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ОЛИГОРИБОНУКЛЕОТИДЫ, СПЕЦИФИЧЕСКИ СВЯЗЫВАЕМЫЕ 
ДНК-ЗАВИСИМОЙ РНК-ПОЛИМЕРАЗОЙ ESCHERICHIA COLI, 
НЕ ЯВЛЯЮТСЯ АНАЛОГАМИ ПРОМОТОРНЫХ УЧАСТКОВ 
БАКТЕРИАЛЬНЫХ ГЕНОВ, ВЗАИМОДЕЙСТВУЮЩИХ 
С ФЕРМЕНТОМ 

В работе проверено выдвинутое ранее авторами предположение о том, что специфиче-
ски связываемые РНК-полимеразами прокариот олигорибонуклеотиды гомологичны уз-
наваемым этими ферментами участкам промоторов. Показано, что олигорибонуклеоти-
ды, гомологичные «—10» области промотора (нетранскрибируемой нити), не связывают-
ся PHК-полимеразой Е. coli и являются, возможно, аналогами каких-то других регу-
ляторных участков 

Введение. Проведенные ранее [1—4] исследования показали, что PHK-
полимеразы Е. coli и фагов ТЗ и Т7 способны с высокой избирательно-
стью связывать олигорибонуклеотиды длиной от 5 до 8 мономеров, ко-
торые они выбирают из статистических изоплитных смесей эндонукле-
азных гидролизатов РНК-транскриптов, считанных симметрично с обеих 
нитей бактериальных или фаговых ДНК. Такие избирательно связывае-
мые олигорибонуклеотиды при добавлении в систему транскрипции по-
давляют ДНК-зависимый синтез РНК, катализируемый соответствую-
щей бактериальной или фаговой РНК-полимеразой, не влияя на синтез 
РНК, катализируемый другими, не взаимодействующими с ними, РНК-
полимеразами. Мы предположили, что РНК-полимеразы Е. coli, фагов 
ТЗ и Т7 связывают олигорибонуклеотиды, гомологичные участкам про-
моторов, которые взаимодействуют с этими РНК-полимеразами. При 
этом нельзя было исключить того, что РНК-полимеразы узнают и свя-
зывают какие-то иные, не относящиеся к промоторам, олигорибонуклео-
тидные последовательности. 

Для проверки этого предположения нами были синтезированы оли-
горибонуклеотиды, гомологичные «—10» области промотора spc-генов 
Е. coli, кодирующих рибосомные РНК, и исследовано взаимодействие 
с ними РНК-полимеразы Е. coli. 

Материалы и методы. В работе использовали РНК-полимеразу Е. coli с удельной 
активностью 2000 ед. акт/мл, производство НПО «Вектор», трис-HCl и β-меркаптоэтанол 
(«Serva», ФРГ), рибонуклеозиды и диметокситритилхлорид, производство НПО «Био-

лар» (Олайне, ЛатвССР), 1,3-дихлоро-1,1 ДЗ-тетраизопропилдисилоксан («Sigma», 
США), пивалоилхлорид, дихлоруксусную кислоту («Fluka», Швейцария). N-aiwi-5 '-
0-диметокситритил-2'-0-тетрагидропиронилрибонуклеозиды получали по [5]. 

Синтез и выделение N-ацил-5'-0-диметокситритил-2'-0-тетрагидропиронилрибону-
клеозид-З-Н-фосфонатов проводили по методу, описанному нами ранее [6]. 

Для автоматического синтеза олигорибонуклеотидов Н-фосфонатным методом ис-
пользовали синтезатор «Виктория-5» (СКТБ спецэлектроники и аналитического прибо-
ростроения Сиб. отд-ния АН СССР). В качестве полимерного носителя применяли стек-
ло CPG-500 (120—200 меш) («Fluka»). Модификацию полимера и присоединение пер-
вого нуклеозидного звена осуществляли по [7, 8]. Количество введенного в полимер 
нуклеозида составляло около 30 мкмоль/г. Для синтеза использовали 15 мл полимера. 

Синтез вели по аналогии со схемой, описанной нами ранее [9], за исключением 
того, что в данном случае 0,04 M раствор нуклеозид-Н-фосфоната и 0,2 M раствор пи-
валоилхлорида подавали в реактор порциями (3 раза по 60 мкл каждого). Время кон-
денсации 90 с, общее время цикла, включая промывку соответствующими растворите-
лями, б мин. После синтеза полимер обрабатывали свежеприготовленным 0,2 M раст-
вором йода в смеси пиридин — вода (98 : 2) в течение 30 мин, затем полимер промы-
вали ацетоном и высушивали. 

