Предпочтение зависит от соотношений концентраций. При 

достаточном избытке белка DinI в бороздке филамента, места для связывания 

белка RecX либо его небольшой пептидной части не остается. При этом 

ингибирующий эффект пептида нивелируется полностью. 

 

Рисунок 39. Антагонистическое влияние белка DinI на 

ингибирующий эффект белка RecX либо пептида 4E1.  

В состав реакционной смеси входили: 25 мМ трис-HCl (рН 7.5), 10 мМ 

MgCl2, 2 мМ АТФ, АТФ-регенерирующая система, 5 мкМ поли(дТ), 3 мкМ 

RecAEc, 5 мкМ белка DinI, 1.2 мкМ белка RecX или 12 мкМ пептида 4E1. 

Реакция инициировалась добавлением указанного количества RecA и DinI в 

смесь, содержащую поли(дТ). В момент времени t = 10 минут в реакционную 

смесь добавляли белок RecX либо пептид. 

 

Данные указанные выше свидетельствуют о том, что 4Е1 пептид 

специфически ингибирует рекомбиназную активность в пробирке. Чтобы 

доказать способность пептида 4Е1 функционировать в бактериальных 

клетках, были проведены эксперименты в естественных условиях. Известно, 

что супрессия рекомбиназной активности зависит от уровня экспрессии в 
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белка RecX в клетках E.сoli. Высокая концентрация RecX резко снижает 

способность клеток к выживанию под воздействием больших доз 

ультрафиолетового излучения. Конечно, максимальный эффект снижения 

выживаемости наблюдается при делеции гена recA (ΔrecA). Однако, на 

рисунке 40 показано, что кривая выживаемости для клеток, несущих ген 

пептида 4Е1, аналогична кривой выживаемости клеток, в которых 

экспрессируется белок RecX. Степень пептидного ингибирования in vivo 

такая же, как в  эксперименте с белком RecX. Ранее было показано, что в 

зависимости от количества экспрессируемого RecX может наблюдаться либо 

увеличение выживаемости бактериальных клеток либо наоборот уменьшение 

выживаемости. Небольшое увеличение наблюдается при экспрессии с 

хромосомы, но гиперэкспрессия с плазмиды приводит к падению 

выживаемости на 2 - 2,5 порядка после воздействия ультрафиолетового 

облучения (Stohl et al., 2003). Данный феномен до настоящего времени 

остается необъясненным. Стимулирующий эффект RecX не был найден в 

экспериментах по конъюгационной рекомбинации. Хотя возможно, что 

способность белка RecX восстанавливать рост бактерий, благодаря 

освобождению репликативной вилки от избытка рекомбиназы, играет 

сходную роль в устойчивости к УФ облучению. С другой стороны влияние 

экспрессии RecX на мутагенез еще никем не исследовалось. Если допустить, 

что RecX ингибируя рекомбинационный процесс, переключает 

рекомбинационную репарацию на репарацию обусловленную мутагенезом, 

то повышенную выживаемость можно объяснить увеличением количества 

мутантов. Действительно поскольку полимераза PolV функционирует лишь с 

отдельным мономером, а белок UmuD перекрывает доступ к большой 

бороздке филамента, то такой сценарий имеет право на существование. 

Однако количество RecX в клетке должно быть дозировано, чтобы его 

экспрессия не сказывалась на уровне SOS ответа. Функция пептида 4Е1 

исследовалась не только в условиях его гиперэкспрессии, но и при 

гипоэкспрессии, когда концентрация индуктро ИПТГ не превышала 75 мкМ. 
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Эксперимент по УФ выживаемости показал, что пептид сохраняет 

стабильность внутри клетки и взаимодействуют с филамент с высокой 

эффективностью. Хотя эксперимент не показывает степень чувствительности 

пептида к протеолизу, но его активного количества вполне достаточно для 

осуществления максимального эффекта. 

 

 

Рисунок 40. Изменение выживаемости клеток в зависимости от дозы 

УФ-излучения. Клетки E. coli, несущие плазмиды с геном recX и 

аминокислотной последовательности пептида, выращивали в среде LB до 

OD600, равной 0.4–0.6, добавляли IPTG до конечной концентрации 0.3 мМ и 

растили в течение еще 1.5 ч для индукции синтеза белка RecX либо пептида. 

