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Ðåêîìáèíîãåííûé ïîòåíöèàë áåëêîâ RecA: ýâîëþöèîííûå âîçìîæíîñòè è ...

Îáçîð ïîñâÿùåí ïðîáëåìå êîíòðîëÿ ãîìîëîãè÷åñêîé ðåêîìáèíàöèè â áàêòåðèàëüíîé êëåòêå. Îá-
ñóæäàþòñÿ âîçìîæíûå ñïîñîáû ïîâûøåíèÿ ðåêîìáèíîãåííîñòè ðåêîìáèíàçû À è ïîñëåäñòâèÿ ãèïåððå-
êîìáèíàöèè äëÿ êëåòêè. Áåëîê RecA — öåíòðàëüíûé ôåðìåíò ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè â áàêòåðè-
àëüíîé êëåòêå. Îáðàçóÿ ïðàâîçàêðó÷åííûé ñïèðàëüíûé ôèëàìåíò íà îöÄÍÊ, îí îáåñïå÷èâàåò ïîèñê ãî-
ìîëîãèè ìåæäó äâóìÿ ìîëåêóëàìè ÄÍÊ è îáìåí ãîìîëîãè÷íûõ íèòåé. Áåëîê RecA íå òîëüêî çàùèùàåò
êëåòêó îò âîçäåéñòâèÿ èîíèçèðóþùåé ðàäèàöèè è ÓÔ-îáëó÷åíèÿ, íî òàêæå ìîæåò ïîëíîñòüþ îñóùåñòâ-
ëÿòü ðåêîìáèíàöèîííûé ïðîöåññ â õîäå íîðìàëüíîãî êëåòî÷íîãî ðîñòà. Ýâîëþöèÿ ðåêîìáèíîãåííûõ
ñâîéñòâ îãðàíè÷åíà âîçìîæíîñòÿìè ìåòàáîëèçìà äðóãèõ ñèñòåì êëåòêè. Óâåëè÷åíèå ðåêîìáèíîãåííî-
ñòè âîçìîæíî èñêóññòâåííî, íî ýòî íåãàòèâíî îòðàæàåòñÿ íà ðåïëèêàòèâíîì àïïàðàòå è êëåòî÷íîì äåëå-
íèè. Òàêèì îáðàçîì, óðîâåíü ïðèðîäíîé ðåêîìáèíîãåííîñòè ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ýâîëþöèîííûé êîìï-
ðîìèññ ìåæäó ïîçèòèâíûìè è íåãàòèâíûìè ñòîðîíàìè ðåêîìáèíàöèè.
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Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÓÔ-îáëó÷åíèå — óëüòðàôèîëåòîâîå îáëó÷åíèå, îöÄÍÊ — îäíîöåïî-
÷å÷íàÿ ÄÍÊ, äöÄÍÊ — äâóõöåïî÷å÷íàÿ ÄÍÊ.

Ôåðìåíòû ãîìîëîãè÷åñêîé ðåêîìáèíàöèè íàéäåíû
âî âñåõ òðåõ öàðñòâàõ æèâûõ îðãàíèçìîâ, õîòÿ è íàçûâà-
þòñÿ ïî-ðàçíîìó — RecA ó Bacteria, RadA ó Archaea è
Rad51 ó Eukarya (Brendel et al., 1997). Âñå òðè áåëêà —
àíàëîãè, ñîñòîÿùèå èç òðåõ äîìåíîâ (N-êîíöåâîãî, öåíò-
ðàëüíîãî è Ñ-êîíöåâîãî) è ñîõðàíÿþùèå ñóùåñòâåííóþ
ñòðóêòóðíóþ ãîìîëîãèþ ëèøü â öåíòðàëüíîì äîìåíå.
Íàèáîëåå èçó÷åííûì èç ïåðå÷èñëåííûõ áåëêîâ ÿâëÿåò-
ñÿ áåëîê RecA èç Escherichia coli (RecAEc). Îñîáóþ àêòó-
àëüíîñòü èçó÷åíèå ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîé îðãàíè-
çàöèè áåëêà RecA ïðèîáðåëî â ñâåòå äàííûõ îá óíèâåð-
ñàëüíîñòè ñòðóêòóðû íóêëåîïðîòåèíîâîãî ôèëàìåíòà,
îáðàçóåìîãî RecA-ïîäîáíûìè áåëêàìè. Ìîëåêóëÿðíûé
ìåõàíèçì îáìåíà íèòåé ìåæäó ãîìîëîãè÷íûìè ìîëåêó-
ëàìè ÄÍÊ àíàëîãè÷åí äëÿ ïðî- è ýóêàðèîò. Òàêèì îáðà-
çîì, äàííûå, ïîëó÷åííûå ïðè èçó÷åíèè áàêòåðèàëüíîãî
áåëêà RecA, ìîãóò áûòü ïîëåçíû äëÿ èññëåäîâàíèÿ ìåõà-
íèçìîâ ðåêîìáèíàöèè è ðåïàðàöèè ó âûñøèõ îðãàíèçìîâ,
âêëþ÷àÿ ÷åëîâåêà. Â ÷àñòíîñòè, ïîñëåäíèå èññëåäîâàíèÿ
âûÿâèëè, ÷òî ìîëåêóëÿðíûå èíãèáèòîðû áåëêà RecA ìî-
ãóò áûòü òàêæå ýôôåêòèâíû ïðè ïîäàâëåíèè Rad51-çàâè-
ñèìîé ãîìîëîãè÷åñêîé ðåêîìáèíàöèè â ýóêàðèîòè÷åñêîé
êëåòêå è, ñëåäîâàòåëüíî, â òåðàïèè îíêîëîãè÷åñêèõ çàáî-
ëåâàíèé (Huang et al., 2011). Âìåñòå ñ òåì çíà÷èìîñòü èñ-
ñëåäîâàíèÿ ïðîêàðèîòè÷åñêèõ ðåêîìáèíàç îòíþäü íå
îãðàíè÷åíà èñïîëüçîâàíèåì èõ êàê ìîäåëüíîé ñèñòåìû

äëÿ áåëêà Rad51. Âàæíîé öåëüþ îáçîðà ÿâëÿåòñÿ îáñóæ-
äåíèå ïîòåíöèàëà ðåêîìáèíîãåííîñòè, çàëîæåííîãî â
áåëêå RecA, è ïðè÷èí åå ïðèðîäíîãî îãðàíè÷åíèÿ. Áåëîê
RecA ôóíêöèîíàëüíî ó÷àñòâóåò â îáùåé ðåçèñòåíòíîñòè
ïàòîãåííûõ áàêòåðèé ê äåéñòâèþ àíòèáàêòåðèàëüíûõ
ïðåïàðàòîâ è ÿâëÿåòñÿ àêòèâàòîðîì áàêòåðèàëüíîãî
SOS-îòâåòà. Ïîýòîìó îí ÿâëÿåòñÿ óäà÷íîé ìèøåíüþ äëÿ
õèìè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé è ïåïòèäíûõ èíãèáèòîðîâ, ïî-
òåíöèàëüíî ñïîñîáíûõ áëîêèðîâàòü áàêòåðèàëüíûé
SOS-îòâåò (Alam et al., 2016).

