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В УСЛОВИЯХ СТРЕССА
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С использованием компьютерного ресурса SiteCon и методов математического моделирования прове-
дены реконструкция структуры регуляторной области гена yfiA E. coli и оценка сложности механизмов 
его экспрессии в условиях окислительного стресса. Моделирование динамики ответа на оксидатив-
ный стресс клеток E. coli, трансформированных плазмидой pYfi-gfp, показало, что максимальное 
совпадение с экспериментальными данными наблюдается в модели, предполагающей комплексное 
воздействие, которое осуществляется, по-видимому, через ряд транскрипционных факторов (ТФ). 
Поиск в регуляторной области гена yfiA E. coli потенциальных сайтов связывания ТФ показал вы-
сокий уровень достоверности распознавания для ТФ MarA, IscR, MetJ, PurR и SoxS, которые прямо 
или косвенно могут участвовать в ответе этого гена на окислительный стресс, а также для ТФ CRP, 
глобального регулятора катаболизма углеводов. Гель-шифт-анализ с очищенными рекомбинантными 
белками ТФ CRP, MarA и SoxS E. coli подтвердил их присутствие в промоторе гена yfiA E. coli, что 
позволяет объяснить чувствительность этого гена к митомицину и радикал-образующим агентам. 
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ВВЕДЕНИЕ

Ген yfiA� ������������ ����� ����������������� Escherichia������  �����coli� кодирует структуру 
белка ����������������������������������������     pY��������������������������������������      (������������������������������������    RaiA��������������������������������    ), который, как известно, стаби-
лизирует рибосомы и участвует в регуляции 
элонгации трансляции в условиях стресса (�����Maki� 
et� �� ��al., 2000; ���������Agafonov� et� �� ��al., 2001; �������������� Agafonov������ , ����Spi-
rin��������  �������� ����������������  ��������������, 2004; �������� ����������������  ��������������Wilson�� ����������������  ��������������, ����������������  ��������������Nierhaus��������  ��������������, 2004; Vila-Sanjurjo et 
al., 2004; Ueta et al., 2005). Данные микрочип-
эксперимента свидетельствуют о чувствитель-
ности гена yfiA E������ . ����coli к различным внешним 
воздействиям (Pomposiello et al., 2001; Zheng et 
al., 2001; Khil, Camerini-Otero, 2002; Schembri et 
al., 2003). К настоящему времени в литературе 
нет исследований структуры промотора гена yfiA 
E. coli. В связи с тем, что ATG кодон гена yfiA 

расположен на расстоянии 35 нуклеотидов от 
конца рамки считывания впередилежащего гена 
b2596, предполагалось, что он входит в струк-
туру оперона, включающего также и ген ectD 
(b2595), так как расстояние между последними 
также не превышало 30 нуклеотидов (EMBL/
GenBank:U00096). Существование оперона с 
единой регуляцией для трех вышеперечислен-
ных генов было подвергнуто нами сомнению 
на основании результатов работы K. Salmon с 
соавт. (�������Salmon� et� �� ��al., 2003). В ней было показано, 
что гены ectD и yfiA по-разному реагируют на 
отсутствие кислорода и присутствие транскрип-
ционного фактора FNR. В то же время экспрес-
сии гена b2596, расположенного между генами 
ectD и yfiA, обнаружено не было (�������Salmon� et� �� ��al., 
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2003). Кроме того, ранее при исследовании экс-
прессии оперона pheLA был обнаружен старт 
транскрипции, расположенный на расстоянии 
30 нуклеотидов от начала старта трансляции 
впередилежащего гена URF1 (синоним yfiA) 
практически в пределах гена b2596 (�������Hudson� et� 
al., 1984). Эти данные позволили нам поставить 
под сомнение существование гена b2596 и пред-
положить наличие независимого промотора для 
гена yfiA в пределах последовательности от кон-
ца гена ectD до ATG кодона гена yfiA (���������Tikunova� 
et� �� ��al., 2007). Последние данные по аннотации 
генома E. coli также поставили существование 
гена b2596 под сомнение (������Riley� et� �� ��al., 2006).

