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В основе жизнедеятельности клеток, нормального и патологического развития организмов лежат процессы биосинтеза ДНК, РНК и белков. Схемы этих процессов уже выяснены, и теперь весьма важно установить структуру и механизмы каталитического действия ферментов, работающих на матричной ДНК (или для некоторых вирусов — на РНК) и выяснить механизмы регуляции биосинтеза макромолекул, т. е. механизмы, обеспе​чивающие развитие организма и приспособление клетки к окружающей среде.

Эти процессы связаны прежде всего с включением и выключением син​теза разных белков. Поэтому необходимо было узнать, осуществляется регуляция синтеза белков при образовании наборов информационных РНК (иРНК) на генах или же синтез белков регулируется при их образовании в рибосомах. В 1962 г., разработав метод конкурентной гибридизации РНК и ДНК, М. Ф. Шемякин и автор настоящей статьи доказали на примере фага Т2, что в течение его развития происходит последовательное включе​ние и выключение разных генов и образование разных наборов иРНК, Был сделан вывод, который теперь уже стал тривиальным, что в основе регуляции синтеза белков лежит в первую очередь регуляция образова​ния иРНК. Следовательно, проблема регуляции синтеза белков, по край​ней мере отчасти, сводится к выяснению механизмов регуляции образова​ния иРНК.

Как же развиваются исследования в этом направлении? Известно, что все РНК на ДНК образуются ферментом РНК-полимеразой. Согласно классической теории негативной регуляции Жакоба и Моно, регуляция образования РНК осуществляется специальными белками — репрессорами, взаимодействующими с ДНК. РНК-полимераза син​тезирует РНК на всех генах, не блокированных репрессорами. Ферменту РНК-полимеразе, синтезирующему РНК, этой теорией отводится по cvtii пассивная роль.

Однако уже вскоре после опубликования теории Жакоба и Моно мы обнаружили, что изолированная РНК-полимераза синтезирует РНК только на некоторых генах очищенной от белков ДНК фага Т2. РНК in vitro об​разуется лишь на тех генах, на которых она синтезируется в клетках в на​чале вирусной инфекции. Другие гены в очищенной ДНК фермент не считывает. Отсюда следует, что РНК-полимераза способна узнавать опре​деленные гены и не считывает всю ДНК подряд, даже при отсутствии белков-регуляторов типа репрессоров.

Полученные результаты особенно важны в двух отношениях: они впер​вые показали, что белок может узнавать определенные последовательности в ДНК без участия каких-либо адаптеров, которыми являются, например, транспортные РНК в рибосомах; кроме того, наши данные позволили за​ключить, что регуляция синтеза РНК может быть основана не только на
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подавлении части генов репроссорами по Ф. Жакобу и Ж. Моно, но и на принципиально ином механизме — на способности РНК-полимеразы узнавать нужные гены. В развитие этой мысли было выдвинуто предполо​жение, что переключение синтеза РНК с одних групп генов на другие может быть вызвано в ряде случаев изменениями структуры РНК-поли​меразы, в результате которых она перестает узнавать одни участки ДНК и начинает узнавать другие.

Предполагаемый механизм основан на взаимодействии только двух спе​цифических компонентов — ДНК и фермента, и только от их структуры за​висит результат этого взаимодействия. На рис. 1 представлены молекулы

[image: image1.jpg]Puc. 1. Daerrpommosm-
pockomtteckan fororpa-
$is soaexya PHR-moam-
sepast (H. A, lnceaes—
Hucwryr  wpueragaorpa-
g AH CCCP)





РНК-полимеразы. Они имеют вид многоугольника с торца и слоистого прямоугольника сбоку. По оси, возможно, проходит отверстие. РНК-полимераза при смешивании с ДНК соединяется с ней, как изображено на рис. 2, где видны нити ДНК и на них молекулы фермента.

Итак, предполагается, что от свойств РНК-полимеразы зависит, к ка​ким участкам ДНК она прикрепится и на каких генах будет синтезиро​вать РНК. Совершенно очевидно, что для дальнейшего изучения этого вопроса необходимо было выяснить основные черты строения РНК-поли​меразы. Уже приведенные фотографии показывали, что ее молекула по​строена из субъединиц.