Ýíçèìàòè÷åñêèé êîíòðîëü
ãîìîëîãè÷åñêîé ðåêîìáèíàöèè

Áåëîê RecA — öåíòðàëüíûé ôåðìåíò ãîìîëîãè÷å-
ñêîé ðåêîìáèíàöèè è ðåêîìáèíàöèîííîé ðåïàðàöèè.
Ñòðóêòóðà è ôóíêöèè RecA ñîõðàíÿþò âûñî÷àéøóþ êîí-
ñåðâàòèâíîñòü ñðåäè áàêòåðèé. Áåëîê RecA íåîáõîäèì
äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ ðåêîìáèíàöèîííîé ðåïàðàöèè ÄÍÊ
áàêòåðèé, à òàêæå äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ ñèíòåçà ÄÍÊ â ìåñ-
òàõ âûíóæäåííîé îñòàíîâêè ðåïëèêàòèâíîé âèëêè, ïðîè-
çîøåäøåé â õîäå íîðìàëüíîãî êëåòî÷íîãî ðîñòà. Ðåêîì-
áèíàçíàÿ àêòèâíîñòü áåëêà RecA ÿâëÿëàñü ïðåäìåòîì
ïðèñòàëüíîãî èçó÷åíèÿ in vivo è in vitro íà ïðîòÿæåíèè
áîëåå 30 ëåò. Íàèáîëåå èçó÷åííîé ÿâëÿåòñÿ ñèñòåìà ãîìî-
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ëîãè÷åñêîé ðåêîìáèíàöèè êëåòîê E. coli (Roca et al.,
1990; Cox et al., 2000; Kowalczykowski et al., 2000; Cox,
2007). Ïðè ÓÔ-îáëó÷åíèè êëåòîê E. coli îáðàçóþòñÿ îä-
íîíèòåâûå ðàçðûâû ÄÍÊ, êîòîðûå âîññòàíàâëèâàþòñÿ
ïðè íåïîñðåäñòâåííîì ó÷àñòèè áåëêà RecAEc. Ïðè äåéñò-
âèè íà êëåòêó èîíèçèðóþùåé ðàäèàöèè RecA îñóùåñòâ-
ëÿåò ðåïàðàöèþ äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ. Ãëàâíàÿ ôóíêöèÿ
áåëêà RecA — ïîèñêè ãîìîëîãèè ìåæäó äâóìÿ ìîëåêóëà-
ìè ÄÍÊ è îáìåí ãîìîëîãè÷íûõ íèòåé. Ýòîìó ýòàïó ïðåä-
øåñòâóåò ïðåñèíàïòè÷åñêàÿ ñòàäèÿ, â õîäå êîòîðîé RecA
â ïðèñóòñòâèè ìîëåêóëû ÀÒÔ è ìàãíèÿ êîîïåðàòèâíî
ìóëüòèìåðèçóåòñÿ âäîëü îäíîöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ (îöÄÍÊ)
(Menetski et al., 1988). Â ñòðåññîâîé äëÿ êëåòêè ñèòóàöèè
êîëè÷åñòâî ôèëàìåíòîâ íà ïîâðåæäåííûõ ó÷àñòêàõ ÄÍÊ
âîçðàñòàåò, ÷òî èíèöèèðóåò òàê íàçûâàåìóþ SOS-ôóíê-
öèþ áåëêà. Â íîðìå SOS-ñîñòîÿíèå êëåòêè êîíòðîëèðóåò-
ñÿ ðåïðåññîðíûì áåëêîì LexA, êîòîðûé ïðè âçàèìîäåé-
ñòâèè ñ ôèëàìåíòîì RecA íà÷èíàåò èíòåíñèâíî ñàìîðàñ-
ùåïëÿòüñÿ, è ïî ìåðå òîãî, êàê êîíöåíòðàöèÿ LexA â
êëåòêå óìåíüøàåòñÿ, ïðîìîòîðû ãåíîâ SOS-îòâåòà îòêðû-
âàþòñÿ. Ïðè ýòîì èçìåíÿåòñÿ ýêñïðåññèÿ áîëåå 40 ãåíîâ,
â òîì ÷èñëå è ñàìîãî ãåíà recA. Áåëêè, êîòîðûå ýêñïðåñ-
ñèðóþòñÿ â õîäå SOS-îòâåòà, ó÷àñòâóþò ïî÷òè âî âñåõ ìå-
òàáîëè÷åñêèõ ïóòÿõ êëåòêè. Ñðåäè íèõ åñòü òàêèå, êîòî-
ðûå ó÷àñòâóþò â ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ (SfiA
(SulA)), îáåñïå÷èâàþò ìåòàáîëèçì ÄÍÊ â õîäå ðåïëèêà-
öèè è ðåïàðàöèè (SSB, polV è UvrD), îáåñïå÷èâàþò ýêçî-
òîêñè÷åñêîå äåéñòâèå íà îêðóæàþùèå áàêòåðèè (collicin)
(Glazebrook et al., 1983; Schoemaker et al., 1984). Íåêîòî-
ðûå áåëêè è áåëêîâûå êîìïëåêñû âõîäÿò â íåïîñðåäñò-
âåííîå âçàèìîäåéñòâèå ñ ôèëàìåíòîì RecA. Ýòè áåëêè
ðåãóëèðóþò àêòèâíîñòü ôèëàìåíòà ÷åðåç áåëîê-áåëêîâûå
âçàèìîäåéñòâèÿ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçâåñòíî îêîëî äå-
ñÿòêà âñïîìîãàòåëüíûõ áåëêîâ, íåïîñðåäñòâåííî ó÷àñò-
âóþùèõ â ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè ôèëàìåíòà RecA: ýòî
RecO, RecF, RecR, RecX, PsiB, DinI, SSB è íåêîòîðûå
äðóãèå. Âñå îíè ìîãóò áûòü ïîäðàçäåëåíû íà ãðóïïû ïî-
çèòèâíûõ è íåãàòèâíûõ ðåãóëÿòîðîâ, õîòÿ ýòî äåëåíèå äî-
ñòàòî÷íî óñëîâíî, ïîñêîëüêó íåêîòîðûå èç íèõ, ïîäàâëÿÿ
îäíè ôóíêöèè ôèëàìåíòà, àêòèâèðóþò äðóãèå (Bagdasari-
an et al., 1992; Shan et al., 1997; Venkatesh et al., 2002;
Stohl et all., 2003; Drees et al., 2004; Lusetti et al., 2004;
Renzette et al., 2007; Ragone et al., 2008; Petrova et al.,
2009).

Â çàâèñèìîñòè îò òèïà ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ àêòèâèðó-
þòñÿ ðàçíûå ãðóïïû ðåãóëÿòîðíûõ áåëêîâ. Â ñëó÷àå
äâóõíèòåâîãî ðàçðûâà ðåàëèçóåòñÿ ñöåíàðèé ðàáîòû ñèñ-
òåìû RecBCD, òîãäà êàê â ñëó÷àå îäíîíèòåâîãî ïîâðåæ-
äåíèÿ — ïóòü RecFOR (Clark, Sandler 1994). Ðàñêðó÷èâà-
íèå è ýêçîíóêëåàçíàÿ äåãðàäàöèÿ äîíîðíîé äâóõíèòåâîé
ÄÍÊ áåëêîì RecBCD ñîïðîâîæäàþòñÿ îáðàçîâàíèåì ìî-
ëåêóëû ÄÍÊ ñ 3R-âûñòóïàþùèì îäíîíèòåâûì êîíöîì.
Êîìïëåêñ RecBCD ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ìóëüòèôóíêöèî-
íàëüíûé ôåðìåíò, ñîñòîÿùèé èç ñóáúåäèíèö RecB, RecC
è RecD. Îí îáëàäàåò ÄÍÊ-çàâèñèìîé ÀÒÐàçíîé, ÄÍÊ-ãå-
ëèêàçíîé, à òàêæå ýêçî- è ýíäîíóêëåàçíîé àêòèâíîñòÿìè.
Áåëîê RecBCD ïðî÷íî ñâÿçûâàåòñÿ ñ êîíöîì äöÄÍÊ è
ðàñïëåòàåò åãî â ðåàêöèè, òðåáóþùåé ãèäðîëèçà ÀÒÔ. Â
òî æå âðåìÿ ôåðìåíò ðàçðóøàåò îáå íèòè ÄÍÊ (áîëåå àê-
òèâíî ñ 3R-êîíöà è ìåíåå àêòèâíî ñ 5R-êîíöà), ÷òî ïðèâî-
äèò ñîîòâåòñòâåííî ê îáðàçîâàíèþ êîðîòêèõ è äëèííûõ
ôðàãìåíòîâ îöÄÍÊ. Ïðèáëèçèâøèñü ê ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòè chi, íàõîäÿùåéñÿ â ñòðîãî îïðåäåëåííîé îðèåíòàöèè
(3R-GGTGGTCG-5R), áåëîê RecBCD îñòàíàâëèâàåòñÿ,
ñóáúåäèíèöà RecD ìîäèôèöèðóåòñÿ, ÷òî ïðèâîäèò ê ïî-

òåðå 3R- è ê àêòèâàöèè 5R-ýêçîíóêëåàçíîé àêòèâíîñòè. Òà-
êèì îáðàçîì, äàëüíåéøåå ðàñêðó÷èâàíèå ÄÍÊ ïðèâîäèò
ê îáðàçîâàíèþ îäíîíèòåâîãî 3R-êîíöà, êîòîðûé ìîæåò
áûòü èñïîëüçîâàí áåëêîì RecA äëÿ èíèöèèðîâàíèÿ ðå-
êîìáèíàöèè (Arnold, Kowalczykowski, 2000; Churchill,
Kowalczykowski, 2000; Cromie, Leach, 2000).