Ранее, исходя из вышеперечисленных дан-
ных, мы выделили потенциальную регулятор-
ную область гена yfiA в пределах от –242 до 
+38 от старта транскрипции, обнаруженного в 
работе ���������������������������������������      Hudson���������������������������������       с соавт. (1984). На основе этой 
последовательности и репортерного гена gfp 
мы создали геносенсор, который отвечал, в 
частности, на оксидативный стресс (Н2О2) и 
специфическое повреждение структуры ДНК 
(митомицин С) (���������Tikunova� et� �� ��al., 2007), однако 
механизмы реализации этих ответов оставались 
неизвестными. Данные микрочип-эксперимента 
также свидетельствуют о чувствительности 
гена yfiA E������ . ����coli к перекиси водорода, особенно 
в OxyR-мутантах (Schembri et al., 2003), мито-
мицину С (Ueta et al., 2005) и кислородному 
голоданию, которое зависит от присутствия 
транскрипционного фактора ������������ FNR���������  (�������Salmon� et� 

al., 2003). Мы использовали компьютерные 
методы анализа промоторной области гена yfiA 
E. coli, метод аппроксимации эксперименталь-
ных данных рациональными полиномами для 
анализа сложности механизмов экспрессии гена 
yfiA E. coli в условиях окислительного стресса 
и гель-шифт-анализ для экспериментального 
подтверждения ряда выявленных потенциаль-
ных регуляторов этого гена.

МЕТОДЫ

Компьютерные методы. Для анализа струк-
туры потенциальной регуляторной области 
гена yfiA E. coli был использован метод SiteCon, 
позволяющий эффективно распознавать сай-
ты связывания транскрипционных факторов 
(ССТФ). Метод заключается в выявлении набо-
ра консервативных контекстно зависимых кон-
формационных и физико-химических свойств, 
определенных для позиций выравнивания 
ССТФ и дальнейшего сравнения выявленных 
консервативных свойств со свойствами анали-
зируемой последовательности (�����������Oshchepkov� et� 
al., 2004). Для распознавания потенциальных 
сайтов в промоторе гена yfiA были созданы 
обучающие выборки экспериментально до-
казанных ССТФ PurR, MetJ, MarA, SoxS, 
IscR и Crp. Объем выборки для каждого ТФ 
и длина сайтов приведены в табл. 1. Сайты 
были выровнены относительно наиболее часто 
встречающихся нуклеотидов и использованы 

Таблица 1
Потенциальные сайты связывания транскрипционных факторов,  

выявленные методом SiteCon, в структуре промотора гена yfiA E. coli

ТФ
Длина  
сайтов  

в выборке

Объем  
выборки

Параметры потенциальных сайтов связывания

позиции P* уровень недо-
предсказания

уровень пере-
предсказания

PurR 31 16 –125/–98 0,819 0,2500 1/2776
MetJ 23 24 –111/–91 0,737 0,5000 1/11106
MarA 31 16 –78/–47 0,827 0,7500 1/19987
SoxS 30 18 –74/–48 0,740 0,5556 1/1851
IscR 42 4 –73/–32 0,756 0,2500 1/2776
Crp 60 39 –51/–30 0,830 0,9231 1/100000
MetJ 23 –31/–12 0,712 0,4583 1/3570

П р и м е ч а н и е .  * P – уровень конформационного сходства с известными сайтами связывания.
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для анализа. Для оценки достоверности распо
знавания нами были оценены величины ошибок 
первого и второго рода, недопредсказания и 
перепредсказания соответственно. При этом 
контроль качества распознавания для ошибки 
1-го рода был произведен по методике jack-
knife с последовательным исключением одной 
последовательности из выборки и обучением по 
оставшейся части выборки. Контроль ошибки 
второго рода производился путем распознава-
ния сайтов связывания в последовательности 
длиной 100 т.п.о., которая была создана путем 
случайного перемешивания нуклеотидов обуча-
ющей выборки. Таким образом, нуклеотидный 
состав негативной и обучающей выборок был 
одинаковым. Для каждой выборки значения 
рассчитывались в виде таблицы ошибок, где 
в соответствие порогу распознавания были по
ставлены значения ошибок 1-го и 2-го родов. 
Для оценки достоверности каждого обнаружен-
ного сайта брались значения ошибок 1-го и 2-го 
родов из таблицы, посчитанной для данного 
типа сайтов, и для порога, на котором был об-
наружен соответствующий сайт. Исходя из этого 
мы считаем, что чем ниже значение ошибки 
2-го рода (перепредсказания) для сайта, тем 
меньше вероятность обнаружить данный сайт 
на этом пороге в последовательности данной 
длины по случайным причинам и тем выше 
достоверность его распознавания. 

