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ВВЕДЕНИЕ И ПОСТАНОВКА ЗАДАЧИ

Эта работа представляет собой продолжение рабо�
ты, опубликованной ранее [1], как в части представ�
ленного там метода поиска потенциальных аттенюа�
торных структур, так и в части самого широкомас�
штабного поиска; в частности, здесь предполагаются
новые варианты аттенюаторной регуляции, исследу�
ется роль РНК�триплексов и псевдоузлов в этом про�
цессе. Название настоящей работы продолжает на�
звание предыдущей [1], которая включает подробный

обзор литературы. Поэтому в следующем абзаце мы
лишь коснемся исторического аспекта проблемы.

Бактерии используют различные механизмы ре�
гуляции экспрессии генов на уровнях как собственно
процессов транскрипции и трансляции, так и пост�
транскрипционных и посттрансляционных преоб�
разований. Среди них особенно широко исследуют�
ся следующие: регуляция, основанная на белок�
ДНКовых взаимодействиях (репрессия и активация
инициации транскрипции гена), – этой теме посвя�
щено большое число работ; регуляция на основе
формирования Т�боксов [2–4] или рибопереключа�
телей [5, 6]; классическая аттенюаторная регуляция,
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описанная в работах Яновского и соавт. [7–9]. Ссыл�
ки, касающиеся этой регуляции и поясняющие ее
рисунки, также приведены во введении к нашей
предыдущей статье [1]. Что касается упомянутых
постпреобразований, то эта тема исследуется в ряде
работ, среди которых особенно отметим следующие
[5, 10]. У многих протеобактерий и актинобактерий
опероны trp, thr, his, leu, ilv, кодирующие ферменты
синтеза аминокислот и аминоацил�тРНК−синтетаз,
регулируются аттенюаторной структурой [11, 12]. Ат�
тенюаторная регуляция зависит от концентрации со�
ответствующей аминоацил�тРНК и часто распро�
страняется на несколько оперонов из одного генома,
а именно – на кодирующие ферменты синтеза самой
аминокислоты и аминоацил�тРНК−синтетазы.

В этой работе принимается, что понятие атте'
нюаторная регуляция относится к структуре, которая
осуществляет эту регуляцию и которая включает ген
лидерного пептида с регуляторными кодонами в
нем и связанные с ним альтернативные вторичные
структуры мРНК. Одни из них (“терминирующие”
или “секвестирующие”) приводят к преждевремен�
ной терминации транскрипции структурного гена
или к подавлению его трансляции, а другие (“анти�
терминирующие” или “антисеквестирующие”) поз�
воляют РНК�полимеразе продолжить транскрип�
цию структурного гена. Эта альтернатива зависит от
скорости, с которой рибосома выполняет трансля�
цию лидерного пептида, а, точнее, от скорости, с ко�
торой она проходит регуляторные кодоны. В свою
очередь скорость зависит от концентрации регули�
руемого субстрата или связанного с ним вещества.
Терминирующие и секвестирующие структуры во
всех наблюдаемых случаях более консервативны,
чем антитерминирующие и антисеквестирующие
структуры.

Понятие антитерминатор далее относится к
шпильке, разрушаемой рибосомой при ее быстром
движении по гену лидерного пептида и имеющей
регуляторное значение, а терминатор – к шпильке,
которая обычно приводит к преждевременной тер�
минации транскрипции структурного гена. 

Среди типов аттенюаторной регуляции особенно
важна классическая, которая действует на уровне
транскрипции структурного гена, и ее терминатор�
ные и антитерминаторные вторичные структуры
альтернативны в том или ином смысле. А именно, в
понятие классической аттенюаторной регуляции
входят следующие случаи. Во�первых, регуляция
“по Яновскому”: терминатор и антитерминатор не�
посредственно альтернативны друг другу и имеется
участок, обогащенный U (полиурациловый тракт),
расположенный около 3'�края терминатора. Во�вто�
рых, “цепь спиралей”: терминатор и антитермина�
тор не альтернативны друг другу, но имеется цепь
обычно из четырех шпилек, в которой первая
шпилька, антитерминатор, в случае ее образования
запрещает следующую (“вторую”, или “котермина�
тор”); тогда образуется следующая шпилька (“тре�

тья”, или “коантитерминатор”), которая запрещает
терминатор (“четвертую” шпильку); здесь также
присутствует U�богатый участок, расположенный
около 3'�края терминатора. В этом случае обычно
нами предполагается, что стабильность котермина�
тора и/или коантитерминатора поддерживается за
счет образования РНК�триплексов. В�третьих, “ан�
самбль антитерминаторов”: консервативный анти�
терминатор отсутствует, его роль берет на себя ан�
самбль шпилек, каждая из которых альтернативна
консервативному терминатору. Как и в предыдущих
случаях, здесь имеется полиуридиловый тракт, и
устойчивость некоторых шпилек может поддержи�
ваться за счет формирования РНК�триплексов. 

Напомним, что U'богатый участок (поли�
уридиловый тракт) – это участок длиной обычно
около семи нуклеотидов, в основном – остатков
урацила; о других использованных выше терминах
можно узнать в нашей статье [13]. 

Отметим отдельный случай классической атте�
нюаторной регуляции “без U�богатого участка”, ко�
гда терминатор и антитерминатор непосредственно
альтернативны друг другу, но U�богатый участок от�
сутствует или содержит 2–3 остатка урацила на за�
метном расстоянии друг от друга. По�видимому,
этот случай реально встречается, но его необходимо
отличать от случая, описанного в следующем абзаце,
как бы промежуточного между классической атте�
нюаторной регуляцией и регуляцией на уровне
трансляции. 

Секвестр'аттенюаторная регуляция содержит
все элементы по Яновскому кроме U�богатого
участка, но осуществляется на уровне трансляции:
шпилька, аналогичная терминатору, перекрывает
сайт связывания рибосомы. 

Используя множественные выравнивания, труд�
но выявить ансамбль терминаторов, каждый из ко�
торых слабо консервативен; для различения вариан�
тов регуляции без U�богатого участка, вообще гово�
ря, также недостаточно предъявить множественное
выравнивание (эти случаи ниже не показаны). 
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Рис. 1. РНК�триплекс перед геном hisG у E. coli. “Тре�
тье плечо” триплекса равно UCUUU, спираль имеет
плечи GGAAG и CUUCC. 
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Цепи РНК могут образовывать триплексы. В них
входят три участка, один из которых состоит полно�
стью из пуриновых нуклеотидов, а два других имеют
относительно пуринового участка параллельную и
антипараллельную ориентации (рис. 1). Пара анти�
параллельных участков образует спираль РНК, в ко�
торой комплементарными считаются уотсон�кри�
ковские пары и пара GU. Таким образом, два участ�
ка триплекса образуют обычную спираль, а еще
один, параллельный, связан с ней хугстиновскими
водородными связями. Последний участок называ�
ется третьим плечом триплекса, которое, как и со�
ставляющие его нуклеотиды, в записи отделяется
знаком * от самой спирали (от ее нуклеотидов). В
триплексе возможны триады нуклеотидов: C*GU,
G*GC, G*GU, U*AU, A*AU, A*GC, C*GC и неко�
торые другие. Триады характеризуются рядом осо�
бенностей. Например, C*GC прочна лишь в слабо�
кислой среде, когда происходит протонирование по
атому N3 цитозина. По теме РНК�триплексов име�
ется много публикаций, среди которых отметим не�
которые [14–19]. Если третье плечо триплекса нахо�
дится на 5'�конце его спирали, то необходимо, чтобы
оно располагалось на определенном расстоянии от
соседнего к нему плеча спирали, достаточном для
сворачивания триплекса. Мы принимали: если тре�
тье плечо содержит l нуклеотидов, то оно отделено
не менее чем на l + 6 нуклеотидов от соседнего пле�
ча. Если третье плечо находится на 3'�конце спира�

ли, то оно может быть и вблизи нее, как показано ра�
нее [18, 19]. 