Ïðèìå÷àòåëüíî, ÷òî RecBCD- è RecFOR-ïóòè ðåêîì-
áèíàöèîííîãî ïðîöåññà íå ðàçäåëåíû ïîëíîñòüþ ìåæäó
ñîáîé, â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè îíè ïåðåêðûâàþòñÿ, è ïðè
èíàêòèâàöèè RecBCD-ïóòè ñèñòåìà RecFOR ñïîñîáíà
âçÿòü íà ñåáÿ åãî ôóíêöèþ. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî â êàæäîì
ñëó÷àå â ïðîöåññ âêëþ÷àþòñÿ ðàçíûå ýíçèìàòè÷åñêèå ñè-
ñòåìû, ðåêîìáèíàöèîííûå ïóòè èìåþò îäíî îáùåå ñâîé-
ñòâî — îíè îáðàçóþò 3R-âûñòóïàþùèé êîíåö îöÄÍÊ, ïî-
êðûòûé ôèëàìåíòîì RecA. Ïîäàâëÿþùåå ÷èñëî ðåêîìáè-
íàöèîííûõ ñîáûòèé èíèöèèðóåòñÿ èìåííî 3R-êîíöîì
îöÄÍÊ, è òîëüêî íåáîëüøàÿ ÷àñòü èíèöèèðóåòñÿ åå
5R-êîíöîì (Razavy et al., 1996; Cromie et al., 2000).

Âîçìîæåí ëè ïðîöåññ ðåàëèçàöèè ãîìîëîãè÷åñêîé ðå-
êîìáèíàöèè â îòñóòñòâèå SOS-îòâåòà? Ïðè ðàáîòå ñî
øòàììîì, ýêñïðåññèðóþùèì íåðàñùåïëÿåìûé ìóòàíò-
íûé âàðèàíò ðåïðåññîðà — LexA3, áåëêè SOS-îòâåòà íå
èíäóöèðóþòñÿ. Ïðè ýòîì áåëîê RecA âñå æå ïðèäàåò áàê-
òåðèÿì íåêîòîðóþ ðàäèîðåçèñòåíòíîñòü, êîòîðàÿ íà íå-
ñêîëüêî ïîðÿäêîâ âûøå, ÷åì ó äåëåöèîííîãî ìóòàíòà ïî
ãåíó recA. Äðóãîé ñïîñîá èçìåðèòü ðåêîìáèíîãåííîñòü â
îòñóòñòâèå SOS-îòâåòà — ýòî êîíúþãàöèîííàÿ ðåêîìáè-
íàöèÿ. Â õîäå áàêòåðèàëüíîé êîíúþãàöèè ó E. coli äîíîð
ïåðåäàåò ðåöèïèåíòó áîëüøîé ôðàãìåíò õðîìîñîìû èëè
äàæå ïîëíóþ õðîìîñîìó, êîòîðàÿ áûñòðî èíòåãðèðóåòñÿ
â õðîìîñîìó ðåöèïèåíòà. Âî âðåìÿ êîíúþãàöèè îäíà
íèòü ÄÍÊ äîíîðà ñâîèì 5R-êîíöîì âõîäèò â ðåöèïèåíò-
íóþ êëåòêó, ãäå äîñòðàèâàåòñÿ äî äâóõíèòåâîé ôîðìû ñ
ïîìîùüþ òàê íàçûâàåìîãî êîíúþãàöèîííîãî ñèíòåçà
ÄÍÊ, îñóùåñòâëÿåìîãî ðåïëèêàòèâíûì àïïàðàòîì ðåöè-
ïèåíòà.

Ñèíòåç êîìïëåìåíòàðíîé íèòè ÄÍÊ â ðåöèïèåíòå
èäåò ïðåðûâèñòî, â íàïðàâëåíèè 3R�5R îòíîñèòåëüíî äî-
íîðíîé ÄÍÊ, ñ ïîìîùüþ ôðàãìåíòîâ Îêàçàêè. Âõîäÿùèé
5R-êîíåö êîíâåðòèðóåòñÿ â äöÄÍÊ, òîãäà êàê 3R-êîíåö ìî-
æåò îñòàâàòüñÿ îäíîíèòåâûì. Äî òåõ ïîð ïîêà äîíîðíàÿ
ÄÍÊ ïîëíîñòüþ íå äîñòðîåíà äî äâóõíèòåâîãî ñîñòîÿ-
íèÿ, îíà èìååò ñìåøàííûé õàðàêòåð, ò. å. ñîñòîèò èç îö- è
äöÄÍÊ ñ îäíîíèòåâûìè ïðîáåëàìè. Êîíöû îáðàçîâàâ-
øåéñÿ äîíîðíîé äöÄÍÊ îáðàáàòûâàþòñÿ ïðåñèíàïòè÷å-
ñêèì êîìïëåêñîì RecBCD, è îáðàçóþùèåñÿ ïðè ýòîì îä-
íîíèòåâûå 3R-êîíöû âíåäðÿþòñÿ â õðîìîñîìó ðåöèïèåíòà
ñ îáðàçîâàíèåì D-ïåòåëü, êîòîðûå â ñâîþ î÷åðåäü ñòàíî-
âÿòñÿ ìåñòàìè èíèöèèðîâàíèÿ íîâîãî ðàóíäà ðåïëèêà-
öèè. Ýòî ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî ôðàãìåíò äîíîðíîé ÄÍÊ
îêàçûâàåòñÿ èíòåãðèðîâàííûì âî âíîâü ðåïëèöèðîâàí-
íóþ õðîìîñîìó.

Òàêèì îáðàçîì, ìåòîä âûÿâëåíèÿ ðåêîìáèíàíòîâ ïî-
çâîëÿåò íå òîëüêî îöåíèòü ýôôåêòèâíîñòü èíòåãðàöèè äî-
íîðíîé ÄÍÊ â õðîìîñîìó ðåöèïèåíòà, íî è èçìåðèòü ÷àñ-
òîòó ðåêîìáèíàöèîííûõ îáìåíîâ íà åäèíèöó äëèíû
ÄÍÊ. Ïîäõîä íà îñíîâå êîíúþãàöèîííîé ðåêîìáèíàöèè
ïîçâîëèë èçó÷èòü âçàèìîñâÿçü ãåíà recA è îòäåëüíûõ ðå-
ãóëÿòîðíûõ ãåíîâ îòäåëüíî îò îñòàëüíûõ ó÷àñòíèêîâ
SOS-îòâåòà (Lloyd, 1978; Lovett, Clark, 1983; Lloyd, Buck-
man, 1995; Lanzov et al., 2003). Êðîìå òîãî, êàê áóäåò ïî-
êàçàíî íèæå, ìåòîäû êîíúþãàöèîííîé ðåêîìáèíàöèè
îêàçàëèñü èäåàëüíûì ñïîñîáîì ïðîñëåäèòü, êàê ïîñëåä-
ñòâèÿ ãèïåððåêîìáèíàöèè ñêàçàëèñü íà ìåòàáîëèçìå áàê-
òåðèàëüíîé êëåòêè.
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Íàïðàâëåííàÿ ýâîëþöèÿ
ðàäèîðåçèñòåíòíîñòè

Îäíèì èç ñàìûõ èíòåðåñíûõ âîïðîñîâ â èññëåäîâà-
íèè ãîìîëîãè÷åñêîé ðåêîìáèíàöèè ÿâëÿåòñÿ âîïðîñ î
âîçìîæíîì ïîòåíöèàëå ãèïåððåêîìáèíîãåííîñòè, çàëî-
æåííîì â áåëêå RecA, è ïóòÿõ åãî èçìåí÷èâîñòè. Êðîìå
òîãî, âàæíî îöåíèòü âçàèìîñâÿçü ýòîãî ïîòåíöèàëà îò ñî-
ïóòñòâóþùåãî ãåíåòè÷åñêîãî ôîíà.