Контрольные клетки E. coli также выращивали в среде LB. Клетки, после 

достижения OD600, равной 0.7–0.9, осаждали центрифугированием (5000 

об/мин,10 мин) и ресуспендировали в исходном объеме солевой среды (NaCl 

0.9%).  

 
Для измерения SOS-ответа в присутствие активного пептида 

использовали тот же метод, что и для мутантов recA, описанных выше. Ген 

бета- галактозидазы встроен под промотор sfiA таким образом, что о силе 

SOS-ответа можно судить по количеству выработанной бета-галактозидазы. 

Промотор sfiA (sulA) гена является наиболее чувствительным промотором в 
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ходе индуцируемого SOS-ответа. Экспрессия белков с помощью этого 

промотора в зависимости от дозы и времени воздействия может 

увеличиваться до 100 раз (McCool et al., 2004; Cole, 1983).  

SOS-ответ вызывали налидиксовой кислотой. В норме при выбранных 

нами условиях RecA вызывает SOS-ответ примерно до 700 единиц Миллера, 

увеличивая его более чем в десять раз относительно базовых значений. 

Однако экспрессия белка RecX либо пептида 4Е1 подавляет активность RecA 

и приводит к ингибированию SOS-ответа почти до базовых значений 

(рисунок 41). Из этого следует, что пептид 4Е1 подавляет SOS-ответ, а 

вместе с ним и экспрессию всех генов SOS-ответа, включая полимеразу PolV. 

Полимераза PolV является причиной множественного мутагенеза, то есть 

образует мутации, которые в свою очередь являются материалом для 

селективного отбора новых генов и последующей адаптации бактерии к 

антибиотикам. 

 

 

Рисунок 41. Величина SOS-ответа при воздействии на бактериальные 

клетки налидиксовой кислоты. 

Активность белка рассчитывали в условных единицах в соответствии со 

стандартными рекомендациями (Miller, 1972) с использованием формулы  



161 

 

420 6001000β-gal ( / )OD OD tv , где OD420 - оптическая плотность реакционной смеси 

при 420 нм, OD600 - оптическая плотность клеточной суспензии в Z-буфере 

при длине волны 600 нм, t - время инкубации, а v - объем пробы в 

миллилитрах.  

 

Кроме того, что ингибирование пептидом активности белка RecA 

влечет подавление SOS-ответа, следует предположить, что и другие RecA-

зависимые, но SOS независимые процессы могут подавляться в равной 

степени. Процесс трансформации экзогенной ДНК в хромосому, который 

предопределяет горизонтальную передачу генов резистентности от бактерии 

к бактерии, так же является RecA- зависимым (Le et al., 2017). Однако для 

осуществления ингибиторных функций пептид необходимо доставить в 

бактерию с помощью активного транспорта. Для этой цели подобраны 

специальные пептиды, которые должны проникать через мембрану 

совместно с пептидом 4Е1 (Rajarao et al., 2002). Совсем недавно, мы 

получили результат, свидетельствующий о том, что гибридный пептид 

сохраняет свою активность in vitro (не опубликовано). 

Таким образом, для эффективного подавления SOS-ответа достаточна 

очень небольшая часть белка RecX. Предположительно, наблюдаемая 

избыточность аминокислотной последовательности в белке необходима для 

взаимодействия с другими регуляторными белками. Например, ранее было 

продемонстрировано взаимодействие белка RecX с RecF (Lusetti et al., 2006). 

С другой стороны, возможно, что роль других альфа спиралей необходима 

для удержания и стабилизации в филаменте ключевого фрагмента RecX. 

Если модифицированный пептид взаимодействует с цепью ДНК таким же 

образом, что аминокислотный сегмент 139-150 белка RecX, то согласно 

структуре межмономерная зона интерфейса остается незатронутой. Этот 

факт предполагает более высокий уровень сложности модели регуляции 

филамента белком RecX, чем просто терминация полимеризации в 5’-3’ 

направлении. По крайней мере, ясно, что пептид 4Е1 находится достаточно 
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далеко от межмономерного пространства, чтобы препятствовать ассоциации 

нового мономера к концевому мономеру. Таким образом, наши данные 

ставят под сомнение господствующие в литературе представления о том, что 

белок RecX препятствует сборке филамента с 3’-растущего конца. 