В качестве неклассической аттенюаторной регу'
ляции в этой работе, кроме упомянутой выше сек�
вестр�аттенюаторной, рассматриваются LEU1� и
LEU�регуляции. Их структуры определяются нали�
чием гена лидерного пептида с регуляторными ко�
донами в нем и формированием псевдоузлов, пока�

занных соответственно на рис. 2 и 3
1
. Псевдоузел в

нашем случае формируется двумя спиралями, одна
из которых имеет плечо во внешней петле другой.
“Левой” называют ту из этих спиралей, 5'�край кото�
рой ближе к 5'�концу исходной последовательности,
и “правой” – ту из них, 5'�край которой находится во
внешней петле левой спирали. Собственно псевдо�
узел располагается во внешней петле левой спирали.
Черенком псевдоузла называется ближайшая к нему
спираль, в петле которой находится весь псевдоузел.
LEU� и LEU1�псевдоузлы имеют некоторое струк�
турное сходство между собой, но, в то же время, зна�
чительно отличаются по размерам, нуклеотидному
составу, по положениям нуклеотидов относительно
структурного гена и гена лидерного пептида. В част�
ности, у LEU�структуры обычно имеется черенок, а у
LEU1�структуры его нет. 

Механизм LEU�регуляции основан на перекры�
вании сайта связывания рибосомы: если рибосома
быстро проходит ген лидерного пептида, то черенок
образуется; если рибосома “стоит” на регуляторных
кодонах, то она препятствует образованию черенка
(рис. 3). Подробно этот механизм обсуждается в на�
шей работе [2]. Возможно, возникновение LEU�
элемента связано с горизонтальным переносом от
предка Bifidobacteriales к предку Actinomycetales: у
Bitiaobacteria longum сохранилась открытая рамка
считывания транспозазы, в которой располагается
LEU�псевдоузел, а у Actinomycetales эта рамка эво�
люционно трансформировалась в регуляторный
элемент перед геном leuA [2]. Вопрос о механизме и,
тем более, эволюции LEU1�регуляции менее ясен и
кратко обсуждается в разделе “Результаты и обсуж�
дение” в связи с регуляцией у α�протеобактерий.

В этой работе исследуется вопрос о том, имеется
ли аттенюаторная регуляция экспрессии генов hisG,
hisZ, hisS, pheA, pheST, trpE, trpEG, trpA, trpB, trpS, thrA,
thrS, leuА, leuS, ilvВ, ilvI, ilvA, ilvC, ilvD, ilvG во всем
разнообразии секвенированных геномов бактерий
из ГенБанка NCBI [20, 21]. В результате, в одних так�
сонах предсказано большое число новых типов атте�
нюаторной регуляции, в других – нашим методом ее
обнаружить перед этими генами не удалось. 

Перечисленные выше белоккодирующие гены
отбирали по признаку того, насколько систематиче�
ски в их лидерной области обнаруживается ген ли�
дерного пептида, включающий регуляторные кодо�

1Рисунки 3⎯37, подписи к ним и таблица 2 расположены на
вэб�странице http://www.molecbio.com/downloads/2010/1/
supp_lopat_rus.pdf

G

U
A

C

3'

5'

UU

U

U

U

U U

U

U

U
UUUU

C
C

C

C
C

C
C

C
C

C

C

C
C

C

C

C

C

C
CCCC

G

G
G

G

G

G

G

G
G

G

G

G

G
G

GG

A

A

A

A

A

A

A

−

−

−

−

−

−

−

−

−

−

st
o

p

Рис. 2. LEU1�псевдоузел перед геном leuA у D. shibae. Со�
ответствующая регуляция включает ген лидерного пеп�
тида с лейциновыми кодонами. Левое плечо спирали на�
ходится вблизи этих кодонов. Черенок отсутствует.



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 44  № 1  2010

АТТЕНЮАТОРНАЯ РЕГУЛЯЦИЯ ОПЕРОНОВ БИОСИНТЕЗА АМИНОКИСЛОТ 143

ны для аминокислот, которые биохимически связа�
ны с последующим структурным геном. 

Перечислим функции этих генов. Гены hisG и hisZ
кодируют субъединицы ATР�фосфорибозилтранс�
феразы (EC2.4.2.17), которая катализирует форми�
рование N'�5'�фосфорибозил�ATР из фосфорибо�
зилпирофосфата. Белки HisG and HisZ формируют
гетеромультимер. Ген hisS кодирует гистидил�
тРНК−синтетазу. Ген pheA кодирует фермент префе�
натдегидратазу, участвующий в синтезе ароматиче�
ских аминокислот (EC 4.2.1.51). Оперон pheST коди�
рует α� и β�субъединицы фенилаланил�тРНК−син�
тетазы; субъединицы образуют гетеротетрамер α2β2
и связывают два иона магния. Гены trpA и trpB коди�
руют субъединицы триптофансинтазы, а ген trpE
или оперон trpEG – субъединицы антранилатсинта�
зы, часто соединенные в один белок. Ген trpS коди�
рует триптофанил�тРНК−синтетазу. Ген thrA коди�
рует бифункциональную аспартаткиназ/гомосерин�
дегидрогеназу, а thrS кодирует треонил�тРНК–син�
тетазу. Ген leuA кодирует 2�изопропилмалатсинтазу.
У многих γ�протеобактерий этот ген входит в оперон
leuABCD, кодирующий гены пути синтеза лейцина, у
других видов ген leuA часто не входит в полици�
стронный оперон. Ген leuS кодирует лейцил�тРНК−
синтетазу. Ген ilvD кодирует фермент дегидратазу ди�
гидроксикислот, которая катализирует дегидрата�
цию 2,3�дигидрокси�3�метилбутаноата до 3�метил�
2�оксибутаноата при синтезе валина и изолейцина.
Многие γ�протеобактерии содержат оперон ilvGME'
DA, кодирующий четыре из пяти ферментов пути
синтеза изолейцина и валина. Ген ilvB кодирует
большую субъединицу ацетолактатсинтазы, часто в
составе оперонов ilvBNC или ilvBHC, где ilvN и ilvH
кодируют малую субъединицу ацетолактатсинтазы,
а ilvC кодирует кетол�кислотную редуктоизомеразу.
Ген ilvA кодирует треониндегидратазу. 

Сравним метод, использованный в этой работе и
изложенный ниже, с уже опубликованным методом
[1]. Метод, изложенный в [1], состоит в использова�
нии представленной там программы LLLM, которая
по специальным критериям последовательно ищет в
каждой лидерной области белоккодирующего
структурного гена (обычно это фермент для синтеза
некоторой аминокислоты или аминоацил�тРНК−
синтетаза) варианты возможного расположения ге�
на лидерного пептида. Далее, к каждому из этих ва�
риантов она ищет возможное расположение U�бо�
гатого участка и терминаторной шпильки, а к ним –
варианты возможных антитерминаторных шпилек.
Затем найденные таким образом лидерные области,
потенциально содержащие структуры классической
аттенюаторной регуляции, выравниваются одной из
стандартных программ локального выравнивания.
Если получается хорошего качества локальное мно�
жественное выравнивание нуклеотидных последо�
вательностей – участков лидерных областей генов,
то оно рассматривается как предсказание классиче�
ской аттенюаторной регуляции у соответствующих

видов перед соответствующими генами. Итак, упо�
мянутый метод [1] заключается в отборе сначала от�
дельных лидерных областей программой LLLM, а за�
тем в поиске хорошего локального множественного
выравнивания отобранных областей, при котором
элементы структуры классической аттенюаторной
регуляции выравниваются между собой. Очевидно,
программа LLLM имеет чисто комбинаторный ха�
рактер и не описывает динамику (т.е. сам процесс)
классической аттенюаторной регуляции. 