Метод моделирования. Для теоретической 
оценки сложности механизма Н2О2-зависимой 
регуляции эффективности функционирования 
промоторов генов yfiA и katG E.col�i был ис-
пользован метод аппроксимации эксперимен-
тальных данных рациональными полиномами, 
описанный ранее (Лихошвай и др., 2009).

При оценке параметров функционирования 
промотора гена yfiA E. coli использовали экспе-
риментальные значения флюоресценции клеток 
линии МС4100 E. coli, трансформированных 
репортерной плазмидой pYfi-gfp, в момент до-
стижения максимального ответа на стресс через 
60 мин после начала воздействия Н2О2, которые 
были получены ранее (Tikunova et� �� ��al., 2007). 
Интенсивность флюоресценции репортерного 
белка GFP при разных концентрациях переки-
си водорода интерпретировали как величину 
относительной активности промотора. В силу 
условности шкалы измерения уровня флюо

ресценции белка GFP экспериментальные точ-
ки, соответствующие временному срезу 60 мин,  
были нормированы на величину интенсивности 
флюоресценции при концентрации перекиси 
водорода, равной 0,5 ����mM��. 

В качестве контрольного был использован 
геносенсор на основе промотора гена katG  
E. col�i, разработанный нами ранее на той же 
базовой основе, что и геносенсор E. coli/p�������Yfi����-gfp.  
При оценке параметров были использованы 
собственные экспериментальные данные (�����Khle-
bodarova� et� �� ��al., 2007). Значения взяты в момент 
максимального ответа на стресс через 40 мин 
после начала воздействия перекиси. Экспери-
ментальные точки, соответствующие временно-
му срезу 40 мин, были нормированы на вели-
чину фоновой интенсивности флюоресценции 
клеток в отсутствие перекиси водорода.

Экспериментальные методы. Для по-
лучения рекомбинантных белков транскрип-
ционных факторов ������������  ���� Crp���������  ���� , ������� ���� SoxS��� ���� , ����� FNR��  и MarA� 
E������ . ����coli на основе известных нуклеотидных 
последовательностей этих генов (���������GenBank��: 
U�������������������������������������     ����00096) были рассчитаны праймеры для ПЦР: 
5′-������������������������������� CTCTCCATGGTGCTTGGCAAACCGC������ -3′ и  
5′-GAGAGGGATCCACGAGTGCCGTAAACG  
ACGATG-3′, 5′-AAAACCATGGATGTCCCATC 
AGAAAATATTCAGG-3′ и 5′-CTTTGGATCC 
TAGGCGGTGGCGATAATCG-3′, 5′-CTGGAC 
ATGTTAAAATTGACAAATATCAATTACGG-3′  
и 5′-CTGGAGATCTGGCAACGTTACGCGTA
TGACCA-3′, 5′-CTCCTCATGACGATGTCCA
GACGCAATACTGA-3′ и 5′-TCCTAGATCTGC 
TGTTGTAATGATTTAATGGATGTAAAAAG-3′ 
соответственно. 

Праймеры для ТФ ��������������������   Crp�����������������    и �������������� SoxS����������  включали 
сайты рестрикции BamHI и Bsp19I, а для ����� FNR��  и 
MarA – ���BglII��, CciI или ���PciI�������������������  . Полученные ампли
фицированные фрагменты были расчетной 
длины и клонированы в вектор pOPE-110 (�����Crp��, 
SoxS�������  ������� ���) или pQE60 (����FNR�, MarA�����������������  ) по соответству-
ющим сайтам. Рекомбинантные белки были 
наработаны и очищены с помощью Ni-хелатной 
хроматографии согласно протоколу производи-
теля (QIAGEN). 

Гель-шифт-анализ с рекомбинантными 
очищенными белками проводили, как описано 
(����������� ���������������������������������  Cameron���� ���������������������������������  , �����������������������������������  Redfield���������������������������  , 2006). Олигонуклеотидный 
дуплекс, моделирующий потенциальный сайт 
связывания ТФ MarA в промоторе гена yfiA  
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E. coli, был синтезирован и соответствует после-
довательности 5′-�������������������AAGATTCGTTGACAAAAAG 
TGACAAAATTAT�����������������������������      в позиции –78/–47 от старта 
транскрипции.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Теоретический анализ  
потенциального регуляторного района  

