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ГЕНЫ ПУРИНОВОГО БИОСИНТЕЗА ДРОЖЖЕЙ 
СОДЕРЖАТ РЕГУЛЯТОРНЫЕ СИГНАЛЫ 

СИСТЕМЫ ОБЩЕГО КОНТРОЛЯ БИОСИНТЕЗА АМИНОКИСЛОТ 

А. Н. Мясников, Μ. Н. Смирнов 

В последние годы значительный интерес привлекает исследование механизмов регуля-
ции биосинтеза ферментов анаболизма аминокислот в дрожжах Saccharomyces cerevi-
siae [1]. Для нескольких групп ферментов, каждая из которых обеспечивает синтез 
одной или двух-трех метаболически тесно связанных аминокислот, показано наличие 
двух систем такой регуляции: специфической, заключающейся в усилении биосинтеза 
ферментов анаболизма определенной аминокислоты в ответ на голодание по этой ами-
нокислоте. а также неспецифического регуляторного механизма, при посредстве кото-
рого недостаток одной аминокислоты приводит к усилению продукции ферментов био-
синтеза большой группы аминокислот. В литературе этот механизм получил название 
«общего контроля биосинтеза аминокислот» [1]. Идентифицирован ряд генов, участвую-
щих в этой регуляторной системе, причем ключевым среди них оказался ген GCN4. 
Этот ген транскрибируется в мРНК необычного строения, скорость трансляции кото-
рой усиливается в условиях аминокислотного голодания [2, 3]. Белок — продукт гена 
GCN4 — непосредственно связывается с регуляторными участками промоторов многих 
генов аминокислотного анаболизма, узнавая в них короткую последовательность нуклео-
тидов TGACTC, и активирует транскрипцию этих генов [4, 5]. 

Значительно слабее изучена регуляция экспрессии генов, обеспечивающих биосин-
тез пуриновых нуклеотидов в дрожжах [1]. Только для одного гена пуринового био-
синтеза — гена ADE4 показано, что уровень его транскрипции регулируется концентра-
цией аденина в питательной среде [6]. Предположив, что гены пуринового биосинтеза 
также могут иметь общую систему координированной регуляции, мы провели сравнение 
нуклеотидных последовательностей промоторных областей этих генов для выделения в 
них повторяющихся участков — кандидатов на роль сайтов узнавания гипотетического 
регуляторного белка. 

В настоящее время известна нуклеотидная последовательность трех генов пури-
нового биосинтеза: ADE4 [6], ADE2 [7], а также ADE1. Структура последнего уста-
новлена нами и полностью публикуется отдельно. Нуклеотидная последовательность 
промоторной области гена ADE1 приведена на схеме 1. Представлена кодирующая 
нить ДНК. Нумерация нуклеотидных остатков от предполагаемого ATG-кодона. Фраг-
мент, повторяющийся в промоторах генов пуринового биосинтеза, выделен. 

ТАТТС ACGAGTCAGT CTGACTCTTG CGAGAGATGA — 20 
GGATGTAATA ATACTAATCT CGAAGATGCC ATCTAATACA TATAGACATA —151 
TATATATATA ТАТАТАТАСА ТТСТАТАТАТ TCTTACCCAG ATTCTTTGAG —101 
GTAAGACGGT TGGGTTTTAT CTTTTGCAGT TGGTACTATT AAGAACAATC - 5 1 
GAATCATAAG CATTGCTTAC AAAGAATACA CATACGAAAT ATTAACGATA ATG 

Поиск совпадающих фрагментов в промоторных областях трех перечисленных 
генов позволил выделить консервативный фрагмент TGACTCTT, встречающийся во всех 
трех промоторах (в гене ADE2 он повторяется дважды) , причем этот фрагмент всегда 
обнаруживается на расстоянии от 150 до 350 п. о. от ATG-кодона, т. е. как раз в том 
районе, где обычно обнаруживаются регуляторные участки дрожжевых промоторов. 
На схеме 2 представлены консервативные участки в промоторах генов пуринового био-
синтеза. Приведены также участок промотора гена HIS1, содержащий идентичный 
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фрагмент последовательности, и консенсус регуляторного участка генов, входящих в 
систему общего контроля биосинтеза аминокислот. Нуклеотидные остатки пронумеро-
ваны от ATG-кодона. Как показывает несложный расчет, вероятность того, что отме-
ченные совпадения носят случайный характер, весьма мала. Наиболее интересным и 
неожиданным оказалось то, что повторяющаяся в генах пуринового биосинтеза после-
довательность включает в себя консенсус регуляторной последовательности генов био-
синтеза аминокислот TGACTC, причем в промоторах генов HIS1 и HIS3 — типичных 
представителей генов, регулируемых общей системой контроля биосинтеза аминокис-
лот— присутствует точный повтор октануклеотидного консервативного фрагмента пу-
риновых генов [1, 4]. Более того, для гена HIS3 экспериментально было показано, что 
именно этот фрагмент последовательности отвечает за регуляцию его транскрипции [1]. 