В нашей работе [13] предложена модель процесса
аттенюации, которая реализована быстрой компью�
терной программой RNAmodel, подробно описан�
ной нами [22] и доступной на сайте lab6.iitp.ru для
свободного пользования. Эта модель применяется к
отдельным лидерным последовательностям и, в этом
отношении, подобна программе LLLM, но по свое�
му содержанию радикально отличается от нее. Для
настоящей работы в модель и программу RNAmodel
внесены принципиальные изменения, указанные в
разделе “Метод”. Итак, метод, который использован
в этой работе, состоит в применении вместо LLLM
программы RNAmodel. В тех случаях, когда получал�
ся достаточно четкий (информативный) образец,
применяли и поиск регуляции по образцу.

Для поиска LEU� и LEU1�регуляций в отдельных
лидерных областях применяли аналогичный подход с
той разницей, что вместо модели и программы, опи�
санных ранее [13, 22] применяли их адаптированные
варианты, названные соответственно LEUmodel и
LEU1model, которые кратко описаны в разделе “Ме�
тод”, но пока не представлены на нашем сайте. 

После применения программ RNAmodel, LEU�
model и LEU1model к отдельным лидерным обла�
стям, как и раньше, строилось множественное вырав�
нивание отобранных участков лидерных областей,
потенциально содержащих структуру аттенюаторной
регуляции. Но, опять�таки, в отличие от предыдущей
работы [1], здесь использовали другую программу
множественного выравнивания. А именно, разрабо�
танную нами программу множественного выравни�
вания по филогенетическому дереву, которое может
быть и политомическим [23]. Эта программа кратко
описана ниже в разделе “Метод” и представлена на
сайте lab6.iitp.ru для свободного пользования. 

Для исключения недопредсказаний LEU� и
LEU1�регуляций мы провели их поиск по образцу
вдоль всего генома у нескольких бактерий, а не толь�
ко в лидерных областях указанных выше генов. Этот
поиск не привел к новым результатам по сравнению
с теми, которые указаны в предыдущей работе [2]:
гомологичный LEU�элементу фрагмент внутри гена
транспозазы у B. longum. 

МЕТОД

Бактериальные геномы находили с помощью
программы BLAST [23]. Филогенетические деревья
строили с помощью метода ближайших соседей по
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программе CLUSTALW [24]. Наш метод состоит
из первого и второго алгоритмов, излагаемых ниже
и доступных для свободного пользования на сайте
http://lab6.iitp.ru. Первый алгоритм является усовер�
шенствованием алгоритма из нашей работы [13],
второй алгоритм впервые публикуется, кроме ко�
роткой аннотации [23]. 

Первый алгоритм. В упомянутой работе [13] пред�
ложена модель классической аттенюаторной регу�
ляции, которая основана на совместном описании
движения рибосомы по гену лидерного пептида,
движения РНК�полимеразы вплоть до конца U�
участка и начала структурного гена, а также форми�
рования вторичной структуры на участке между 3'�
краем рибосомы и 5'�краем полимеразы (этот уча�
сток назван окном), вслед за которым идет короткий
участок связывания дуплекса ДНК•мРНК в канале,
образованном субъединицами полимеразы. Модель
описывает вероятность p(c) преждевременной тер�
минации полимеразы в зависимости от концентра�
ции c аминоацил�тРНК, которая вычисляется на ос�
нове учета влияния концентрации с на скорость дви�
жения рибосомы по регуляторным кодонам. Для
исходной, данной нуклеотидной последовательно�
сти и при данном c модель строит цепочку в некото�
ром смысле типичных вторичных структур в каждом
окне. Эта цепочка зависит от кинетики самих вто�
ричных структур и от положения окна, которое воз�
никает в результате движения рибосомы и полиме�
разы. Такую цепочку вместе с последовательными
положениями рибосомы и полимеразы назовем
траекторией моделирования. 

Ключевая идея усовершенствования модели из
нашей работы [13] состоит в том, что не следует вы�
делять “паузную” шпильку, антитерминатор и тер�
минатор с их специфическими способами действия
на полимеразу, а нужно описать, как каждая спираль
текущей вторичной структуры в окне единообразно
взаимодействует со всеми другими спиралями, с рибо'
сомой и с полимеразой, приводя, в зависимости от зна�
чения концентрации с, к большему или меньшему за�
медлению движения полимеразы или (как предель�
ный случай замедления) к ее преждевременной
терминации. Эта идея соответствует нашим наблюде�
ниям над моделью [13]: аттенюаторная регуляция со�
провождается образованием ансамбля терминаторов
и, чаще, образованием ансамбля антитерминаторов;
антитерминатор может иметь плечи, доходящие до
U�богатого участка; он может образовывать псевдо�
узел с терминатором и т.д. Ситуация усложняется тем,
что при наличии гена лидерного пептида с регуля�
торными кодонами в нем U�богатый участок может
включать только 1–2 остатка урацила на заметном
расстоянии друг от друга (“слабый” полиурацило�
вый тракт), или участка вообще может не быть. Ино�
гда это означает все�таки, что имеется классическая
аттенюаторная регуляция, а иногда предполагает
некоторую другую регуляцию с участием гена лидер�
ного пептида и регуляторных кодонов в нем. Ко вто�

рому случаю относятся секвестр�аттенюаторная, а
также LEU� и LEU1�регуляции. Отметим, что изме�
нение лидерной последовательности ровно в одной
позиции может приводить к исчезновению аттеню�
аторной регуляции, которая до того была ярко выра�
женной [7]. Это явление воспроизводится в нашей
модели.

Анализ траекторий моделирования в нашей мо�
дели позволяет приписать некоторым шпилькам
роль терминатора, а другим – антитерминатора, что
позволяет построить адекватное регуляции, если
она имеется, локальное множественное выравнива�
ние потенциальных регуляторных областей, ис�
пользуя второй алгоритм (см. ниже). Сравнение
первого алгоритма с алгоритмом LLLM из предыду�
щей работы [1] приведено в разделе “Введение”.

Кроме того, по сравнению с предыдущей работой
[13], в модель классической аттенюаторной регуля�
ции внесены следующие изменения. Разрешено об�
разование псевдоузлов у всех вторичных структур в
каждом текущем окне. При этом энергия вторичной
структуры вычисляется на основе усовершенствова�
ния метода, представленного ранее [25], и учитыва�
ется температура, типичная для среды обитания
бактерии, на основе усовершенствования метода из
другой работы [26]. В модели учитывается также об�
разование РНК�триплексов, которые делают неко�
торые критически важные для регуляции спирали
вторичной структуры более устойчивыми, понижая
их энергию. Соответствующая компьютерная про�
грамма RNAmodel доступна для свободного пользо�
вания на сайте lab6.iitp.ru. В режиме разрешенных
псевдоузлов зависимость p(c) качественно сохраня�
ется для всех последовательностей из работы [13],
где она наблюдалась в режиме запрещенных псевдо�
узлов, при этом во многих случаях эта зависимость
улучшилась. 