Â ëàáîðàòîðèè Ìàéêà Êîêñà øòàìì E. coli ïîäâåðãà-
ëè âîçäåéñòâèþ èîíèçèðóþùåé ðàäèàöèè â òå÷åíèå ìíî-
ãèõ êëåòî÷íûõ ãåíåðàöèé, èíäóöèðóÿ, òàêèì îáðàçîì, íà-
ïðàâëåííóþ ýâîëþöèþ ðàäèîóñòîé÷èâîãî ôåíîòèïà. Êàê
ðåçóëüòàò áûëè ïîëó÷åíû äî÷åðíèå ëèíèè øòàììîâ, êî-
òîðûå â òûñÿ÷è ðàç ïðåâîñõîäèëè ïî óðîâíþ ðàäèîóñòîé-
÷èâîñòè øòàìì-îñíîâàòåëü (Harris et al., 2009; Byrne et al.,
2014). Ýâîëþöèîíèðîâàâøèå ëèíèè áûëè ñïîñîáíû âû-
äåðæèâàòü äîçó îáëó÷åíèÿ 3 êÃð áåç äðàìàòè÷åñêèõ ïî-
ñëåäñòâèé äëÿ êëåòêè. Áàêòåðèÿ Deinococcus radiodurans,
âîçìîæíî ñàìàÿ óñòîé÷èâàÿ ê ðàäèîèçëó÷åíèþ, ñïîñîáíà
âûäåðæèâàòü äîçó 5 êÃð, ñîïîñòàâèìóþ ñ 3 êÃð. Äëÿ ÷å-
ëîâåêà ýòè äîçû ïðèìåðíî â 1000 ðàç ïðåâûøàþò äîçó ëå-
òàëüíîãî îáëó÷åíèÿ.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ñåëåêöèÿ áàêòåðèàëüíûõ
øòàììîâ E. coli ñîïðîâîæäàëàñü êîìïëåêñíîé ïåðåñòðîé-
êîé îäíîâðåìåííî ìíîæåñòâà ãåíîâ, ìåõàíèçìîâ è äðó-
ãèõ êîìïîíåíòîâ ñèñòåìû êëåòî÷íîãî ìåòàáîëèçìà. Ïðè-
÷åì ýòè ïåðåñòðîéêè è èçìåíåíèÿ øëè ïî ðàçíûì ýâîëþ-
öèîííûì ïóòÿì â ðàçíûõ áàêòåðèàëüíûõ ïîïóëÿöèÿõ.
Êàê ïðàâèëî, ýâîëþöèîíèðîâàâøàÿ ëèíèÿ âêëþ÷àëà â
ñåáÿ êîìáèíàöèþ ìóòàöèé îäíîâðåìåííî ïî íåñêîëü-
êèì ãåíàì. Â áåëêå RecA îáíàðóæåíû âñåãî äâå íàèáîëåå
÷àñòî âñòðå÷àåìûå çàìåíû â ïîëîæåíèÿõ 276 è 289.
Îíè ëîêàëèçóþòñÿ íà ïîâåðõíîñòè áåëêîâîé ìîëåêóëû
âáëèçè çîíû áîëüøîé áîðîçäêè (Byrne et al., 2014). Ïî-
ñëåäóþùèå èññëåäîâàíèÿ (Piechura et al., 2015) ïîêàçà-
ëè, ÷òî ïðè ïåðåìåùåíèè ìóòàíòíûõ ãåíîâ îáðàòíî â
èñõîäíûé øòàìì-«îñíîâàòåëü» îíè äåéñòâèòåëüíî ïðè-
äàþò åìó íåêîòîðóþ óñòîé÷èâîñòü ê ðàäèàöèè, íî åå óðî-
âåíü îêàçàëñÿ íåñîïîñòàâèìûì ñ òåìè óðîâíÿìè, êîòî-
ðûå íàáëþäàþòñÿ â ñëó÷àå «ýâîëþöèîíèðîâàâøèõ»
øòàììîâ. Øòàììû, ýêñïðåññèðóþùèå ìóòàíòíûå áåëêè
RecAD276A è RecAA289S, ïîêàçàëè óâåëè÷åíèå ðåçè-
ñòåíòíîñòè âñåãî â 2 è 3 ðàçà ñîîòâåòñòâåííî. Ýñïåðè-
ìåíòû íà î÷èùåííûõ áåëêàõ in vitro íå îáíàðóæèâàþò
çíà÷èòåëüíûõ áèîõèìè÷åñêèõ ðàçëè÷èé íè â ðåàêöèè îá-
ìåíà ãîìîëîãè÷íûõ íèòåé ÄÍÊ, íè â ÀÒÔàçíîé àêòèâíî-
ñòè ïî ñðàâíåíèþ ñ áåëêîì äèêîãî òèïà (Piechura et al.,
2015).

Ìóòàíòíûå áåëêè RecA õàðàêòåðèçóþòñÿ ïîâûøåí-
íûì ñðîäñòâîì ê îäíîíèòåâîé ÄÍÊ, ÷òî âûðàæàåòñÿ â
óñêîðåííîì âûòåñíåíèè áåëêà SSB îòíîñèòåëüíî RecA
äèêîãî òèïà. Äðóãîå âàæíîå ðàçëè÷èå ìóòàíòíûõ áåëêîâ
ïðîÿâèëîñü â ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê êîíöåíòðàöèè ÀÄÔ.
Èçâåñòíî, ÷òî RecA äèêîãî òèïà ôóíêöèîíèðóåò â óñ-
ëîâèÿõ in vitro, êîãäà êîíöåíòðàöèÿ ÀÄÔ íå ïðåâûøà-
åò 10 % (Menetski et al., 1988). Ïðè äîñòèæåíèè äàííîé
êîíöåíòðàöèè ÀÄÔ ôèëàìåíò ðàçáèðàåòñÿ è äèññîöèèðó-
åò îò ÄÍÊ. Â ñëó÷å ñ ìóòàíòíûìè áåëêàìè RecAD276A
è RecAA289S ïðåâûøåíèå êîíöåíòðàöèè ÀÄÔ íà
40—50 % îòíîñèòåëüíî ÀÒÔ âñå åùå íå ÿâëÿëîñü èíãè-
áèðóþùèì (Piechura et al., 2015). Âîçìîæíî, â áóäóùåì
ïîÿâÿòñÿ äàííûå î êîððåêöèè ìåæáåëêîâûõ âçàèìîäåéñò-
âèé ìóòàíòíûõ áåëêîâ ñ îñíîâíûìè ðåãóëÿòîðàìè, íî
ïîêà òàêèå äàííûå îòñóòñòâóþò.

Âìåñòå ñ òåì îñòàþòñÿ âîïðîñû. Ïî÷åìó æå ñòîëü íå-
âåëèêî ÷èñëî ìóòàöèé â ãåíå recA, ïðîøåäøèõ æåñòêèé
ôèëüòð ýâîëþöèîííîãî äàâëåíèÿ? Ïî÷åìó ðàçìàõ èçìåí-
÷èâîñòè ãåíà îêàçûâàåòñÿ íàñòîëüêî îãðàíè÷åííûì, à èç-
ìåíåíèÿ êëåòêè â ñâîåì áîëüøèíñòâå êîñíóëèñü ãåíîâ, íå
èìåþùèõ îòíîøåíèÿ ê ðåêîìáèíàöèîííîé ðåïàðàöèè?
×òîáû ðàçîáðàòüñÿ â ýòîì, îáðàòèìñÿ ê ìîëåêóëÿðíîìó
ìåõàíèçìó âîçíèêíîâåíèÿ àäàïòàöèè áàêòåðèé ê äëèòåëü-
íîìó ñòðåññîâîìó âîçäåéñòâèþ. Â õîäå áàêòåðèàëüíîãî
SOS-îòâåòà íà ïîâðåæäàþùåå âîçäåéñòâèå ëþáîé ïðèðî-
äû àêòèâèðóåòñÿ ðàáîòà ïîëèìåðàçû V, ïðåäñòàâëÿþùåé
ñîáîé êîìïëåêñ ñóáúåäèíèö UmuD’2C. Ïîëèìåðàçó V îò-
íîñÿò ê ÷èñëó ïîëèìåðàç «error prone», ðàáîòà êîòîðûõ
õàðàêòåðèçóåòñÿ íèçêîé òî÷íîñòüþ (Patel et al., 2010; Go-
odman, 2014; Robinson et al., 2015). Ýêñïðåññèðóåòñÿ ïî-
ëèìåðàçà íà ïîçäíèõ ñòàäèÿõ SOS-îòâåòà, ëèøü ÷åðåç
45 ìèí ïîñëå áåëêà RecA, êîãäà ñòðåññ ïðèíèìàåò õðîíè-
÷åñêóþ ôîðìó.