Олигонуклеотиды после удаления их с полимера и гидролиза защитных групп 
стандартными методами выделяли методом высокоэффективной жидкостной хромато-
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графии {«Altex», США), используя для ионообменной хроматографии колонку (4,6Х 
Х259 мм) сПолисил-СА [10] и градиент концентрации K2HPO4 (0—0,3 M в 30 % MeCN),. 
скорость элюции 3 мл/мин. 

Для обращеннофазовой хроматографии использовали колонку (4,6X250 мм) с 
Lichrosorb RP-18 («Мегск», ФРГ) и градиент концентрации ацетонитрила (0—20 %) в 
0,05 M растворе перхлората лития, скорость элюции 2 мл/мин. Олигорибонуклеотиды 
выделяли в виде литиевых солей осаждением из водного раствора в 2 %-ный раствор 
перхлората лития в ацетоне. 

Нуклеотидный состав синтезированных олигонуклеотидов подтверждали путем 
гидролиза смесью ФДЭ (КФ 3.1.4.1) и 5'-нуклеотидазы (КФ 3.1.3.5) из яда кобры 
(Новосиб. гос. ун-т) с последующим количественным анализом данных. Микроколоноч-
ную хроматографию проводили на жидкостном микроколоночном хроматографе «Мили-
хром» (ПО «Научприбор», г. Орел). Для разделения использовали колонку (2X62 мм) 
с сорбентом Nucleosil С-18, 5 мкм («Machenarey-Nagel», ФРГ) и градиент концентрации 
метанола (0—80 %) в 0,02 M трис-ацетате, рН 5,0 со скоростью потока 100 мкл/мин. 

Введение 3 2P метки по Б'-концу олигорибонуклеотидов проводили с помощью 
32P-ATP (удельная активность 37 ТБк/ммоль, «Радиопрепарат», Ташкент) и Т4-поли-
нуклеотидкиназы (КФ 2.7.1.78) (НПО «Фермент», Вильнюс), как описано в [11]. Пер-
вичную структуру меченых олигорибонуклеотидов (анализы проведены М. Зенковой) 
определяли по методу Донис — Келлер [11] с использованием Tl (КФ 3.1.27.3) и U2 
(КФ 3.1.27.4) РНКаз («Pharmacia», Швеция) и РНКазы А (КФ 3.1.27.5) («Miles», 
Англия). 

Образование комплексов олигорибонуклеотидов с РНК-полимеразой Е. coli прово-
дили в ранее описанных условиях [12]. 

Результаты и обсуждение. Ранее при исследовании взаимодейст-
вия РНК-полимераз E. coli фагов ТЗ и Т7 с олигорибонуклеотидами мы 
показали, что эти РНК-полимеразы избирательно связывают определен-
ные фракции статистических изоплитных наборов олигорибонуклеотидов 
с числом мономеров > 5 , составляющие 0,3—0,9 % от каждой изоплит-
ной фракции. 

В настоящей работе мы исследовали влияние таких олигорибонук-
леотидов, специфически связываемых РНК-полимеразами, на транс-
крипцию ДНК, катализируемую этими ферментами. Как видно из 
рис. 1, олигорибонуклеотиды, избирательно связываемые РНК-полиме-
разой Е. coli, при добавлении их в систему транскрипции in vitro (до 
введения ДНК) ингибируют ДНК-зависимый синтез РНК, катализи-
руемый этим ферментом (рис. 1, а) , не оказывая влияния на синтез 
РНК, катализируемый фаговыми РНК-полимеразами. Аналогичное 
влияние на синтез РНК, катализируемый РНК-полимеразами фагов ТЗ 
и Т7, оказывают пентарибонуклеотиды, узнаваемые и избирательно свя-
зываемые РНК-полимеразами фагов ТЗ и Т7 (рис. 1,6 и в). Три- и 
тетрарибонуклеотиды, которые не связываются избирательно этими 
РНК-полимеразами, не тормозят ДНК-зависимый синтез РНК, катали-
зируемый этими ферментами (рис. 1, 2). 

Следует отметить, что олигорибонуклеотиды, избирательно связы-
ваемые РНК-полимеразами, содержатся только в эндонуклеазных гид-
ролизатах симметрично транскрибированных Р Н К [3]. Как известно,, 
при симметричной транскрипции неспецифически считываются обе нити 
Д Н К [13—15], и РНК-транскрипты представляют собой также и рибо-
нуклеотидные гомологи промоторов и других регуляторных участков. 
При асимметричной (специфической) транскрипции считывается только 
значащая нить ДНК, и полученные транскрипты не содержат регуля-
торных последовательностей. В составе олигорибонуклеотидов, полу-
ченных гидролизом РНК, синтезированной в результате специфической 
асимметричной транскрипции, не содержалось аффинных олигорибонук-
леотидов, связываемых РНК-полимеразой [3]. 