Нами проведено массовое тестирование этой мо�
дели и соответственно программы RNAmodel. А
именно, сравнивали результаты, которые она выда�
ет, с доступными результатами биоинформатическо�
го или экспериментального предсказания классиче�
ской аттенюаторной регуляции у бактерий; в том
числе, для случаев, когда предсказывается отсутствие
такой регуляции. Результат сравнения состоит в том,
что с высокой достоверностью предсказание о нали�
чии регуляции совпадает с тем, что модель выдает
возрастающую зависимость вероятности p(c) от кон�
центрации c на некотором участке значений концен�
трации. И наоборот: предсказание об отсутствии ре�
гуляции совпадает с тем что p(c), полученная в моде�
ли, представляет собой постоянную или убывающую
величину. Эти результаты сравнения доступны на
вэб�странице http://lab6.iitp.ru/rnamodel (файл Mass).
Моделирование велось при одних и тех же универ�
сальных параметрах, указанных Рубановым и Лю�
бецким [21], и также на этой вэб�странице. 

Для случая LEU�регуляции разработаны модель
и компьютерная программа LEUmodel, которая
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позволяет определять вероятность q(c) не�инициа�
ции трансляции структурного гена в зависимости от
концентрации c лейцил�тРНК. Эта вероятность
определяется как доля от времени жизни мРНК, в
течение которой предполагаемый сайт связывания
рибосомы перекрыт какой�то спиралью. Наиболь�
ший вклад в такое перекрытие вносит черенок LEU�
псевдоузла, показанный на рис. 3. В случаях пред�
сказания LEU�регуляции эта модель выдавала убы�
вающую зависимость q(c), а в случаях отсутствия та�
кого предсказания – существенно иную, не убываю�
щую зависимость q(c). 

Для случая LEU1�регуляции разработаны вари�
ант предыдущей модели и компьютерная програм�
мы LEU1model. Программа позволяет определить
вероятность q1(c) наступления регуляторного собы�
тия в зависимости от концентрации c лейцил�тРНК.
Эта вероятность определяется как доля от времени
жизни мРНК, в течение которого существуют гипо�
спирали от двух фиксированных спиралей, которые
наиболее консервативны и составляют LEU1�псе�
водоузел, показанный на рис. 2. 

Второй алгоритм. Кратко опишем алгоритм и
программу LmalTree локального множественного
выравнивания по данному филогенетическому де�
реву, которую мы использовали для локального вы�
равнивания последовательностей, потенциально
содержащих соответствующие регуляторные струк�
туры (сами последовательности отбирались на осно�
ве первого алгоритма) [22]. Как и программа RNA�
model, программа LmalTree доступна для свободного
пользования на сайте http://lab6/iitp.ru. 

Изложим вначале алгоритм для случая бинарно�
го филогенетического дерева видов. Каждой верши�
не этого данного дерева видов приписывается одна
последовательность распределений частот нуклеоти�
дов (далее: “последовательность распределений”),
т.е. последовательность, члены которой – векторы
длины четыре. В таком векторе выписываются ча�
стоты четырех нуклеотидов в следующем порядке: A,
C, G, T. Итак, в каждой позиции любой последова�
тельности распределений находится вектор, т.е. ха�
рактерное для этой позиции распределение частот
нуклеотидов. Листьям дерева приписываются нук�
леотидные последовательности, и они же рассмат�
риваются как последовательности распределений,
состоящие из векторов, у которых одна частота рав�
на единице, а остальные частоты равны нулю. 

Сначала предложенный алгоритм ведет обработ�
ку вершин исходного дерева от листьев к корню
(“прямой ход” алгоритма), последовательно припи�
сывая им последовательности распределений. Если
два таких распределения уже приписаны двум “сы�
новьям” некоторой вершины, то последовательно�
сти выравниваются, и затем их “отцу” приписывает�
ся полусумма выравненных распределений в сыно�
вьях. Это выравнивание строится обычным
алгоритмом парного выравнивания, но функционал
оценки качества выравнивания (score) вычисляется

особым образом. Вместо фиксированных величин
приза/штрафа за совпадение/несовпадение нуклео�
тидных букв, как это делается при выравнивании
обычных нуклеотидных последовательностей, здесь
для каждой позиции j выравнивания, не содержащей
пробела, вычисляется своя оценка aj, например, в ви�
де скалярного квадрата разности двух векторов aj =

= 1 –  где wi – веса разных букв, в

сумме равные 1. При выравнивании вставке пробела
в одну из последовательностей распределений в не�
которой ее позиции отвечает нулевое распределение;
в этом случае вместо aj используется значение обыч�
ной функции штрафа, у которой величина штрафа

 за позицию убывает с ростом длины серии подряд
идущих пробелов. Окончательная оценка парного
выравнивания, максимум которой ищется, опреде�
ляется как сумма величин aj или  по всем позициям
выравнивания. 

После получения парного выравнивания стро�
ится последовательность распределений для отца,
которая в каждой из ее позиций равна Z полусумме
распределений X и Y в той же позиции у выровнен�

ных сыновей, т.е. Z = 

Если таким образом уже построена последова�
тельность распределений для корня дерева, то вы�
полняется “обратный ход” алгоритма, при котором
сначала пробелы, вставленные в последовательно�
сти у прикорневых вершин, опускаются в низ дерева
вплоть до его листьев. Затем то же самое делается с
пробелами, вставленными при выравнивании на
предыдущем уровне дерева (третьем, считая от кор�
ня), и так далее вплоть до уровня, расположенного
непосредственно над листьями дерева.

Последовательности, вообще говоря, с много�
численными пробелами, полученные таким обра�
зом в листьях дерева, и есть искомое множественное
выравнивание и результат работы алгоритма, при
данном бинарном дереве.

Однако часто бинарное дерево видов неизвестно,
а вместо него известно филогенетическое дерево,
которое содержит одну или более политомических
вершин (“политомическое” дерево). Тогда алгоритм
разрешает все такие небинарные (политомические)
вершины путем добавления в исходное небинарное
дерево промежуточных вершин. Таким образом
строятся все варианты бинарных деревьев, согласо�
ванных с исходно данным небинарным деревом в
части отношения “x – потомок y”. Эта серия бинар�
ных деревьев должна порождаться без повторений,
так как число вариантов и без того велико: как из�
вестно, каждая политомическая вершина с n сыно�

вьями допускает  топологически раз�

личных вариантов разрешения. При нескольких по�
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литомиях разрешение каждой из них выполняется
независимо, и тогда общее число деревьев – это про�
изведение чисел вариантов по всем небинарным
вершинам.

Множественные выравнивания, полученные
при различных вариантах бинарного разрешения
политомического дерева, сравниваются между со�
бой на основе вычисления величины (Na + Ns)b +

+ b + s)(li – 1) + Nbc, где Na – число одиноч�

ных абсолютно консервативных (т.е. ровно с одной
буквой в столбце) позиций в выравнивании; Ns –
число непрерывных абсолютно консервативных
участков длиной 2 и более нуклеотидов (li обознача�
ет длину i�го такого участка); Nb – число “почти”
абсолютно консервативных (только с одной отли�
чающейся буквой в столбце) позиций выравнива�
ния; b, c и s – величины призов, являющиеся пара�
метрами алгоритма.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Нашим методом обнаружились потенциальные
аттенюаторные структуры у видов из таксономиче�
ских групп α�, β�, γ�, δ�протеобактерий, у про�
теобактерии Magnetococcus sp. MC�1, у Actinobacte�
ria, у Bacteroidetes/Chlorobi, у Firmicutes и Thermoto�
gaе и Cloroflexi (см. сводную табл. 1). Этим методом
не обнаружили аттенюаторной структуры ни у одно�
го вида из таксонов Chlamydiae, Cyanobacteria, Moll�
icutes, ε�протеобактерий и Spirochaetales. Ее нет так�
же в хлоропластах водорослей, которые имеют гены
синтеза аминокислот.