Физико-химические методы исследования структуры белка не всегда позволяют выяснить одновременно и биологические функции компонентов «го молекулы. Поэтому выгодно сочетать физико-химические методы с ге-
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нетическими подходами, в частности, использовать изменение белка при помощи мутаций. Первую мутацию, повреждающую РНК-полимеразу бак​терий, удалось получить С. 3. Миндлин и Т. С. Ильиной в лаборатории биологического отдела Института атомной энергии им. И. В. Курчатова. Эта мутация инактивирует фермент (рис. 3). Но нормальную полимеразу можно   инактивировать   и умеренным   нагреванием. Предполагалось, что
[image: image2.jpg]Puc. 2. DARKTPOROOMERPOCKONITE-

ckam  dororpafus  moxexyn PHR-

no:vepaast, npucoexmmennbix & THK
(H. A. Knceacw)

»

IPH ONPEACTEHIOE TEMICPATYPE HEAKTABIPYETC TOALKO HMacTh ee cyinean-
min Hpi coejumnenim JpyX TAKIX HeaRTHBHLIX NPEOapaTos aKTHRHOCTL BOC-
cranoniiacs; siaunt PHE-nmogmyepasa mocTpoena m3 pasnbix KOMUIOHEHTOR,
KOTOpPEE MOIYT ARCCOLMIPOBATE I BOCCOCAMAATBC Apyr ¢ apyrom. € mo-
Momio rpajuenTHoro yanrpanewrprdiyruposanusa M. @, Ilesssinn seucnm,
NTO DT ARA KOMIONENTA 3HAMNTEALIO PASIIIAITCA 10 MOJCKYIAPHOMY BECY
¥ EPYIIOTO O COCTARIALT HECROALEO COT THIERT, Y Mearoro — okoao 100 000,

B3 1969 r. P. Bepusee s CITA pagjemna komnonenter PHR-noxusepasnt na
docponermorose. Kpynusiii xosuonent on maznai core-gepyentom, a Med-

I3 Mymauges LK

1
Crp
'

Qe O
\

. . Puc. 3. OGpasovanne axrusioro gepyenta (kosr-
wneNenTan) B cMecn Moaexya PHE-mom-

© ) MepusH, HMHARTHBHPOBANKHKIX pasneims  daxro-
¢ PAMI (S0MTPIEXOBANGL WHAKTHBHPOBAHEBIE KOM-

HOHEnTH)

Kl — g-cyGueqmmmeit, wan o-gaxropos, [lazee P. Depmxec ofnapysua, uto
roria PHR-moanvepasa maunuaer cnmresuporats PHK na JIHK, or mee or-
Aeasiercs o-(pastop (pue. 4), W KpYmHBIT KOMIOHEHT JOCTPAaNBAET MOJGKYIY
THR, nocae 4ero om 7akmme 0CBOOOKKACTCS, CHOBA COCANMUALTCR ¢ O-(PaKTopod
f Momer pemmmpmposarts cinres PHE.

Bosmngaer nonpoc, kakoso Qymkuuonaasioe 3uadenie TaKoii AByKoMOo-
wentnoit crpysTyput PHR-nommsepasu? Cymecrsyior an Mexamussmur perysi-
i cuntesa PHE, ocmosamunie ma  ABYKOMUOHCHTHOCTH MOIEKYX HTOr0
depyenra?

Jlanyo yae Mur oGHAPYIKIAN, UTO NoeAe sapamenis Oaxrepuii Qarom ax-
Tupnocrs PHER-noamsepas B waerkax  anavmreanno nagaer. Corpyannsm
mameit aaGoparopun [0. H. 3orpad n E. C. Boranosa nanuig, 9to supyce mi-
aympyer ofipasosaiie #onoro Geaka, koTopuit Gs11 naspan canra-os (pue. 5).





РНК-ПОЛИМЕРАЗА И  РЕГУЛЯЦИЯ  СИНТЕЗА  РНК

45
[image: image3.jpg]On romkypupyer ¢ o-haxropos 3a Kpynumii KOMuouent, xoropuii ocnofoss-
Jaetca mocie sasepmenua cuureaa moderyast PHR. Awrn-o mosmer srkmo-
qars wacth Gasrepnasisnoit PHR-nommmepasi nociae sapaenna wierkn. Sro
weTRH DPHMED MeXanmaMa Kojmuectsennoii perymmum akrnsnocrn PHR-no-
JMEPaskL, 0CHORANHOIO HA €@ ABYROMIOHCATHON CTPYRTY e,

£
)
s
Puc. 4 JAuccommamna PHE-uo- L

ANMEPAZL WA RPYINE KOATIO-
aenr (E) n «Hﬂmmp (o) mpit —— P— =
cureae PHE ua JIHK ) s &
Ngwewce /lonmmag Teprargman

3 lmm 6 n--m- 6

P Honkypenuas aa Kpyn-
uwit woxuonent PHE-nomme-

pamm (E) Memay o-hatopost — -
W moymmposanunM  arow T ==
T2 Geaxom anTi- gy Goegoni Tepmanomay