Эти данные позволили предположить, что специфически связывае-
мые РНК-полимеразами олигорибонуклеотиды гомологичны узнавае-
мым этими ферментами участкам промоторов. Попытки расшифровать 
нуклеотидные последовательности таких олигорибонуклеотидов не увен-
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чались успехом из-за большой гетерогенности связываемой РНК-поли-
меразами фракции. 

Поскольку ранее установлено, что такими участками промоторов 
являются олигорибонуклеотидные последовательности «— 10»-района 
промоторов с фланкирующими нуклеотидами, относящиеся к нетранск-
рибируемой нити Д Н К [15], то представлялось вероятным, что олиго-
рибонуклеотиды, избирательно связываемые РНК-полимеразами, также 
относятся к этим участкам промоторов. 

Рис. 1. Влияние специфически связываемых олигорибонуклеотидов на ДНК-зависимый 
синтез Р Н К , катализируемый РНК-полимеразами Е. coli, фагов Т7, ТЗ: К (контроль) — 
синтез Р Н К , катализируемый РНК-полимеразами Е. coli (а) , фага Т7 (б), фага ТЗ (в) ; 
кривая 1 — синтез Р Н К , катализируемый РНК-полимеразами Е. Coli1 Т7, ТЗ при до-
бавлении изоплитной смеси октарибонуклеотидов, специфически связываемых РНК-поли-
меразами Е. coli (а), Т7 (б), ТЗ (в)у в концентрации 40 нмолей/мл; кривая 2 — синтез 
Р Н К , катализируемый РНК-полимеразой Е. coli при добавлении в систему транскрип-
ции изоплитной смеси тетрарибонуклеотидов, в концентрации 40 нмолей/мл. Инкубаци-
онная смесь содержала: 0,05 M трис-HCl, рН 7,9, 10 мМ β-меркаптоэтанол, 8 мМ MgCl2 . 
Концентрация РНК-полимераз Е. coli — 0 , 5 нмоль/мл, Т7 и ТЗ — 5 нмоль/мл, Д Н К фа-
гов Т7 и ТЗ — 3 0 мкг/мл, ATP, GTP, СТР, U T P - 0 , 4 мМ каждый, 1 110 Бк l t C - G T P . 
После преинкубации фермента с октарибонуклеотидами (5 мин при комнатной темпера-
туре) синтез Р Н К инициировали добавлением матрицы ( Д Н К Т7 для РНК-полимераз 
Е. coli и фага Т7 и Д Н К ТЗ для РНК-полимеразы фага ТЗ) и реакцию продолжали при 
37 0C. Затем ее останавливали добавлением холодной 5 %-ной ТХУ. Осадок собирали на 
фильтры G F / C и определяли радиоактивность 
Fig. її. Effect of specifically bound oligoribonucleotides on DNA-dependent RNA-synthes is 
by E. coliy T7 and T3 phages RNA polymerases: K (control )—RNA-synthes is wi thout oli-
goribonucleotides. Incubat ion mixture contained 0.05 M tr is-HCl (pH 7.9), 10 m M β-mer-
captoethanol , 8 m M MgCl2 , 0.4 m M concentrat ions each of ATP, UTP, CTP, GTP, 0.03 μ 
Ci [ 1 4 C]GTP, 0.5 pM Ε. coli RNA polymerase (a ) ; 5pM T7 (6) and ТЗ (в) RNA polyme-
rases, 30 p g / m l of T7 and T3 DNA and 40 pM octaribonucleotides. RNA polymerase 
(E. coli, T7 and T3) w a s preincubated with octaribonucleotides for 5 min. at room tem-
pera ture (curve 2 — E. coli RNA polymerase w a s preincubated with te t rar ibonucleot ides) , 
then DNA w a s added and RNA synthesis w a s carried out at 37 °С. The reaction w a s 
terminated by addit ion of cold 5 % trichloroacetic acid. Precipi ta tes were collected on 
G F / C fi l ters and radioact ivi ty w a s determined 

Для проверки этого предположения мы синтезировали серию оли-
горибонуклеотидов, гомологичных олигодезоксирибонуклеотидным пос-
ледовательностям «—10»- и «—35»-областей промотора рибосомных 
генов Е. coli. Последовательности олигорибонуклеотидов, синтезирован-
ных автоматическим Н-фосфонатным методом, представлены в таблице. 
Данные по определению нуклеотидного состава полученных олигорибо-
нуклеотидов в сочетании с результатами исчерпывающего гидролиза их 
соответствующими рибонуклеазами свидетельствуют о том, что в синте-
зированных олигорибонуклеотидах отсутствуют сколько-нибудь замет-
ные примеси олигонуклеотидов с модифицированными основаниями или 
изомеризованными связями. 