Аттенюаторная регуляция наиболее часто встре�
чается у протеобактерий и у актинобактерий, но от�
дельные ее случаи предсказываются у представите�
лей других таксономических групп: у типов Firmic�
utes, Bacteroidetes/Chlorobi, Thermotogae и Cloroflexi.
Частоты встречаемости этой регуляции разных ге�
нов значительно разнятся. 

(
i 1=

Ns

∑

Как видно из табл. 1, наибольшее число видов и
разнообразие генов биосинтеза аминокислот и ами�
ноацил�тРНК, регулируемых именно с помощью
классической аттенюаторной регуляции, наблюда�
ется у γ�протеобактерий. Неклассическая аттенюа�
торная регуляция гена leuA наблюдается у актино�
бактерий и α�протеобактерий. 

Далее излагаются и обсуждаются результаты от�
дельно по каждой аминокислоте. 

Фенилаланин

Классическая аттенюаторная структура, завися�
щая от фенилаланил�тРНК, наблюдается исключи�
тельно у α�, β� и γ�протеобактерий и регулирует
транскрипцию гена pheA синтеза фенилаланина и
оперона pheST. Регуляция оперона pheST предсказа�
на у небольшого числа α�протеобактерий из порядка
Rhodobacterales и у протеобактерии Magnetococcus sp.
MC�1. Она предсказана для pheA у рода Bordetella
(класс β�протеобактерий) и для pheA и pheS у боль�
шинства представителей γ�протеобактерий (рис. 4 и

рис. 5
2
). У Psychromonas sp. CNPT3 аттенюаторная ре�

гуляция найдена только перед геном pheST. В целом
регуляция pheST наблюдается реже, чем регуляция
pheA. По дереву видно, что эта регуляция у α�, β� и γ�
протеобактерий распределена мозаично, т.е. она есть
у единичных представителей больших таксономиче�
ских групп. У представителей порядков Enterobacte�
riales и Alteromonadales аттенюаторная регуляция
имеется перед pheA и pheST, а у представителей по�
рядков Aeromonadales и Vibrionales – только перед ге�
ном pheA. По дереву видов видно, что эта регуляция у
α�, β� и γ�протеобактерий распределена мозаично,
т.е. существенно неравномерно в разных таксономи�
ческих группах.

2Рисунки 3⎯37, подписи к ним и табл. 2 расположены на
вэб�странице http://www.molecbio.com/downloads/2010/1/
supp_lopat_rus.pdf

Потенциальная аттенюаторная регуляция у бактерий

Типы и классы Гены

α�протеобактерии ilvB, I trpE hisS pheST thrA leuA leuA
β�протеобактерии ilvB trpE pheA thrS leuA leuA, ilvB
γ�протеобактерии ilvB, G trpE hisG pheA, S thrA leuA
δ�протеобактерии ilvB trpS thrA, S leuA
Актинобактерии ilvB, I, D trpE, S, BE, BA leuA
Bacteroidetes/Chlorobi ilvD trpE hisG
Firmicutes ilvD, lysQ trpB hisZ
Thermotogae trpE hisS
Chloroflexi ilvD

Примечание. Пустые клетки означают, что такой регуляции нет. Все столбцы, кроме последнего, содержат названия генов, подвер�
женных классической аттенюаторной регуляции, а последний столбец – LEU1�регуляции (у протеобактерий) и LEU�регуляции (у
актинобактерий).
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На дереве регуляторных областей, построенном
по соответствующему выравниванию, у γ�про�
теобактерий (рис. 6) структуры перед геном pheST
образуют кладу, за единственным исключением у
Psychromonas sp. CNPT3. Это позволяет предполо�
жить, что аттенюаторная регуляция pheST возникла
у общего предка γ�протеобактерий и эволюциони�
ровала независимо от регуляции pheA. Регуляторная
область перед pheST у Psychromonas sp. CNPT3 зна�
чительно отличается от таковой у других видов. Это
позволяет сделать вывод, что аттенюаторная регуля�
ция возникла здесь независимо от регуляции pheST у
большинства других видов. Интересная особен�
ность: эта область у Psychromonas sp. CNPT3 близка к
регуляторной области перед pheA у Alteromonas macle'
odii из того же порядка Alteromonadales. Здесь можно
предполагать возможность горизонтального пере�
носа или дупликации с последующими потерями
соответствующих регуляторных структур.

Треонин и изолейцин

Классическая аттенюаторная структура, связан�
ная с треонином и изолейцином, обнаружена только
у протеобактерий. У α�протеобактерий она регули�
рует только ген thrA, связанный с синтезом амино�
кислот, и только у Rhodobacterales bacterium (рис. 7а).
У γ�протеобактерий она регулирует только тот же
thrA, но зато у многих видов (рис. 8). У β�протеобак�
терий – только ген thrS, кодирующий треонил�
тРНК−синтетазу, у ряда видов (рис. 9). 

Из δ�протеобактерий эта структура предсказана
для thrA у Myxococcus xanthus. “Слабое” предсказание
имеется и для двух паралогов thrS у Bdellovibrio bacte'
riovorus, и для одного из двух паралогов у Myxococcus
xanthus и Stigmatella aurantica (рис. 7b). Отметим, что
согласно нашей модели [13], при низкой концентра�
ции треонина у Myxococcus xanthus перед thrA скла�
дывается антитерминатор, который мешает форми�
роваться шпильке терминатора и при этом, из�за
большой длины плеч, он располагается вблизи U�
участка. При средней концентрации рибосома раз�
рушает часть антитерминатора, но терминатор все�
таки еще не может формироваться. При высокой
концентрации треонина рибосома проходит до
стоп�кодона гена лидерного пептида и полностью
разрушает антитерминатор, в результате чего фор�
мируется короткая спираль, соответствующая клас�
сическому терминатору. Такое явление наблюдается
и в других случаях моделирования. Поскольку у δ�
протеобактерий найдено несколько случаев регуля�
ции и перед неортологичными генами, можно ду�
мать, что здесь произошли горизонтальные перено�
сы регуляции без переносов соответствующих генов
(рис. 10–11). Отметим, что некоторые паралоги этих
генов, не имеющие такой регуляции, также перене�
сены: например, thrS у Anaeromyxobacter dehalogenans
и thrA у Desulfovibrio desulfuricans и Desulfatibacillum
alkenivorans.

У δ�протеобактерий Syntrophobacter fumaroxidans
и Anaeromyxobacter dehalogenans найдены пары пара�
логов thrS, которые не имеют классической аттеню�
аторной регуляции. 

Триптофан

У актинобактерий классическая аттенюаторная
структура предсказана в случае оперонов, содержа�
щих ген trpE, а именно – у стрептомицетов и у трех
из четырех видов коринебактерий (C. diphtheriae,
C. glutamicum, C. efficiens) (рис. 12а). Поиск по образ�
цу указал на эту регуляцию перед геном trpS. Соглас�
но нашему методу, ее нет у C. jeikeium. 

Регуляторные области C. diphtheriae выравнива�
ются перед двумя паралогами гена trpB, один из ко�
торых входит в оперон trpBA, кодирующий трипто�
фансинтазу, а другой – в оперон trpBEGDC, кодиру�
ющий антранилатсинтазу, однако качество
выравнивания перед trpBA значительно ниже. Моде�
лирование также указывает на отсутствие регуляции
перед trpBA. Ее нет и перед trpBA у других актинобак�
терий. Полезно регулировать гены, кодирующие
субъединицы антранилатсинтазы (первый шаг на
пути синтеза триптофана), и не обязательно регули�
ровать гены, кодирующие субъединицы триптофан�
синтазы (последний шаг на этом пути). Это может
быть причиной значительной дивергенции аттеню�
аторной структуры перед trpBA. Вероятно, у Coryne'
bacterium diphtheriae произошла серия перестроек
хромосомы, при которых между регуляторной обла�
стью и самим геном trpE появился ген trpB, и затем
произошла дупликация trpB вместе с его регулятор�
ной областью, в результате которой паралог trpB,
вместе с регуляторной областью, оказался позици�
онно сцепленным с геном trpA. После этого в этой
регуляторной области перед trpBA начали накапли�
ваться мутации. 