гена yfiА E. coli

Как указывалось выше, проведенные ранее 
исследования (���������Tikunova� et� �� ��al., 2007) подтвер-
дили наше предположение о существовании 
собственного промотора у гена yfiA E. coli в пре-
делах выделенной нами последовательности от 
конца открытой рамки считывания впередиле-
жащего гена ectD (b2595) до ATG-кодона гена 
yfiA. Однако вопрос о существовании регуляции 
экспрессии yfiA (b2597) со стороны промотора 
гена ectD (b2595) оставался открытым. Допол-
нительно мы провели исследование нуклеотид-
ной последовательности между генами ectD и 
yfiA с использованием Интернет-доступного 
пакета программ RNAshapes (��������Steffen� et� �� ��al., 
2006). На расстоянии 30 нуклеотидов от конца 
открытой рамки считывания гена ectD был 
обнаружен канонический Rho-независимый 
терминатор транскрипции, структура которого 

(AAAACGGCAGCccttgaGCTGCCGTTTT) по
зволяет формирование потенциальной шпиль-
ки с энергией 16,7 ккал/моль. Это значение 
достаточно хорошо соответствует энергии 
наиболее часто встречающихся эксперимен-
тально идентифицированных Rho-независи-
мых терминаторов транскрипции у E. coli (���de� 
Hoon� et� �� ��al., 2005) и в совокупности с данными 
микрочип-эксперимента (�������Salmon� et� �� ��al., 2003) 
позволяет предположить отсутствие регуляции 
гена yfiA со стороны впередилежащего гена 
ectD (b2595). 

Таким образом, потенциальная промотор-
ная область гена yfiA E. coli составляет 230 
пар нуклеотидов от конца сайта терминации 
транскрипции гена ectD до ATG-кодона гена yfiA 
и включает открытую рамку считывания гена 
b2596. Структура этой области представлена 
на рис. 1. 

Клонированная последовательность потен-
циальной промоторной области гена yfiA E. coli 
включает часть Rho-независимого потенциаль-
ного терминатора транскрипции впередилежа-
щего гена ectD (���������Tikunova� et� �� ��al., 2007).

Модель функционирования  
геносенсора E. coli/pYfi-gfp  

в условиях окислительного стресса

Данные микрочип-эксперимента свидетель
ствуют о том, что высокая чувствительность 
гена yfiA E������ . ����coli к перекиси водорода не связана 
с присутствием ТФ OxyR, который является 
основным сенсором окислительного стресса. 
Более того, у OxyR-мутантов уровень индукции 
гена yfiA перекисью водорода существенно выше 
такового у дикого типа (Zheng et al., 2001). Для 
оценки сложности механизма регуляции актив-
ности гена yfiA E. coli в условиях окислительного 
стресса были использованы собственные экспе-
риментальные данные по влиянию различных 
концентраций Н2О2 на флюоресценцию клеток 
геносенсора E�� �������������. �������������coli���������/��������pYfi����-���gfp (���������Tikunova� et� �� ��al., 
2007), которые были нормированы, как описано 
в разделе «Методы». Их численные значения 
приведены в табл. 2.

Для описания эффективности функциони
рования промотора гена yfiA E. coli под дей-
ствием Н2О2 использовали рациональный 
полином вида:

Рис. 1. Структура потенциального регуляторного 
района гена yfiA E. coli. 

Указано расположение открытых рамок считывания генов 
ectD, b2596, yfiA и pheL старта транскрипции (ST), обнару-
женного в работе Hudson с соавт. (1984), потенциального 
Rho-независимого терминатора транскрипции гена ectD 
и границы потенциального промотора гена yfiA. Позиции 
указаны в координатах полного генома E. coli (GenBank: 
U00096).
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где n и m – параметры, которые характеризуют 
комплексность влияния перекиси на активацию 
и репрессию промотора соответственно; k1, k2 –  
константы, которые имеют размерность концент
рации и определяют эффективность влияния 
перекиси на активность промотора; w – отно-
шение активности промотора в отсутствие пе-
рекиси водорода к величине фонового сигнала 
флюоресценции; v – отношение константы 
эффективности инициации транскрипции ак-
тивированного промотора к величине фонового 
сигнала флюоресценции. Величины параметров 
n и m характеризуют совокупную сложность 
механизма регуляции активности промотора 
перекисью водорода. Чем выше значения n и 
m, тем большая сложность механизма прогно-
зируется. 