Â õîäå îøèáî÷íîé ïîäñòàíîâêè íóêëåîòèäîâ ïðè
ðåïëèêàöèè ÄÍÊ áàêòåðèàëüíûé ìóòàãåíåç óâåëè÷èâàåò-
ñÿ áîëåå ÷åì â 100 ðàç îòíîñèòåëüíî íîðìû, ÷òî ñîïðî-
âîæäàåòñÿ ìàññîâûì ïîÿâëåíèåì ìóòàíòîâ. Ïðè òîì ÷òî
àáñîëþòíîå êîëè÷åñòâî ìóòàöèé îêàçûâàþòñÿ âðåäíûìè,
ïî âñåé âèäèìîñòè, ïîëèìåðàçà V ÿâëÿåòñÿ ãëàâíûì ïî-
ñòàâùèêîì ìàòåðèàëà äëÿ ýâîëþöèîííîãî îòáîðà, õîòÿ,
íàâåðíîå, íå åäèíñòâåííûì. Äàííûé ôàêò äàæå íà÷àë ïî-
ëó÷àòü ñâîå ðàçâèòèå â èíäóñòðèè àíòèáèîòèêîâ. Äåéñò-
âèòåëüíî, íåäàâíèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ñîâìåñò-
íîå èñïîëüçîâàíèå èíãèáèòîðîâ ïîëèìåðàçû V ñ àíòèáàê-
òåðèàëüíûìè àãåíòàìè ïðèâîäèò ê óòåðå áàêòåðèàëüíîé
êëåòêîé âîçìîæíîñòè àäàïòèðîâàòüñÿ ê èçìåíåíèÿì íà
ãåíåòè÷åñêîì óðîâíå. Â ïîñëåäíåå âðåìÿ â ïðèêëàäíûõ
èññëåäîâàíèÿõ âñå áîëüøå âíèìàíèÿ íà÷èíàþò óäåëÿòü
ïîèñêó ìîëåêóëÿðíûõ èíãèáèòîðîâ, ïîäàâëÿþùèõ ãåíå-
òè÷åñêóþ èçìåí÷èâîñòü áàêòåðèé êàê îòâåò íà äåéñòâèå
àíòèáèîòèêà. Áåëîê RecA — îñíîâíàÿ ìèøåíü â ýòîì ïî-
èñêå (Cirz et al., 2005; Lee et al., 2005; Cline et al., 2007;
Bellio et al., 2014; Nautiyal et al., 2014; Alam et al., 2016).
Òàêèì îáðàçîì, íàøå âèäåíèå ïðîáëåìû çàêëþ÷àåòñÿ â
òîì, ÷òî ïðåäîïðåäåëåííîñòü ýâîëþöèîííîé èçìåí÷èâî-
ñòè ãåíà recA çàêëþ÷åíà â îãðàíè÷åíèÿõ, íàëîæåííûõ íà
ôóíêöèîíèðîâàíèå ïîëèìåðàçû V.

Èçâåñòíî, ÷òî ïî ìåðå ïðîõîæäåíèÿ ïîëèìåðàçîé
ÄÍÊ ïîâðåæäåíèé îíà îáðàçóåò êîìïëåêñ ñ ôèëàìåíòîì
RecA, òàê íàçûâàåìóþ ìóòàñîìó. Ëþáûå èçìåíåíèÿ, íà-
ðóøàþùèå ìåæáåëêîâûå ñâÿçè â ìóòàñîìå, äîëæíû ïðè-
âîäèòü ê îòìåíå ìóòàãåíåçà è êàê ñëåäñòâèå — ê îòìåíå
ýâîëþöèè óñòîé÷èâîñòè. Â îòñóòñòâèå RecA êîìïëåêñ
UmuD’2C íå ôóíêöèîíèðóåò. Èç äàííîãî òåçèñà ñëåäóåò,
÷òî äëÿ ýâîëþöèîííîãî ïðîöåññà äîïóñòèìû ëèøü òå èç-
ìåíåíèÿ â áåëêå RecA, êîòîðûå íå ñêàçûâàþòñÿ íà âçàè-
ìîäåéñòâèè ñ ìóòàñîìîé. Ïîäòâåðæäåíèå ýòîé òåîðèè ïî-
ñëåäîâàëî â 2015 ã., êîãäà Ãóäìàíó (Gruber et al., 2015),
âåäóùåìó ýêñïåðòó ïî ïîëèìåðàçå V, óäàëîñü in vivo ñî-
âìåñòèòü ìóòàñîìó ñ îäíèì èç ñàìûõ ðåêîìáèíîãåííûõ
ìóòàíòíûõ áåëêîâ RecA — RecAD112R. Äàííàÿ ìóòàöèÿ
áûëà ïîëó÷åíà èñêóññòâåííî è çàòðàãèâàåò çîíó èíòåð-
ôåéñà, êîòîðûé, êàê ïðàâèëî, âîâëå÷åí â ìåæáåëêîâûå
âçàèìîäåéñòâèÿ ñ äðóãèìè áåëêàìè. Ïðè ïîëíîì ñîõðàíå-
íèè ãîìîëîãè÷åñêîé ðåêîìáèíàöèè êëåòêà ïîëíîñòüþ ëè-
øèëàñü èíäóöèðóåìîãî ìóòàãåíåçà (Gruber et al., 2015).
Ìóòàöèÿ ïîìåøàëà óñòàíîâëåíèþ âàæíûõ áåëîê-áåëêî-
âûõ âçàèìîäåéñòâèé ñ ïîëèìåðàçîé è ðàçúåäèíèëà ðåêîì-
áèíàöèþ è ìóòàãåíåç. Òàêèì îáðàçîì, øàíñû íà óñïåø-
íóþ ýâîëþöèþ ñîõðàíÿþòñÿ òîëüêî ïðè äîñòàòî÷íîé

Ðåêîìáèíîãåííûé ïîòåíöèàë áåëêîâ RecA: ýâîëþöèîííûå âîçìîæíîñòè è ... 819



êîíñåðâàòèâíîñòè àðõèòåêòóðû ìåæáåëêîâûõ âçàèìîäåé-
ñòâèé RecA è èñòî÷íèêîâ ìóòàãåíåçà. Èñõîäÿ èç ïðèâå-
äåííûõ äàííûõ ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ðåêîìáèíîãåí-
íûé ïîòåíöèàë, çàëîæåííûé â áåëêå RecA, òåîðåòè÷åñêè
äîëæåí íàìíîãî ïðåâîñõîäèòü òîò óðîâåíü íåîáõîäèìîé
ðåêîìáèíîãåííîñòè, ïðè êîòîðîì êëåòêà ñîõðàíÿåò âîç-
ìîæíîñòü ê ãåíåòè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè è àäàïòàöèè.

Íàïðàâëåííàÿ ýâîëþöèÿ êîíúþãàöèîííîé
ðåêîìáèíîãåííîñòè RecA

Êîíúþãàöèîííàÿ ðåêîìáèíàöèÿ ïðîâîäèòñÿ íåïî-
ñðåäñòâåííî áåëêîì RecA â îòñóòñòâèå ìàñøòàáíûõ ïî-
âðåæäåíèé ÄÍÊ, ÷òî çíà÷èòåëüíî óïðîùàåò àíàëèç ïðè-
÷èí è ïîñëåäñòâèé ðåêîìáèíîãåííîñòè. Åñòü äâà ïîäõîäà
ê ïîèñêó ãèïåððåêîìáèíîãåííûõ ìóòàíòîâ ñ ðàâíîé ñòå-
ïåíüþ ïðîäóêòèâíîñòè — ñàéòíàïðàâëåííûé ìóòàãåíåç
èíòåðåñóþùèõ ó÷àñòêîâ ãåíà recA è íàïðàâëåííàÿ ýâîëþ-
öèÿ ðåêîìáèíîãåííîñòè in vivo. Îòñóòñòâèå áåëêîâ
SOS-îòâåòà è, ÷òî ñàìîå âàæíîå, íèçêàÿ ýêñïðåññèÿ ïîëè-
ìåðàçû V ïîçâîëÿþò ïðîâîäèòü èñêóññòâåííûé îòáîð
òðàíñêîíúþãàòîâ, íåñóùèõ ãèïåððåêîìáèíîãåííûå âàðè-
àíòû áåëêà RecA. Îñîáåííîñòü ïîäõîäà çàêëþ÷àåòñÿ â
òîì, ÷òî ïëàçìèäà ñ ãåíîì recA, ïðèäàþùàÿ êëåòêå íàè-
áîëüøèé âûõîä òðàíñêîíúþãàòîâ, òðàíñôîðìèðóåòñÿ â
èñõîäíûé øòàìì recA– è íàïðàâëÿåòñÿ â ñëåäóþùèé öèêë
êîíúþãàöèè. Ïîñëå ÷åðåäû ïîâòîðíûõ ðàóíäîâ êîíúþãà-
öèè áûëî îòîáðàíî îêîëî 20 ìóòàíòîâ, âûçûâàþùèõ ãè-
ïåððåêîìáèíàöèþ (Kim et al., 2015). Èíòåðåñíî, ÷òî áîëü-
øèíñòâî ìóòàíòîâ íåñëî îäèíî÷íûå àìèíîêèñëîòíûå çà-
ìåíû RecA. Äðóãîé ïîäõîä — íàïðàâëåííàÿ èëè,
íàîáîðîò, õàîòè÷íàÿ çàìåíà àìèíîêèñëîò â ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè áåëêà RecA, ïîñëå ÷åãî âñå âàðèàíòû àíàëèçè-
ðóþòñÿ â òåñòå íà àêòèâíîñòü â êîíúþãàöèîííîé ðåêîì-
áèíàöèè. Òàêèì îáðàçîì, ñ ïîìîùüþ ñîâîêóïíîñòè îïè-
ñàííûõ ïîäõîäîâ óäàëîñü ïîëó÷èòü ðÿä ýôôåêòèâíûõ
îäèíî÷íûõ è ìíîæåñòâåííûõ ìóòàöèé ïî âñåé äëèíå áåë-
êà RecA (Lloyd, 1978; Baitin et al., 2006, 2008; Bakhlanova
et al., 2010; Kim et al., 2015). ×àñòü ìóòàíòíûõ áåëêîâ èñ-
ñëåäîâàëàñü â áèîõèìè÷åñêèõ ýêñïåðèìåíòàõ.