—230 —220 —210 —200 
» » » » 

TTCACGAGTCAGTCTGACTCTTGCGAGAGATGAGGA ADE 1 
—200 —190 —180 

» » » 
GCTATGCCGACAAATGACTCTTGTTGCAGGGCTACG ADE 2 

— 150 —140 —130 —120 
» » » » 

TAATATTAAGTGATTGACTCTTGCTGACCTTTTATT ADE 2 
—370 —360 —350 —340 

» » » » 
ATGACCCGATGTATTGACTCTTCCTGACCGAAAATA ADE 4 

—280 —270 —260 —250 
» » » » 

CATTGATAACAGCGTGACTCTTCCCGGAAATTCTTT HIS 1 
TGACTC 

Перечисленные выше факты дают веское основание для предположения, что в 
сферу действия системы общего контроля биосинтеза аминокислот попадают также и 
гены пуринового биосинтеза. Это предположение вполне поддается экспериментальной 
проверке, и в том случае, если оно подтвердится, можно будет говорить уже не о 
системе общего контроля биосинтеза аминокислот, а как о системе регуляции биосинте-
за ферментов по крайней мере двух анаболических путей. 

Авторы выражают признательность М. А. Рахману за составление программы 
для ЭВМ, использованной в настоящей работе; В. Д. Домкину, Д. А. Горденину, 
А. П. Перевозчикову и К. В. Останину — за плодотворные советы и дружескую критику. 

THE YEAST PURINE BIOSYNTHESIS GENES CONTAIN 
REGULATORY SIGNALS OF THE GENERAL AMINO ACID CONTROL 

A. N. Myasnikov, M. N. Smirnov 

Department of Genetics of the A. A. Zhdanov State University, Leningrad 

S u m m a r y 

The promoters of three genes coding for enzymes of purine biosynthesis pathway — 
ADE1, ADE2 and ADE4 contain a conservative octanucleotide f ragment of sequence 
TGACTCTT. This f ragment includes a perfect copy of a consensus sequence for the re-
gulatory site at which the GCN4 gene product binds to the promoters of genes regula-
ted by the general amino acid control — TGACTC. 
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ПРИСУТСТВИЕ ДВУХ СИЛЬНЫХ ПРОМОТОРОВ 
ОПРЕДЕЛЯЕТ ОРИЕНТАЦИЮ ФРАГМЕНТА ДНК 
ПРИ ВСТРАИВАНИИ В ПЛАЗМИДУ pUC19 

Ε. Б. Патон, Α. Η. Живолуп, Л. А. Вараница 

В предыдущих сообщениях [1, 2] мы показали, что встраивание гена rpoB Е. coli при 
клонировании в нитевидных фагах (производные фага М13) происходит однонаправ-
ленно и приводит к образованию нестабильных рекомбинантных фагов. Было также 
установлено, что стабильность фагов увеличивается при удалении сильного промотора 
Pj, содержащегося во встроенном фрагменте ДНК. Для выяснения причин, вызываю-
щих однонаправленную ориентацию данного фрагмента и нестабильность рекомби-
нантных фагов, нам представлялась целесообразной попытка клонирования данного 
фрагмента ДНК, включающего гены rpoB, rplJ и rplL вместе с промоторами Pj и 
Ρ β, направляющими транскрипцию этих генов, в плазмиде pUC19, сочетающей в себе 
свойства pBR322 и фага М13тр19. 
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Рис. 1. Физико-генетическая карта космиды pJC703. rpoB, rpoC, rplJ, rplL — гены, ко-
дирующие синтез β- и β'-субъединиц РНК-полимеразы Е. coli и рибосомных белков 
L10 и L7/LI2 соответственно. Стрелками обозначены сайты узнавания рестриктазами 
EcoRI, Hindlll и BamHI. Клонированный в pUC19 Bglll-фрагмент выделен жирной 
линией. Цифрами обозначены величины фрагментов в Мдальтонах. 
Fig. 1. A physico-genetic map of the cosmid pJC703. rpoB, rpoCT rplJ, rplL — genes 
encoding β and β7 subunits of E. coli iRNA polymerase and ribosomal proteins L10 and 
L7/L12, respectively. Pj and P$— promoters. Arrows mark recognition sites for EcoRI, 
Hindlll and BamHI. The cloned Bglll f ragment is given in bold line. Figures designate 
fragments ' length (MDalton). 

Источником клонируемого Bglll-фрагмента Д Н К послужила космида pJC703 [3], 
физико-генетическая карта которой приведена на рис. 1. 0,8 мкг плазмиды pJC703, 
расщепленной рестриктазой Bglll, лигировали с 0,3 мкг расщепленной BamHI Д Н К 
pUC19 и использовали для трансформации компетентных клеток coli JMI0I [4]. 
Реакции рестрикции, лигирования, получение компетентных клеток и трансформацию 
их проводили по стандартным методикам, описанным в [5]. Для отбора рекомбинант-
ных клонов Е. coli мы воспользовались тем обстоятельством, что клонируемый ген 
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