На дереве регуляторных областей близки ветви,
ведущие к trpS у Streptomyces avermitilis и к trpE у Strep'
tomyces spp. (рис. 13). Поэтому можно предполагать,
что регуляция перед trpS у S. avermitilis произошла из
более древней регуляции перед trpE. Регуляция у ви�
дов Nocardia farcinica и Saccharopolyspora erythraea пе�
ред trpS имеет древнее происхождение (рис. 13).

Предсказано большое число случаев классиче�
ской аттенюаторной регуляции trpE у α�, β�, γ�про�
теобактерий, у типа Bacteroidetes и у двух представи�
телей Thermotoga spp. (Thermotogae) (рис. 14–17), а
также у гена trpS у δ�протеобактерий вместе с соот�
ветствующим ансамблем спиралей (рис. 18), и для
гена trpB у двух представителей Bacillus spp. (Firmic�
utes) (рис. 12b). 

Из двух паралогов trpE Vibrio fischeri регуляция
имеется только у второго из них. У γ�протеобактерий
Pseudoalteromonas tunicata и Alteromonadales bacterium
произошла дупликация регуляторной области гена
trpE (рис. 16). 

Все указанные выше случаи, кроме trpS1 у δ�про�
теобактерий, относятся к типу регуляции по Янов�
скому.

10*
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Гистидин

Предсказана классическая аттенюаторная струк�
тура, связанная с гистидином, у α�протеобактерий,
где она регулирует транскрипцию гена hisS, у γ�про�
теобактерий – гена hisG, у Firmicutes – гена hisZ, у
Bacteroidetes – гена hisG и у Thermotogae – гена hisS
(рис. 19–22). У γ�протеобактерий и у некоторых Fir�
micutes наблюдается регуляция на основе цепи спи�
ралей с участием триплексов, а у Bacteroidetes, Ther�
motogae и у рода Listeria – по Яновскому.

Перед геном hisG у многих γ�протеобактерий
(включая представителей семейств Enterobacteriales,
Pasteurellales, Vibrionales, Alteromonadales, Aero�
monadales) найден триплекс, который, согласно на�
шему методу, участвует в формировании котермина�
тора. Третье плечо триплекса включает много остат�
ков урацила, что обеспечивает высокую его
стабильность независимо от кислотности цитоплаз�
мы. В большинстве случаев здесь складывается три�
плекс из триад Py�Pu�Py. Однако у Alteromonadales
bacterium и Pseudoalteromonas haloplanktis складывает�
ся смешанный триплекс CUGU*GAGG�CCUC, со�
держащий триады Py�Pu�Py и Pu�Pu�Py (рис. 20).
Напомним, что третье плечо триплекса везде отде�
ляется звездочкой. Регуляторные области на рис. 20
и рис. 22 хорошо выравниваются, что указывает на
их высокую консервативность у многих γ�про�
теобактерий и бактероидов.

Перед геном hisZ у нескольких бацилл (Bacillus
cereus, B. thuringiensis, B. anthracis, B. weihenstephanen'
sis), возможно, расположен слабый цитидил�гуани�
ловый триплекс Py�Pu�Py, который участвует в фор�
мировании котерминатора. Перед геном hisZ у
Clostridium difficile котерминатор складывается с уча�
стием триплекса Pu�Pu�Py AAG*AAG�CUU (рис. 21).

Перед геном lysQ, кодирующим пермеазу, у Lacto'
coccus lactis (Firmicutes) наблюдается классическая
аттенюаторная регуляция с гистидиновыми регуля�
торными кодонами и цепью спиралей, в которой ко�
терминатор поддерживается триплексом Pu�Pu�Py
AGA*AGA�UCU (рис. 23). Возможно, среди Firmic�
utes только у Lactococcus lactis эта пермеаза сменила
специфичность и стала гистидиновым транспорте�
ром: здесь наблюдается регуляция, зависимая от
концентрации гистидина, в то время как у других
фирмикут перед ортологичным геном отсутствует
даже ген лидерного пептида.

Хотя перед hisZ у бацилл и клостридий наблюда�
ется цепь спиралей с триплексами, у представителей
филогенетически близкого рода Listeria предсказы�
вается классическая аттенюаторная регуляция по
Яновскому.

У фирмикут триплексы обнаружены лишь в не�
больших таксономических группах. Это свидетель�
ствует о том, что триплексы у них возникли в ходе
эволюции недавно. Поскольку устойчивость неко�
торых триплексов зависит от кислотности цитоплаз�
мы или от содержания в ней ионов, можно предпо�
ложить, что участие триплексов в регуляции опреде�
ляется сложными обратными связями, которые

согласуют ответ на концентрацию соответствующей
аминокислоты с кислотностью цитоплазмы.

При моделировании показана низкая эффектив�
ность регуляции без учета триплексов, а при их учете –
значительное изменение зависимости частот преж�
девременной терминации транскрипции от концен�
трации соответствующей аминоацил�тРНК. Таким
образом, участие триплексов в регуляции у γ�про�
теобактерий подтверждается как их консервативно�
стью, так и при моделировании. Моделирование на
лидерной области перед геном hisG у γ�протеобакте�
рий также показывает, что без учета триплексов со�
ответствующие антитерминирующие структуры
РНК недостаточно стабильны для обеспечения эф�
фективной регуляции. В случае Clostridium difficile и
гена hisZ только увеличение энергии котерминатора,
которое происходит в результате учета триплекса,
приводит к отчетливой зависимости экспрессии
структурного гена от концентрации гистидил�
тРНК, что соответствует предсказанию о наличии
регуляции. 

Разветвленные аминокислоты

Классическая аттенюаторная структура с ансам�
блем антитерминаторов предсказана для гена ilvB
большинства актинобактерий из порядка Actino�
mycetales, за исключением Propionibacterium acnes,
Tropheryma whipplei, Clavibacter michiganensis, Leifsonia
xyli, Janibacter и Salinispora arenicola. За пределами
Actinomycetales такая регуляция предсказана для Bi'
fidobacterium adolescentis, однако у вида Bifidobacteri'
um longum из того же рода и у Rubrobacter xylanophilus
наш метод ее не обнаруживает: у этих бактерий нет
даже гена лидерного пептида. Для упомянутого
большинства имеется консервативный терминатор
транскрипции, но отсутствует консервативный ан�
титерминатор, и его роль берет на себя ансамбль из
нескольких спиралей и псевдоузлов (рис. 24). 

Аннотировано шесть паралогов гена ilvB актино�
бактерии Rhodococcus jostii, из которых два (ilvB4 и
ilvB5) предваряются генами лидерного пептида и па�
рой длинных альтернативных шпилек. После спи�
рали, которая, предположительно, играет роль тер�
минатора, U�участок имеется только перед геном
ilvB5, но не перед ilvB4. Здесь можно обсуждать клас�
сическую аттенюаторную регуляцию без U�участка;
не исключено, что в некоторых из этих случаев регу�
ляции просто нет. Классическая аттенюаторная ре�
гуляция по Яновскому у еще одного паралога ilvB1
деградировала, но некоторые ее элементы сохрани�
лись. Регуляторные области у ilvB4 и ilvB5 значитель�
но отличаются между собой (рис. 24).