Opuaxo iy mac ocoGEHHO NHTEPECHE MeXaHugMbl, KOTOPHIE ONPEIeasioT,
kakne nadops renos ysuaer u cunthisaer PHR-noamyvepasa. Bouio srcxazano
TpeANOAMIKeNe, YT npy passuTin Gaxtepnodara nossasiores nopbie o-(Pax-
TOPU, KOTOPHIC NPACOCIINAIOTCA K KPYUHOMY KomMuomenty depmenta m miy-
HUPYIOT Y HEro CHOCODHOCTL YAHABATH I CUHTHIBATEL HOBLIE IDYUILI TeHOB.
Jleiicrsureanno, A. Tpasepe » CIIA, a E. C. Borjanona n A. J[. Tomnadaps
v nac manmum B cocrase PHHR-nmomrvepasw, suseaennoii 13 sapaikennux gae-
ToK, noBoobpasopannil o-haxrop. Mo pannnoy, noaysennnn y mac 1. AL Bace,
OH HMMYHOJOTH'ICCKN COBCPIIENNO He POAcTien O-Gaxropy HesapazRemibix
Gaxrepuit, Taxum oGpazom, B moaexyaax PHR-nmoammepasst npn mudernmm
MPONCXOANT cyera o-cyObeamum. B To e spems B. Hwunr » @PI joka-
3a1, 9r0 npR passnTim gara crapwii gpyuuii kosmonent PHE-moamsepasst
coxpamseresd, Ho Heckoanko Mopmmumpyeres. Cormacro pannuy E. C. Bor-
JABOBOIi, HTO NPUBOANT K TOMY, UTO Y 2APANEHHLIX KACTOR O CHIbiee aKTA-
BEpyeTest -asToOpoM, WHAYIHPOBAHHLIM (darod, Tes HopMaanLmuiv  o-ask-
TOPOM.

Hakonen, Ghiztir 10Ayuentl, Hpasia, eme NpEIBAPHTEILENE, AAHELE, YTO
o-harTop IapaKeREIX KJACTOK, HPHCOCANTANCE K Kpynnomy Kommonenty PHIG-
NOARMepasel, npugaeT et cIHocofROCTH CYNTLIBATE HORLIC Tpyunsl Tenoe.

Ha ocnoeammn seeii COBOKYITHOCTH ﬂﬂﬁnmﬂelﬂ I BLIPACOBRIBAGTCA CACAYIO-
s UPHIIENTAALEAS cXeMa peryasmmn cuntesa PHE, no xpaiimedi mepe na
PABENX CTajuAX passnrus Gaxrepmodaron (pme. 6): nosumii gepsenr (Eal),
coxpannpmica npn sapamenmy, mawnnaer cuntes PHK na mepsoit rpyune
TEHOR BRPYCHOIl XPOMOCOMBI; G-(DAKTOD NPIE ATOM OTACIACTCH, BATEM OJIMN U3




46

Р. Б. ХЕСИН
[image: image4.jpg]RUPYCHLIN [CHOB Nepuoil 1]

sl Koupyer ofpasopanue uwosoro o-(artopa

(6'"); sanepunne copres PHR na omnx remax, kpynunii koMuonent (£) npn-
CORUINET HOBUT G-PaRTep 1 HPHOOPETAET HOA €70 BINSHHEM CHOCOGHOCTE
wnginposats cinres PHIU na sropoil rpyine renon. Takum nyTes, kak npei-
HoAaraeTes, nponcxoAuT nepermoycine curtesa PHR ¢ opunx remos na xpy-
e w, ecrecTnenno, Menswores nadopst PHK n Geaxon, oGpasywouyuxes na paz-

HLIX CTAAN PAsBATIA BIpYCa.

"
gl
141 bl

¥ e
fewes T Taptra~ llpomsmip Jewes X

Tiynies wimep I Tpynnst

= R

Puc. 6. Cxes  peryammmr

cnuresa PHR  ua pammny

CTOANAX PABBHTIN GaKTepuo-
garos T2 1 T4

E — ypymimll ronmonent Gag-

repmaaion PTG pasi,

— pepantop  OANTOpRAALHOR

VI oamepass, 00 o sosiad

o-dunvop. ¢ amte Kovopo-
o JOBAIO Aros





Из сказанного видно, что наряду с негативной регуляцией синтеза РНК при помощи репрессоров существует и позитивная регуляция, основанная на двукомпонентной структуре РНК-полимеразы и на изменениях ее спо​собности узнавать разные группы генов. Исходя из этого, мы можем по-новому взглянуть на всю проблему в целом и постулировать, что регуля​ция синтеза РНК в свою очередь основана в определенной степени на ре​гуляции образования отдельных компонентов РНК-полимеразы и белковых факторов, которые с ней взаимодействуют. Отсюда вытекает необходимость изучения регуляции синтеза самой РНК-полимеразы. Такое исследование начато в нашей лаборатории.