Îòëè÷èòåëüíîé îñîáåííîñòüþ áîëüøèíñòâà ãèïåððå-
êîìáèíàç îêàçàëàñü óâåëè÷åííàÿ ñïîñîáíîñòü ìóëüòèìå-
ðèçîâàòüñÿ íà îäíîíèòåâîé ÄÍÊ, âûòåñíÿÿ ïðè ýòîì áå-
ëîê SSB. Â äåéñòâèòåëüíîñòè áåëîê SSB ÿâëÿåòñÿ åäèíñò-
âåííûì àêòèâíûì êîíêóðåíòíûì áåëêîì äëÿ RecA íà
îäíîíèòåâîé ÄÍÊ ïðè êîíúþãàöèè. Áåëîê SSB äîëæåí
ïîëíîñòüþ ïîêðûâàòü âõîäÿùèé îäíîíèòåâîé ó÷àñòîê
äîíîðíîé õðîìîñîìû â êëåòêå ðåöèïèåíòà. Èñõîäíàÿ
êîíöåíòðàöèÿ SSB â êëåòêå î÷åíü âûñîêàÿ, îí ýêñïðåññè-
ðóåòñÿ ñ òðåõ îòäåëüíî ðåãóëèðóåìûõ ïðîìîòîðîâ, è â
õîäå SOS-îòâåòà åãî êîëè÷åñòâî óâåëè÷èâàåòñÿ ëèøü â
2 ðàçà. Èíèöèàöèÿ ðåêîìáèíàöèîííûõ ñîáûòèé òðåáóåò,
÷òîáû RecA ìîã ïðåîäîëåòü áàðüåð â âèäå SSB. Òàêèì îá-
ðàçîì, ñëîæèâøàÿñÿ ó áîëüøèíñòâà èññëåäîâàòåëåé òî÷-
êà çðåíèÿ íà ãèïåððåêîìáèíîãåííûé ïîòåíöèàë RecA
ñâîäèòñÿ ãëàâíûì îáðàçîì ê ñïîñîáíîñòè RecA ôèëà-
ìåíòèðîâàòü, èëè, èíà÷å ãîâîðÿ, ñðîäñòâó ê ÄÍÊ. Íàøè
íàáëþäåíèÿ ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî òàêàÿ ôóíêöèÿ
áåëêà RecA, êàê ïîèñê ãîìîëîãèè è ïåðåêëþ÷åíèå ñïà-
ðåííîñòè îñíîâàíèé öåïè ÄÍÊ, òàêæå ìîæåò áûòü èñòî÷-
íèêîì ãèïåððåêîìáèíîãåííîñòè. Òàê, ìóòàöèÿ D112R,
ïðèâîäÿùàÿ ê 50-êðàòíîìó óâåëè÷åíèþ ðåêîìáèíîãåííî-
ñòè, ÿâëÿåòñÿ ïðèìåðîì òîãî, ÷òî ðåêîìáèíàöèîííûé ïî-
òåíöèàë RecA íå îãðàíè÷åí ëèøü ñïîñîáíîñòüþ áåëêà

ôèëàìåíòèðîâàòü íà îäíîíèòåâîé ÄÍÊ (Bakhlanova et al.,
2010).

Êàêèå æå ïðîöåññû ìåøàþò óñòàíîâëåíèþ âûñîêîé
ðåêîìáèíîãåííîñòè åñòåñòâåííûì îáðàçîì? Ïî ëîãèêå,
ïàðàëëåëüíûé ïåðåíîñ ãåíîâ äîëæåí áûë îáåñïå÷èâàòü
ïðåèìóùåñòâî òåõ áàêòåðèé, êîòîðûå íàèáîëåå àêòèâíî
ïðîâîäÿò RecA-çàâèñèìóþ êîíúþãàöèþ, à çíà÷èò, ïåðå-
äàþò íàèáîëåå äåéñòâåííûå âàðèàíòû ìóòàöèé ãåíà recA
êëåòêàì-ðåöèïèåíòàì. Òàêàÿ åñòåñòâåííàÿ ñåëåêöèÿ îò-
íþäü íå òðåáóåò íè ìóòàãåíåçà, íè âîîáùå ïîäêëþ÷åíèÿ
áåëêîâ SOS-îòâåòà. Â ðåàëüíîñòè âñå ïðîèñõîäèò íàîáî-
ðîò: ïðîèñõîäèò ñòðåìèòåëüíîå âûðîæäåíèå ãèïåððåêîì-
áèíîãåííîãî ôåíîòèïà â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ äåñÿòêîâ ãå-
íåðàöèé.

Íåäàâíî íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî áîëüøèíñòâî ñó-
ïðåññîðíûõ ìóòàöèé âîçíèêàåò íå â ñàìîì ãåíå recA, à â
ðåãóëÿòîðíûõ ó÷àñòêàõ õðîìîñîìû, îêàçûâàþùèõ âëèÿ-
íèå íà âåëè÷èíó ýêñïðåññèè áåëêà (Bakhlanova et al.,
2016). Ýòî ñàéòû ïðîìîòîðíîé îáëàñòè ãåíà recA ëèáî
ìóòàöèè â ãåíå pcnB, îòâå÷àþùåì çà êîïèéíîñòü ïëàçìè-
äû, íåñóùåé ãåí recA. Íèçêàÿ ýêñïðåññèÿ ìóòàíòíîãî áåë-
êà îêàçàëàñü ïðåèìóùåñòâîì äëÿ áàêòåðèé â ïðîöåññå ðî-
ñòà è äåëåíèÿ êëåòîê (Bakhlanova et al., 2016). Ìû îáíàðó-
æèëè, ÷òî èçáûòî÷íàÿ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùàÿ àêòèâíîñòü
ìóòàíòîâ ïðèâîäèò ê çàäåðæêå ìåòàáîëèçìà ÄÍÊ è êàê
ñëåäñòâèå — ê çàäåðæêå ðîñòà áàêòåðèàëüíîé ïîïóëÿöèè.
Òàêàÿ çàäåðæêà äåëåíèÿ êëåòîê áûëà ïðèñóùà áîëüøèí-
ñòâó ìóòàíòîâ, ïîëó÷åííûõ íå òîëüêî íàøåé èññëåäîâà-
òåëüñêîé ãðóïïîé, íî è äðóãèõ (Kim et al., 2015).