Приведенный в таблице додекануклеотид гомологичен олигодезок-
сирибонуклеотиду, который относится к «—10»-области промотора spc-
генов Е. coli (от + 1 до —12 нуклеотидов) и с высокой эффективностью 
узнается и связывается РНК-полимеразой Е. coli [16]. Мы исследовали 
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также связывание РНК-полимеразой октарибонуклеотидов, относящих-
ся к «—10»- и «—35»-районам промотора spc-reнов, поскольку с наи-
большей эффективностью РНК-полимераза Е. coli связывает олигорибо-
нуклеотиды длиной в 8 мономеров. 

Как видно из данных, приведенных на рис. 2, РНК-полимераза 
Е. coli с высокой эффективностью связывает 12-мерный олигодезокси-
рибонуклеотид, относящийся к «—10»-области промотора рибосомных 
генов Е. coli (связывание достигает 4 0 % ) , и весьма слабо связывает 
гомологичный олигорибонуклеотид (1—2 %). Слабо взаимодействуют с 

аз % 

Рис. 2. Локализация синтетических олигорибо- и олигодезоксирибонуклеотидов, исполь-
зованных в опытах по связыванию РНК-полимеразой Е. coli в составе нетранскрибируе-
мой нити промотора Е. coli. Стрелкой обозначено направление транскрипции. РНК-по-
лимеразы и олигорибонуклеотиды взяты в молярном соотношении 1 : 10. Верхними ли-
ниями обозначены олигорибонуклеотиды, нижними — олигодезоксирибонуклеотиды, 
использованные для связывания. Цифры над линиями обозначают процент связывания 
РНК-полимеразой Е. coli соответствующих олигонуклеотидов 
Fig. 2. Location of synthetic oligoribo- and oligodeoxyribonucleotides employed in expe-
riments on binding of the E. coli RNA polymerase within the non-transcribed DNA strand 
of E. coli spc promoter. An arrow shows a site of transcription initiation. The upper 
lines indicate oligoribonucleotides employed for binding. The lower lines — oligodeoxyri-
bonucleotides. Figures above lines show efficiency of oligonucleotides binding (%) of 
the corresponding oligonucleotides. Molar ratio of RNA polymerase to oligonucleotides 
is 1:10 

РНК-полимеразой Ε. coli также октарибонуклеотиды, гомологичные 
«—10»- и «—35»-областям промотора рибосомных генов Е. coli. Одно-
нитчатые олигодезоксирибонуклеотиды, узнаваемые и связываемые 
РНК-полимеразой Е. coli, относятся к нетранскрибируемой нити «—10»-
области гомологии промоторов генов Е. coli и включают блок Прибнова 
с примыкающими к нему нук-

Олигорибонуклеотиды, идентичные 
spc-npoмотору E. coli (нетранскрибируемая 
нить) 
Oligoribonucleotides identical the non-transribed 
DNA strand of E. coli spc promoter 

леотидами вплоть до старта 
транскрипции. Представляется 
вероятным, что фермент взаи-
модействует с такой последо-
вательностью нуклеотидов в 
составе локально расплетен-
ной ДНК, образуя с ней от-
крытый комплекс. Олигорибо-
нуклеотид, гомологичный по-
добному олигодезоксирибонук-
леотиду, не опознается и не 
связывается РНК-полимеразой 
Е. coli с такой высокой эффек-
тивностью. 

Полученные результаты позволяют заключить, что специфически 
узнаваемые и связываемые РНК-полимеразой Е. coli олигорибонуклео-
тиды являются аналогами каких-то других, отличных от промоторных, 
регуляторных участков. В пользу этого свидетельствуют полученные 
нами данные о том, что специфически связываемые олигорибонуклео-
тиды не конкурируют со специфическими дезоксирибонуклеотидными 
последовательностями за сайты связывания на РНК-полимеразе [17], 
располагая, очевидно, собственными участками связывания. 

Последовательность 

Локализа-
ция 

в промо-
торе 

(область) 

Связыва-
ние 

РНК-поли-
меразой 

Е. coli, % 

5' -UAU A AU GCCGCG «—10» 0,3 
5' -UAU AAUGC «—10» 0,1 
5' -AUGCCGCG «—10» 0,9 
5'· -UCU ACCC AUAUC «—35» 0,5 
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OF THE BACTERIAL ENZYME-INTERACTING GENES 
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S u m m a r y 

Authors have verified previously advanced hypothesis that the oligoribonucleotides se-
lectively bound by the E. colt (T7 and T3) RNA polymerase mimick the promoter regions 
of DNA. It is shown that oligoribonucleotides homologous to the «і—10» region of the 
promoter of the nontranscribed DNA strand are not bound by E. coli RNA polymerase 
and mimick the other specific signals. 
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