В роли антитерминатора ilvB у большинства α�
протеобактерий также выступает ансамбль спира�
лей (рис. 25). У Rhodobacterales bacterium регуляция
имеется у обоих паралогов этого гена, показанных
на этом рисунке.

Регуляции на уровне транскрипции ilvB у β�про�
теобактерий Bordetella spp., по�видимому, нет. Если
принять иной инициирующий кодон структурного
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гена, чем указанный в аннотации NCBI, а именно
кодон, который выравнивается с инициирующими
кодонами у B. bronchiseptica и B. parapertussis, то мож�
но предсказать регуляцию на уровне трансляции, то
есть секвестр�аттенюаторную регуляцию. Ее эле�
менты показаны на рис. 26а. 

У многих γ�протеобактерий оперон leuABCD и ге�
ны ilvA, ilvC, ilvG и ilvB, часто включенные в различ�
ные опероны, находятся под классической аттенюа�
торной регуляцией по Яновскому (рис. 27). Некото�
рые из этих случаев были приведены ранее [1].

Дерево регуляторных областей перед генами ilv у
γ�протеобактерий показывает, что участки регуля�
ции перед ilvA, ilvC и ilvB, как и перед совместно взя�
тыми генами ilvC и ilvB, образуют четыре клады. Ре�
гуляция перед ilvG самая древняя и восходит к обще�
му предку γ�протеобактерий (рис. 28). 

Перед геном ilvB у Stigmatella aurantiaca (δ�про�
теобактерии) найдена некоторая потенциальная
структура, похожая на структуру классической атте�
нюаторной регуляции, которая включает ген лидер�
ного пептида, но обладает рядом особенностей (без
U�участка и т.д.) (рис. 26с). То же самое имеет место
у представителей порядков Desulfobacterales, Des�
ulfuromonadales, Syntrophobacterales (δ�протеобакте�
рии). Однако соответствующие регуляторные обла�
сти не консервативны, и регуляция не подтвержда�
ется моделированием (рис. 29).

Классическая аттенюаторная регуляция предска�
зана для гена ilvD одной актинобактерии Corynebac'
terium efficiens (рис. 30а). 

В регуляторной области гена ilvD родов Staphylo'
coccus и Listeria (Firmicutes) наблюдается цепь спира�
лей: четыре консервативные спирали с образованием
триплекса из триад Py�Pu�Py при формировании ко�
антитерминатора. Правда, здесь возможен альтерна�
тивный антитерминатор, который длиннее и не тре�
бует участия триплексов (рис. 31). При моделирова�
нии регуляции ilvD у Staphylococcus и Listeria (рис. 32)
наблюдается случай, сходный со случаем гена hisG,
который показывает, что учет энергии триплекса в со�
ставе антитерминатора необходим. Это наблюдение,
вместе с фактом консервативности, подтверждают
необходимость учета триплексов при вычислении
энергии вторичной структуры РНК. У Geobacillus ther'
modenitrificans наблюдается классическая регуляция
по Яновскому. Такая же регуляция наблюдается у
представителей типов Bacteroidetes/Chlorobi и у Her'
petosiphon aurantiacus (Chloroflexi) (рис. 30b, с).

Для небольшого числа α� и β�протеобактерий
предсказана классическая аттенюаторная регуляция
гена leuA по Яновскому. Среди них вид Acidovorax sp.
JS42 уникален тем, что два паралога этого гена обра�
зуют общий оперон с единой регуляцией. Из β�про�
теобактерий классическая аттенюаторная структура
найдена у представителей таксона Burkholderiales
(Burkholderia xenovorans, Burkholderia phytofirmans,
Burkholderia pseudomallei, Delftia acidovorans, Po'
laromonas sp., Comamonas testosteroni, Methylibium pe'
troleiphilum, Acidovorax sp.) (рис. 33а, b).

У γ�протеобактерий Enterobacteriales, Pasteurel�
laceae, Shewanella spp., Vibrionaceae, Xanthomona�
daceae имеется структура классической аттенюации
гена leuA по Яновскому; здесь присутствует консер�
вативный терминатор большой длины. Некоторые
из этих видов приведены ранее [1]. Ген leuA у этих γ�
протеобактерий, кроме Xanthomonadaceae, не имеет
паралогов и входит в длинный оперон leuABCD, а у
Xanthomonadaceae – в оперон ilvCGM�tdcB�leuA. Та�
ким образом, в одном случае участок регуляции на�
ходится непосредственно перед leuA, а в другом слу�
чае – далеко от него, и тогда ilv и leuA регулируются
совместно. Аналогичные случаи наблюдаются и у не�
которых α�протеобактерий. Ген leuA у Pseudomona�
daceae также не имеет паралогов, но не входит в со�
став полицистронного оперона и не имеет гена ли�
дерного пептида (рис. 34). 

Классическая аттенюаторная регуляция по
Яновскому перед генами leuA и ilvB предсказана у
небольшого числа δ�протеобактерий. А именно, ген
leuA регулируется у Desulfotalea psychrophila, Stigmatel'
la aurantiaca, Syntrophobacter fumaroxidans, Syntrophus
aciditrophicus и Plesiocystis pacifica (рис. 33с). По дереву
видов можно заключить, что у этого гена δ�про�
теобактерий мозаичное филогенетическое распре�
деление регуляции. 

Поиск по образцу указал на возможность суще�
ствования участка классической аттенюаторной ре�
гуляции по Яновскому перед геном leuS у S. avermiti'
lis и S. coelicolor (актинобактерии). Однако этот уча�
сток регуляции генов аминоацил�тРНК�синтетаз не
подтверждается моделированием. 

LEU�регуляция гена leuA у актинобактерий. Нами
значительно расширен список участков LEU�регу�
ляции, приведенный ранее [2]: ее содержит боль�
шинство актиномицетов перед этим геном (рис. 35).
LEU�регуляция обнаружена у большинства актино�
бактерий из порядка Actinomycetales за исключени�
ем двух семейств из таксона Propionibacterineae (Pro'
pionibacterium acnes и Nocardioides sp. JS614) и семей�
ства Cellulomonadaceae (Tropheryma whipplei). LEU�
регуляция не обнаружена в других порядках актино�
бактерий: у Rubrobacterales (Rubrobacter xylanophilus),
Coriobacteriales (Atopobium minutum), Biofidobacteri�
ales (Bifidobacterium longum и B. adolescentis). 

Можно предположить, что LEU�регуляция перед
геном leuA возникла у последнего общего предка Ac�
tinomycetales и затем исчезла у общего предка таксо�
на Propionibacterineae, хотя сам ген leuA хорошо со�
хранился в таксоне. Сам ген leuA у Tropheryma whip'
plei (Cellulomonadaceae, Actinomycetales) отсутствует. 

Согласно данным Крастера и соавт. (Craster) [27],
замена лейциновых кодонов в предполагаемом гене
лидерного пептида перед геном leuA у Streptomyces
coelicolor не влияет на интенсивность транскрипции.
Это позволяет предположить, что весьма консерва�
тивный у Actinomycetales LEU�элемент связан с регу�
ляцией экспрессии на уровне инициации трансля�
ции. В пользу такой гипотезы говорит и то, что 3'�
плечо черенка LEU�элемента перекрывает сайт свя�
зывания рибосомы и, таким образом, черенок пре�
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пятствует инициации трансляции гена leuA. 5'�Плечо
черенка находится внутри гена лидерного пептида
вблизи лейциновых кодонов, поэтому стабильность
черенка зависит от скорости трансляции этого гена. 