Полученный результат предполагает, что связывание α-спиральных пептидов 

в большую бороздку филамента достаточно, чтобы существенно 

дестабилизировать нуклеопротеиновый комплекс. При этом, теоретически, 

дестабилизация может быть так же результатом того, что ингибитор 

прерывает волну кооперативного гидролиза АТФ вдоль филамента. 

Действительно, количества белка RecX для того чтобы развалить филамент 

RecA требуется на два или три порядка меньше, чем самого RecA. Очевидно, 

что именно этот факт, в свое время, лег в основу «кэппинг» модели Кокса. 

Однако, если предположить, что в процессе взаимодействия филамента с 

RecX нарушается кооперативная передача межмономерных 

конформационных превращений далее вдоль по филаменту, то можно 

допустить сбой АТФазного цикла теми мономерами RecA, которые не входят 

в непосредственный контакт с RecX. В свою очередь падение афинности к 

АТФ либо накопление мономеров заряженных молекулами АДФ должно 

неизбежно приводить к разваливанию филамента.  Насколько эта теория 

точно отражает процесс ингибирования пока сказать невозможно. Нами лишь 

выделен ключевой фрагмент белка RecX, который запускает реакцию 

разборки мономеров в месте непосредственного контакта. Исходный выбор 

α-спирали был продиктован сайтом, где RecX расположен наиболее близко к 

ДНК. Однако, это безусловно не гарантирует того, что другие α - спиральные 

петли в структуре RecX, которые расположены дальше от ДНК, также могут 

играть какую-то роль. Молекулярное моделирование в совокупности с 

экспериментами по малоугловому рассеянию подтверждают, что 

взаимодействие RecX с ДНК носит специфический характер. Кроме того, 

эксперименты выявили, что белок SSB является антагонистом белка RecX 

при видимом отсутствии специфических белок-белковых взаимодействий 
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между ними. Недавно международной научной группой с использованием 

одномолекулярной техники было показано, что даже небольшое прилагаемое 

усилие (≥7pN) к концам оцДНК приводит утере белком RecX ингибирующих 

свойств на филамент RecA (Le et al., 2014). Данное наблюдение позволяет 

предположить, что в основе межбелковой конкуренции за сайты ДНК могут 

лежать такие свойства белков как изменение физических характеристик 

ДНК. В совокупности, эти данные позволяют делать вывод о том, что RecX-

ДНК взаимодействия являются важным элементом молекулярного механизма 

ингибирования. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Рекомбиногенный потенциал бактериальных клеток зависит от 

множества факторов, среди которых наиболее важными являются 

рекомбинационные  функции, присущие самому белку RecA. Точечные 

аминокислотные замены в RecA, особенно в области высоко консервативных 

аминокислотных остатков, могут оказывать значительное влияние на 

наблюдаемую частоту рекомбинационных обменов in vivo. Увеличение 

рекомбиногенности, достижимое благодаря некоторым вариантам белка  

RecA, оказалось существенно бóльшим в абсолютных величинах, чем 

эффект, налагаемый любым из вспомогательных белков или даже всем SOS 

регулоном сразу. Неожиданно, эффект одного из негативных регуляторов 

рекомбинации, белка RecX, оказался также очень значительным. Данное 

наблюдение заставило задуматься о назначении этого белка в клетке и 

молекулярном механизме его действия.  Отличительной особенностью 

большинства гиперрекомбиназ оказалась повышенное свойство 

мультимеризоваться на однонитевой ДНК, вытесняя при этом белок SSB. В 

действительности белок SSB является единственным активным конкурентом 

белку  RecA при конъюгации, так как его внутриклеточная концентрация в 

этот момент близка к максимальной (Meyer, Laine, 1990). Инициация 

рекомбинационных событий требует, чтобы RecA мог преодолеть барьер в 

виде SSB. Таким образом, сложившаяся у большинства исследователей точка 

зрения на гиперрекомбиногенный потенциал RecA сводится главным 

образом к способности RecA филаментировать или, иначе говоря, афинности 

к ДНК. Наши наблюдения впервые свидетельствуют о том, что такая 

функция белка RecA как поиск гомологии и переключение спаренности 

оснований цепи ДНК также может быть источником 

гиперрекомбиногенности. Аминокислотная замена D112R приводящая к 

пятидесятикратному увеличению рекомбиногенности, является примером 

того, что рекомбинационный потенциал RecA не ограничен лишь 
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способностью белка филаментировать на однонитевой ДНК.  Однако 