Íà ìîëåêóëÿðíîì óðîâíå â õîäå íîðìàëüíîãî êëåòî÷-
íîãî ðîñòà ñïîíòàííî îáðàçóþùèåñÿ ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ
âûçûâàþò êîëëàïñ ðåïëèêàòèâíîé âèëêè è îñòàíîâêó
ðåïëèêàöèè. Ïîñëå ðåïàðàöèè íàéäåííûõ ïîâðåæäåíèé
ìóòàíòíûé áåëîê RecA â îòëè÷èå îò áåëêà äèêîãî òèïà
îñòàåòñÿ óñòîé÷èâî àññîöèèðîâàííûì ñ õðîìîñîìîé. Èí-
òåðåñíî, ÷òî êîýêñïðåññèÿ èíãèáèòîðîâ áåëêà RecA, áåë-
êîâ RecX ñîâìåñòíî ñ ñàìèì RecA âîññòàíàâëèâàëà äèíà-
ìèêó êëåòî÷íîãî ðîñòà è ñíèìàëà äàâëåíèå ñåëåêöèè. Òà-
êàÿ îáðàòèìîñòü ïðîöåññîâ ðîñòà ëèøü ïîäòâåðæäàåò
âðåìåííûé õàðàêòåð îãðàíè÷åíèé, íàêëàäûâàåìûõ ðå-
êîìáèíàçîé íà ìåòàáîëèçì ÄÍÊ. Âî âñåõ îïèñàííûõ ñëó-
÷àÿõ ãèïåððåêîìáèíàöèÿ âñòóïàëà â êîíôëèêò ñ ïðîöåññîì
ðåïëèêàöèè è, âîçìîæíî, ñ äðóãèìè ïðîöåññàìè êëåòî÷íî-
ãî ìåòàáîëèçìà ÄÍÊ, ñòàíîâÿñü îáúåêòîì íåãàòèâíîé ñå-
ëåêöèè. Â ðàññìîòðåííîì ïðèìåðå åñòåñòâåííûé îòáîð
íîðìû çàêðåïèë èñêóññòâåííóþ ìóòàöèþ â ãåíå recA, íî
êîìïåíñèðîâàë åå âûðàæåíèå ïîÿâëåíèåì äðóãèõ, âèäèìî
íàèáîëåå íåéòðàëüíûõ, èçìåíåíèé ãåíîìà.

Òàêèì îáðàçîì, ýâîëþöèÿ ïîääåðæèâàåò áàëàíñ ìåæ-
äó ðàçëè÷íûìè ñòîðîíàìè ìåòàáîëèçìà ÄÍÊ, íàõîäÿ
êîìïðîìèññ ìåæäó óðîâíåì àêòèâíîñòè ñðàçó ìíîãèõ
áåëêîâ ðåêîìáèíàöèè è ðåïàðàöèè. Áåëîê RecA îñòàâëÿåò
çà ñîáîé íåèñ÷åðïàííûé ïîòåíöèàë ðåêîìáèíîãåííîñòè,
êîòîðàÿ îñòàåòñÿ íåâîñòðåáîâàííîé â áàêòåðèàëüíîé
êëåòêå, íî ìîæåò ïîñëóæèòü ïîäñïîðüåì â ðåøåíèè ìíî-
ãèõ áèîòåõíîëîãè÷åñêèõ çàäà÷.

RecA èç ýêñòðåìîôèëüíîé áàêòåðèè
Deinococcus radiodurans

D. radiodurans ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç ñàìûõ óñòîé÷èâûõ ê
äåéñòâèþ èîíèçèðóþùåãî èçëó÷åíèÿ áàêòåðèé. Ñèñòåìà
îòâåòà íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ â D. radiodurans çíà÷èòåëüíî
îòëè÷àåòñÿ îò E. coli. Ýíçèìàòè÷åñêèé êîíòðîëü àêòèâíî-
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ñòè RecA â D. radiodurans ïðåòåðïåë ñòîëü çíà÷èòåëüíûå
èçìåíåíèÿ, ÷òî RecA èç D. radiodurans ñàì ïî ñåáå íåñïî-
ñîáåí çàìåòíî êîìïåíñèðîâàòü îòñóòñòâèå RecÀ â E. coli
ïðè ýêñïðåññèè ñ ïëàçìèäíîãî âåêòîðà (Gutman et al.,
1994; Carroll, Minton, 1996; Minton, 1996; Cox, Battista,
2005; Zahradka et al., 2006; Slade, 2009). Â D. radiodurans
èìååòñÿ äâà ïàðàëîãà LexA, íî îíè íå îòâå÷àþò çà èçìå-
íåíèå ýêñïðåññèè RecA è èõ ôóíêöèè îñòàþòñÿ íåÿñíûìè
(Narumi et al., 2001; Earl et al., 2002). Êðîìå òîãî, îòñóòñò-
âóåò ñèñòåìà ðåãóëÿòîðîâ RecBCD. Âìåñòå ñ òåì ñèñòåìà
ðåãóëÿòîðîâ RecFOR, íàîáîðîò, ïðèñóòñòâóåò â ïîëíîé
ìåðå (Montague et al., 2009; Satoh et al., 2012). Áåëîê SSB
èç D. radiodurans èìååò òî æå çíà÷åíèå äëÿ RecA-çàâèñè-
ìîãî îáìåíà ãîìîëîãè÷íûõ íèòåé ÄÍÊ, ÷òî è áåëîê SSB
èç E. coli. Áîëåå òîãî, îáà áåëêà îêàçàëèñü âçàèìîçàìåíÿå-
ìûìè in vitro (Eggington et al., 2004). Èìååòñÿ â D. radio-
durans è ðåãóëÿòîðíûé áåëîê RecX. Áåëîê RecX ÿâëÿåòñÿ
èíãèáèòîðîì áåëêà RecA â E. coli. Ìåõàíèçì èíãèáèðîâà-
íèÿ è åãî íàçíà÷åíèå â êëåòêå îñòàþòñÿ ìàëî èçó÷åííûìè
(Drees et al., 2004; Baitin et al., 2008; Ragone et al., 2008).

Íåäàâíî íàìè áûëà ïðîäåìîíñòðèðîâàíà âîçìîæ-
íîñòü êîìïëåìåíòàöèè áåëêîâ RecX êàê in vitro, òàê è
in vivo (Áàõëàíîâà, Áàéòèí, 2016). Ðàíåå áåëîê RecX èç
D. radiodurans èññëåäîâàëà ëèøü åäèíñòâåííàÿ íàó÷íàÿ
ãðóïïà, êîòîðàÿ ïîêàçàëà, ÷òî áåëîê RecX â áàêòåðèÿõ
D. radiodurans ðåïðåññèðóåò ðàäèîóñòîé÷èâîñòü in vivo è
èíãèáèðóåò àêòèâíîñòü áåëêà RecADr in vitro (Sheng et al.,
2005). Òàêæå ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ãåëü-øèôò ïðîäåìîíñò-
ðèðîâàíà ñïîñîáíîñòü RecX èç D. radiodurans âçàèìîäåé-
ñòâîâàòü íå òîëüêî ñ RecA, íî è ñ ÄÍÊ (Sheng et al., 2010).
Íåñìîòðÿ íà ñõîæåñòü ôóíêöèé, RecX èç D. radiodurans
îòëè÷àåòñÿ ïî àìèíîêèñëîòíîìó ñîñòàâó ãëàâíûì îáðà-
çîì òåì, ÷òî íåñåò äîïîëíèòåëüíûå 45 àìèíîêèñëîò íà
N-êîíöå áåëêà â îòëè÷èå îò áåëêà èç E. coli. Ìîëåêóëÿð-
íàÿ àðõèòåêòóðà RecXD.rad è åãî êîìïëåêñîâ íåèçâåñòíà.
Îñòàåòñÿ íåÿñíûì, ñóùåñòâóþò ëè êàêèå-ëèáî áåëîê-áåë-
êîâûå âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó RecX è äðóãèìè ðåãóëÿòîð-
íûìè áåëêàìè â D. radiodurans. Â ñèñòåìå ðåãóëÿòîðîâ
ðåêîìáèíàöèè E. coli ñ áåëêîì RecX íåïîñðåäñòâåííî
âçàèìîäåéñòâóåò áåëîê RecF. Ðåãóëÿòîðíîå äåéñòâèå äðó-
ãèõ áåëêîâ íà RecX, òàêèõ êàê DinI è SSB, îñíîâàíî íà
êîíêóðåíòíîì ñâÿçûâàíèè ñ ÄÍÊ èëè RecA.