Синтез каждого белка в клетке определяется системой генетических эле​ментов — структурных генов, кодирующих последовательность аминокис​лот в полипептидах белка, и регуляторных компонентов — таких, как про​мотор, к которому присоединяется РНК-полимераза, начиная считывание генов. Обнаружить эти генетические элементы можно только с помощью мутаций, влияющих на количество и свойства интересующего нас белка.

Е. В. Соколова, Э. С. Каляева и др. получили несколько типов мутаций, изменяющих разные свойства РНК-полимеразы (рис. 7): способность при​соединения к ДНК (ts X), устойчивость к антибиотикам рифампицину, подавляющему инициацию синтеза РНК (rif-r), и стрептолидигину, по​давляющему рост цепей РНК (stl-r). Все эти мутации локализованы в од​ном районе хромосомы. Следовательно, там находится, по крайней мере, часть генов, кодирующих полипептиды РНК-полимеразы.

Возникает вопрос, регулируется ли вообще синтез РНК-полимеразы, или ее структурные гены работают непрерывно с полной отдачей? При решении этого вопроса мы основывались на следующем положении: из​вестно, как концентрация данного белка в клетке пропорциональна числу его структурных генов при условии, что синтез этого белка не регулируется; если же его образование регулируется, то количество данного белка может оставаться постоянным и при умножении числа его генов.

Т. С. Ильина, использовав метод Лоу, получила набор дополнительных маленьких хромосом-эписом, содержащих район РНК-полимеразных генов (рис. 8). При конъюгации мужских и женских клеток бактерий в реци-
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ﬂepnuil —— DTO CYMMa MeXaHINIMOB, OCHOBAHNLIX HA I!S&l“(DJ[Bf]GTBH“ peryan-
Topos ¢ JIHK; Takosa neratiuuas peryasuis, oCymiecTBIACMas PEmpPECcopastit,
TePMHUHATOPAMHE ¥, BOAMOKHO, camoit PHR-noausepagoii, naxopameiicn » oco-
OBIX COCTOMHIIX; MOANTUBAASL POTYISMINA MOFKCT OCYIECTRAATRCA OTKPLITHIMI
neasno axTiratopayit. Bropoii ciiocoli ocnopan Ba B3AmMOREfiCTBIN Paanbix
gaxtopos yxe ne ¢ JIHK, a ¢ PHR-nommepasoir; Takoss neratusuas pery-
SR € HOMOINLIO GelkA, HAGRANHO0 AHTH-O, W NO3NTHBHAMA, ofycioBaennan
UBMEHEHUAMI CAMOFO (DEPMCHTA I JAMEHAMI OT/CABHLIX €10 CYOLe I,

Ipu nccaepopanmt Hrax MeXANIIMOB CIBATCH JIBA YHOMARYTHIX BHIIS
HANPABACHIGT MOICKYAAPHOLT GHOMOTHIT: H3YIeHIe MOXANTZMOB PEryaanun 6mo-
CHATE3a MAKPOMOJACKY1 H YCTAHORIEHHE CTPYRTYPLI Il MEXaHN3MOB KaTamivi-
seckoro aeiicrsun PHR-noanMepaau, win ¢oH3HMOJOTHA TeHeTIMEeCKOX 1po-
Neccons.
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ческого анализа. Здесь одинаково важны исследования структуры белка и структуры, структурных переходов ДНК. Некоторые стороны этой проб​лемы изучаются в физических лабораториях нашего отдела.

Выявление ряда белков-регуляторов, в том числе доказательство регу-ляторной роли РНК-полимеразы,— это только первый этап исследования. Он влечет за собой необходимость изучения регуляции синтеза и актив​ности самих факторов регуляции, включая компоненты РНК-полимеразы. Речь идет прежде всего о генетическом изучении синтеза белков-регуля​торов. Разработка этой проблемы, как было показано, является одной из задач нашей лаборатории.

Наконец, последняя, но, может быть, самая важная проблема — опре​деление степени применимости закономерностей, открытых на бактериях и фагах, к высшим организмам и выявление у последних новых механизмов генетической регуляции. Опыт молекулярной биологии показывает, что такая проблема должна решаться одновременно методами биохимии и ге​нетики. Однако тонкий генетический анализ на животных практически невозможен. Поэтому необходимо развитие генетики клеток в культуре вне организма. Такие работы начаты в нашем отделе. На это направление воз​лагаются большие надежды, потому что на его основе можно получить представление о том, как осуществляется генетическая регуляция жизне​деятельности клеток животных, включая человека.
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