стремительное вырождение гиперрекомбиногенного фенотипа наблюдается в 

течение всего нескольких десятков генераций. Важным результатом 

исследования являются  данные о том, что большинство супрессорных 

мутаций возникает не в самом гене recA, а в регуляторных участках 

хромосомы оказывающих влияние на величину экспрессии белка. Причиной 

негативной селекции гиперрекомбиногенного фенотипа является избыточная 

ДНК-связывающая активность мутантного белка, которая приводит к 

задержке метаболизма ДНК и как следствие задержке роста бактериальной 

популяции. Таким образом, эволюция поддерживает баланс между 

различными аспектами метаболизма ДНК находя компромисс между 

уровнем активности сразу многих белков рекомбинации и репарации. 

Интересно, что восстановление скорости роста бактерий, испытывающих 

гиперрекомбинацию, оказалось возможным при коэкспрессии белка RecX с 

белком RecA. Данное наблюдение проливает свет на роль или назначение 

этого невероятно эффективного ингибитора во внутриклеточных процессах.  

В соавторстве с коллективом лаборатории биофизики макромолекул 

проведено моделирование тройного комплекса белков RecA, RecX и оцДНК 

и комплексов RecX -оцДНК. Конформационная подвижность RecA, его 

комплексов с олигонуклеотидами и белком-регулятором изучалась путем 

моделирования молекулярной динамики в периодическом водном боксе с 

помощью пакета программ GROMACS.  Был проведен структурно-

функциональный анализ белка RecX, благодаря чему удалось выявить 

функционально-активный центр белка RecX. Впервые с помощью  

программы SEQOPT разработан биотехнологический подход, благодаря 

которому этот функционально-активный фрагмент белка RecX может быть 

использован как ингибитор белков RecA и SOS ответа бактериальной клетки. 

Последнее десятилетие характеризуется экспоненциально повышающимся 

интересом к небольшим молекулам, которые могли бы на генетическом 

уровне остановить адаптацию бактерий к разрабатываемым антибиотикам. 
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Возможно, что этот или подобные пептидные фрагменты смогут остановить 

бесконечное состязание между адаптацие бактерий и индустрией 

антибиотиков. В работе впервые продемонстрировано, что такие молекулы 

могут эффективно функционировать in vivo. Более того, используя 

накопленную информацию о других негативных регуляторах, таких как DinI, 

UmuD, LexA, и λ – репрессор, представляется перспективным расширение 

накопленного в этой работе опыта для повышения практической значимости 

подобных исследований. 
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ВЫВОДЫ 

1. Идентифицированы аминокислотные замены в участке 170-250 

аминокислоты, С-концевого субдомена, а также участка межмономерного 

взаимодействия белка RecA, которые влияют на увеличение частоты 

рекомбинационных обменов. Определен верхний предел 

гиперрекомбиногенности 37-50 раз, вызванный аминокислотными заменами 

– D112R и R28A. 

2. Показано, что гиперрекомбинация может являться следствием не 

только уровня SOS ответа, но так же следствием измененных свойств 

рекомбиназы либо регуляторных белков. Гены recF, recO, recR, dinI recX, 

mutS  оказывают влияние на конъюгационную рекомбиногенность, изменяя 

частоту рекомбинационных обменов. 

3. Показано, что активность гиперфункциональных вариантов RecA 

является следствием динамика полимеризации мономеров на ДНК либо 

увеличению синаптазной активности филамента. 

4. Установлено, что гиперрекомбиногенный фенотип вырождается в ряду 

клеточных генераций. Определено, что механизм негативной селекции 

основан на замедлении роста клеток. Выявлен механизм генетической 

адаптации клеток в ходе селекции, который сопровождается падением 

экспрессии RecA из-за мутаций в регуляторных участках ДНК. 

5. Показана роль белка RecX в восстановлении клеточного роста 

благодаря вытеснению рекомбиназы с хромосомной ДНК. Предложен 

механизм, благодаря которому белок SSB регулирует функциональную 

активность белка  RecX через конкуренцию за сайты на оцДНК. 

6. Предложена модель ингибирования филамента RecA белком RecX. На 

основании новой модели выделен участок 139-150 а.к. белка  RecX, который 

участвует во взаимодействии с ДНК и является ключевым для подавления 

активности RecA. Функционально-активный фрагмент белка RecX может 
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быть использован как ингибитор белков RecA и SOS ответа бактериальной 

клетки. 
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