Áåëîê RecA D. radiodurans (RecADr) èññëåäóåòñÿ íà
ïðîòÿæåíèè ïî÷òè 15 ïîñëåäíèõ ëåò êàê in vitro, òàê è
in vivo. Ïðåäïðèíÿòî ìíîæåñòâî ïîïûòîê ýêñïðåññèðî-
âàòü áåëîê RecADr â êëåòêàõ E. coli, íî ïîâûøåíèÿ óñòîé-
÷èâîñòè ê èçëó÷åíèþ äîáèòüñÿ íå óäàëîñü. Â òî æå âðåìÿ
ïðîäåìîíñòðèðîâàí åäèíñòâåííûé ïðèìåð, â êîòîðîì Re-
cAEc ÷àñòè÷íî êîìïåíñèðóåò óñòîé÷èâîñòü ê ÓÔ-îáëó÷å-
íèþ â êëåòêàõ D. radiodurans (Schlesinger, 2007). Äëÿ òîãî
÷òîáû âûÿñíèòü ïðè÷èíû ôóíêöèîíàëüíûõ ðàçëè÷èé áåë-
êîâ RecAEc è RecADr, íåîáõîäèìî îáðàòèòüñÿ ê áèîõè-
ìè÷åñêèì èññëåäîâàíèÿì. Êàê ïîêàçàëè èññëåäîâàíèÿ
in vitro, ìîëåêóëÿðíûé ìåõàíèçì ðåàêöèè îáìåíà ãîìîëî-
ãè÷íûõ íèòåé ÄÍÊ ñ ïîìîùüþ áåëêà RecADr èìååò ðÿä
ñïåöèôè÷åñêèõ ñâîéñòâ. Â îòëè÷èå îò áåëêà RecAEc áå-
ëîê RecADr èìååò âûñîêîå ñðîäñòâî ê äöÄÍÊ (Pobegalov
et al., 2015). Áîëåå òîãî, â ïðèñóòñòâèè áåëêà SSB (êàê âà-
ðèàíòà SSBEc, òàê è «ðîäíîãî» DdrB) áåëîê RecADr äàæå
ëó÷øå ñâÿçûâàåòñÿ ñ äöÄÍÊ, ÷åì ñ îöÄÍÊ (Eggington
et al., 2004). Òàêèì îáðàçîì, ðåàêöèÿ îáìåíà ãîìîëî-
ãè÷íûõ íèòåé ÄÍÊ èíèöèèðóåòñÿ ôèëàìåíòîì, îáðàçî-
âàííûì íà äöÄÍÊ, ò. å. ðåàêöèÿ èäåò êàê áû â îáðàòíîì
íàïðàâëåíèè îòíîñèòåëüíî êëàññè÷åñêîé ìîäåëè, îïèñàí-
íîé äëÿ RecAEc (Kim et al., 2002). Ñõåìà ðåêîìáèíàöèîí-

íîãî ïðîöåññà ïîëó÷èëà íàçâàíèå «îáðàòíûé ïåðåíîñ
íèòè».

Ôèëàìåíò RecADr õàðàêòåðèçóåòñÿ ðÿäîì âàæíûõ
áèîôèçè÷åñêèõ îòëè÷èé îò ôèëàìåíòà RecAEc. Íåäàâíî
ìû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî RecADr èìååò ïðåèìóùåñò-
âî â ãèáêîñòè ôèëàìåíòà, îáðàçóåìîãî íà äâóõíèòåâîé
ÄÍÊ. Ïðåäïîëîæèòåëüíî ïðè÷èíà ýòîé ïîâûøåííîé ãèá-
êîñòè ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì óâåëè÷åíèÿ ÷èñëà áðåøåé â
ôèëàìåíòå, ïðåäñòàâëÿþùèõ ñîáîé îäíî- èëè äâóõíóêëå-
îòèäíûå ó÷àñòêè ÄÍÊ, êîòîðûå íå ìîãóò áûòü çàïîëíåíû
ìîíîìåðîì RecADr. Ïî âñåé âèäèìîñòè, ïîâûøåííàÿ
ãèáêîñòü ôèëàìåíòà RecADr ìîæåò äàâàòü ïðåèìóùåñòâî
äëÿ ïîèñêà ãîìîëîãè÷íûõ íèòåé ÄÍÊ (Pobegalov et al.,
2015). Õîòÿ äîêàçàòåëüñòâà ýòîé òåîðèè åùå ïðåäñòîèò
ïîëó÷èòü.

Äðóãîå âàæíîå íàáëþäåíèå áûëî ïîëó÷åíî â
2016 ã. — âîçìîæíîñòü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ òðåîíèíîâûõ
è òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â RecADr. Äîêàçàíî, ÷òî êèíàçà
RqkA ó÷àñòâóåò â ìîäèôèêàöèè Y77F è T318A. Ôîñôîðè-
ëèðîâàííûå âàðèàíòû áåëêà ïðèîáðåòàþò ðÿä îòëè÷è-
òåëüíûõ ñâîéñòâ — ïîâûøåííîå ñðîäñòâî ê îäíî- è äâóõ-
íèòåâîé ÄÍÊ, ïðåäïî÷òèòåëüíîå ïåðåêëþ÷åíèå êîôàêòî-
ðà ñ ÀÒÔ íà äÀÒÔ. Áåëîê RecADr ÿâëÿåòñÿ ÷óòü ëè íå
åäèíñòâåííûì ïðèìåðîì ìîäèôèöèðîâàííîé ïðîêàðèî-
òè÷åñêîé ðåêîìáèíàçû. Ôîñôîðèëèðîâàíèå âîçíèêàåò òî-
ëüêî â îòâåò íà ðàäèàöèîííîå âîçäåéñòâèå. Ñàìà êèíàçà
ó÷àñòâóåò â ìîäèôèêàöèè ñðàçó íåñêîëüêèõ áåëêîâ ðåïà-
ðàöèè. Âîçìîæíî ïðîâåäåíèå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ â E. coli
ïðè âçàèìíîé êîýêñïðåññèè RecADr è RqkA. Èíòåðåñíî,
÷òî åñëè êîìïëåìåíòàöèÿ RecADr â êëåòêàõ E. coli òåîðå-
òè÷åñêè âîçìîæíà, òî, âèäèìî, òîëüêî åå íåìîäèôèöèðî-
âàííîé ôîðìû. Èçâåñòíî, ÷òî äÀÒÔ â îòñóòñòâèå ÀÒÔ
ìîæåò ñëóæèòü êîôàêòîðîì äëÿ RecAEc, íî èç-çà íåäî-
ñòàòî÷íîé êîíöåíòðàöèè äÀÒÔ in vivo ýòîãî, ñêîðåå âñå-
ãî, íå ïðîèñõîäèò (Shan et al., 1997).

Íà îñíîâàíèè ïåðå÷èñëåííûõ ôàêòîâ ñëåäóåò, ÷òî ìå-
õàíèçì, áëàãîäàðÿ êîòîðîìó RecADr ìîæåò îñóùåñòâëÿòü
ïðîöåññ ðåêîìáèíàöèîííîé ðåïàðàöèè, ïðåòåðïåë òàêèå
çíà÷èòåëüíûå èçìåíåíèÿ, êîòîðûå âðÿä ëè ñîâìåñòèìû ñ
ðàáîòîé ëþáîé èç ýíçèìàòè÷åñêèõ ñèñòåì E. coli. Âìåñòå
ñ òåì â íàøåé ëàáîðàòîðèè ïðîäîëæàþòñÿ ïîïûòêè êîìï-
ëåìåíòèðîâàòü RecADr â êîíúþãàöèîííîé ðåêîìáèíàöèè
êëåòîê E. coli, â êîòîðûõ óñëîâèÿ ýêñïåðèìåíòà, âîçìîæ-
íî, ïîçâîëÿò âûÿâèòü ðåêîìáèíîãåííîñòü è èçó÷èòü åå
îñîáåííîñòè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-34-00023).
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RECOMBINOGENIC POTENTIAL OF RecA PROTEIN:

EVOLUTIONARY OPPORTUNITIES AND CONSEQUENCES FOR BACTERIAL CELL
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The review is devoted to the problem of control of homologous recombination in a bacterial cell. Possible
ways to improve recombinogenic activity of the recombinase A and its consequences for the cell are discussed.
RecA protein is a central enzyme of homologous recombination in the bacterial cell. By forming the
right-twisted spiral filament, it provides the search for homology between two DNA molecules, and the exchan-
ge of the homologous strands. RecA protein not only protects cells from ionizing radiation and UV radiation,
but can also fully carry out the recombination process during normal cellular growth. Evolution of the recom-
binogenic properties is limited by metabolism abilities of the other cell systems. It is possible to increase re-
combinogenesis artificially, but it is accompanied by negative effect on the replicative apparatus and cell divi-
sion. Therefore, the level of natural recombinogenesis represents an evolutionary compromise between the po-
sitive and negative aspects of recombination.

K e y w o r d s: homologous recombination, recombinase, RecA, SOS response, ATPase.
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