LEU1�регуляция гена leuA у протеобактерий. У
многих α� и некоторых β�протеобактерий
(Burkholderiales) перед этим геном найден ген лидер�
ного пептида, содержащий последовательность лей�
циновых кодонов, который, вместо вторичной
структуры РНК, характерной для классической ат�
тенюаторной регуляции или LEU�регуляции, со�
провождается псевдоузлом, который мы назвали
LEU1�псевдоузлом (рис. 2). Псевдоузел LEU1 вме�
сте с геном лидерного пептида и регуляторными (в
данном случае лейциновыми) кодонами в нем на�
зван LEU1�регуляцией (рис. 36, 37). 

Участок LEU1�регуляции перед этим геном най�
ден у α�протеобактерий (Rhizobiales: Agrobacterium
tumefaciens, Aurantimonas sp. SI85�9A1, Brucella spp.,
Fulvimarina pelagi, Mesorhizobium spp., Rhizobium spp.,
Sinorhizobium spp.; Rhodospirillales: Magnetospirillum
spp.; Rhodobacterales: Dinoroseobacter shibae, Jannas'
chia sp. CCS1, Loktanella vestfoldensis, Oceanicola spp.,
Rhodobacterales bacterium HTCC2654, Rhodobacter
spp., Roseobacter denitrificans, Roseovarius spp., Sulfito'
bacter spp., Alpha proteobacterium HTCC2255) и β�про�
теобактерий (Burkholderiales: Bordetella spp., Ralstonia
eutropha, Ralstonia metallidurans, Janthinobacterium sp.,
Herminiimonas arsenicoxydans). У Rhizobiales псевдо�
узел содержит дополнительную неконсервативную
спираль в петле консервативного псевдоузла. 

Во всех видах, содержащих несколько паралогов
этого гена, LEU1�псевдоузел найден не более, чем
перед одним из паралогов. Для Rhizobiales такой па�
ралог – ближайший гомолог гена leuA Agrobacterium
tumefaciens (белок NP_355220.1). В случае Rhodospi�
rillales и Rhodobacterales – это ближайший гомолог
leuA у Roseobacter denitrificans (белок YP_681546.1); в
случае Burkholderiales – это ближайший гомолог leuA
у Bordetella pertussis Tohama I (белок NP_879030.1).

LEU1�структуры у Burkholderiales сходны со
структурой из Rhizobiales и сравнительно далеки от
структур у Rhodobacterales как по нуклеотидному со�
ставу спиралей, так и по расположению псевдоузла
относительно стоп�кодона лидерного пептида. Во
всех случаях лидерный пептид имеет длинный и со�
вершенно не консервативный N�концевой участок.

Гомолог leuA, перед которым найден участок
LEU1�регуляции, у α� и β�протеобактерий позици�
онно не связан с другими генами leu или ilv. У Mag'
netospirillum spp. (Rhodospirillales) имеется несколько
паралогов leuA. Тот из них, который регулируется
LEU1, по аминокислотной последовательности зна�
чительно дальше от гена leuA в кишечной палочке,
чем другой паралог у Magnetospirillum, позиционно
связанный с генами ilv. Таким образом, ген leuA у
Rhizobiaceae, вероятно, является ксенологом. 

Итак, LEU1�регуляция связана с геном семей�
ства изопропилмалат�, гомоцитрат�, цитрамалат�
синтаз, который сходен, но отличим от общего
представителя гена leuA у большинства протеобакте�

рий. С другой стороны, у Rhizobiaceae имеется толь�
ко один гомолог гена leuA, что указывает на его
функциональную значимость; а все гомологи гена
leuA у протеобактерий, предваряемые участком по�
тенциальной LEU1�регуляцией, являются ортоло�
гами друг друга. 

По крайней мере, два паралога leuA, кодирующих
2�изопропилмалатсинтазу у Magnetospirillum, име�
ются. Распределение аттенюаторной регуляции по�
казывает, что один из этих паралогов унаследован от
общего предка протеобактерий, а другой – LEU1�
регулируемый ксенолог. Унаследованный от общего
предка паралог гена leuA, как можно предположить,
регулируется по способу классической аттенюации
совместно с генами ilv, при этом они составляют
один совместный оперон. Эта ситуация похожа на
классическую аттенюацию у семейства Xanthomona�
daceae из γ�протеобактерий. 

LEU1� и LEU�псевдоузлы имеют некоторое
структурное сходство, хотя даже на этом уровне от�
личаются: LEU�псевдоузел имеет черенок, а LEU1�
псевдоузел не имеет его. На количественном, так
сказать, уровне они отличаются еще больше: нук�
леотидный состав псевдоузлов не имеет общих мо�
тивов, число лейциновых кодонов у LEU1 меняется
в пределах 4–8, а у LEU – около 3, длины плеч у ле�
вой спирали LEU�псевдоузла больше, чем у LEU1�
псевдоузла. Положения стоп�кодонов внутри этих
двух псевдоузлов аналогичны. У Rhodospirillales и у
большинства Rhodobacterales псевдоузел располо�
жен на небольшом расстоянии от начала гена leuA, а
любой участок, подходящий на роль сайта связыва�
ния рибосомы перед этим геном, не комплемента�
рен области лейциновых кодонов, как это имеет ме�
сто в случае LEU�регуляции у актинобактерий. На�
против, у Rhizobiales и Burkholderiales расстояние от
гена лидерного пептида до начала гена leuA велико и
включает длинный неконсервативный участок. 

Если пытаться найти у LEU1�структуры черенок,
аналогичный черенку у LEU�структуры, это не уда�
ется по следующей причине. Можно найти спираль,
у которой левое плечо перекрывает участок лейци�
новых кодонов с длиной плеча 5–8 н. (обычно 6 н.),
и правое плечо перекрывает предполагаемый сайт
связывания рибосомы перед leuA, но у такой спира�
ли внешняя петля будет содержать от 140 н. (у Brucel'
la) до 217 н. (у Bordetella). Столь большая длина петли
этой спирали, включающей кроме того длинный не�
консервативный участок (ниже псевдоузла), сделала
бы ее нестабильной, и поэтому она, по�видимому, не
имеет регуляторного значения. Поэтому нет основа�
ний предполагать, что LEU1�регуляция у этих про�
теобактерий функционирует на уровне трансляции
гена leuA, как это имеет место в случае LEU�регуля�
ции. С другой стороны, в указанных видах отсут�
ствует и терминатор транскрипции на всем участке
между лидерным пептидом и геном leuA. 

Поэтому “слабая” гипотеза состоит в том, что
спирали псевдоузла препятствуют связыванию не�
которого белка, участвующего в терминации тран�
скрипции или в разрушении мРНК leuA. А именно,
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если лейцина мало, то рибосома редко разрушает
псевдоузел, и белок не может связать мРНК. Если
лейцина много, то рибосомы, транслирующие ли�
дерный пептид, постоянно разворачивают псевдо�
узел, и в этой области связывается белок. Рибосома
закрывает 10–12 нуклеотидов перед собой. При
классической аттенюаторной регуляции расстояние
между регуляторными кодонами и антитерминатор�
ной шпилькой обычно сходно с расстоянием между
регуляторными кодонами и LEU1�псевдоузлом в
LEU1�регуляции. Поэтому в случае, если имеется
псевдоузел, рибосома, остановившись на первых
лейциновых кодонах, оказывается у начала псевдо�
узла, но почти не разрушает его. С другой стороны,
дойдя до стоп�кодона лидерного пептида, рибосома
еще не перекрывает 3'�плеча правой спирали псев�
доузла и не освобождает связавшиеся там белки.
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