Результаты аппроксимации модели (1) к 
экспериментальным данным (табл. 2) при-
ведены на рис. 2. Видно, что при n = 1,3 и  
m� = 2,8 функция (1) хорошо описывает дина-
мику ответа ���������������������������������    pYfi�����������������������������    -����������������������������    gfp�������������������������     на стресс. Отсюда следу-
ет, что активность промотора гена yfiA E. coli 
регулируется через комплексный механизм и 
осуществляется, по-видимому, через несколько 
ТФ, которые могут действовать как активаторы 
и как ингибиторы.

Биохимический смысл значений n и m на 
данном этапе анализа не может быть одно-

значно распознан. Они могут отражать и коли-
чество сайтов связывания транскрипционных 
факторов, через которые действует перекись, и 
возможную каскадность механизма регуляции, 
и синергические взаимодействия транскрип-
ционных факторов. Данные, использованные 
в настоящей работе, не позволяют разделить 
эти гипотезы.

Косвенно обоснованность того, что меха-
низм ингибирования промотора гена yfi�A в при-
сутствии перекиси водорода связан с молеку-
лярно-генетическими процессами, а не является 
следствием гибели клеток в исследуемом интер-
вале концентраций, можно продемонстрировать 
при оценке предложенным методом сложности 
механизма регуляции экспрессии гена katG  
E. coli в условиях оксидативного стресса, кото-
рый, как известно, осуществляется через OxyR-
зависимый механизм (����������Tartaglia� et� �� ��al., 1989). 

Для этой оценки использованы собственные 
экспериментальные данные по влиянию различ-
ных концентраций Н2О2 на флюоресценцию 
клеток E. coli/pKat-gfp геносенсора (���������Khleboda-
rova� et� �� ��al., 2007), которые были нормированы, 
как описано в разделе «Методы». Их численные 
значения приведены в табл. 2.

Рис. 2. Аппроксимация динамики экспрессии гена 
yfiA в условиях окислительного стресса. 

Сплошная линия – теоретическая кривая, точки – экспе-
риментальные значения, отражающие относительную ак-
тивность функционирования промотора yfiA через 60 мин  
после воздействия различных концентраций H2O2. Рас-
четы выполнены при w = 0, v = 111, k1 = 8,1, k2 = 0,97,  
n = 1,3, m = 2,8.

Таблица 2 
Уровни индукции флюоресценции  
клеток геносенсоров E. coli/pYfi-gfp  

и E. coli/pKat-gfp различными  
концентрациями перекиси водорода

Концентрация 
Н2О2 (мМ)

Значение сигнала (усл.ед)
E. coli/pYfi-gfp E. coli/pKat-gfp

0 0,32 1
0,5 1 2,17
1 1,36 2,92
2 0,86 3,5
4 1,89 4,0
8 1,13 4,7
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Результаты аппроксимации модели (1) к экс-
периментальным данным приведены на рис. 3. 
Видно, что при n� = 1 и m� = 0 функция (1) хорошо 
описывает динамику ответа pKat-gfp на стресс, 
что согласуется с известным фактом наличия 
в данном промоторе сайта ТФ OxyR, через ко-
торый и осуществляется активация промотора 
перекисью водорода (����������Tartaglia� et� �� ��al., 1989).

Видно также, что концентрации перекиси 
водорода выше 2,0 мМ не снижают уровень 
ответа геносенсора E. сoli/pKat-gfp на присутст
вие токсического агента. Эти данные косвенно 
свидетельствуют о специфичности ответа 
геносенсора E. сoli/p�������Yfi����-gfp на воздействие 
Н2О2 в интервале концентраций от 2,0 до 8 мМ  
(рис. 2), однако для выяснения конкретных ме-
ханизмов его ингибирования в этом интервале 
концентраций Н2О2 необходимы дополнитель-
ные исследования.

Анализ структуры  
потенциального промотора  

гена yfiА E. coli методом �������SiteCon

Поскольку на основании математического 
анализа был сделан вывод о том, что регуляция 
экспрессии гена yfiA в условиях окислительного 
стресса носит сложный комплексный характер, 
был проведен поиск в последовательности про-
мотора гена yfiA потенциальных сайтов связы-
вания ТФ, которые прямо или косвенно могут 
участвовать в этом ответе. Наибольший интерес 
для нас представляли сайты, достоверность 
распознавания которых достаточно высока. 
Мы оценили этот уровень по ошибке второго 
рода (уровню перепредсказания) и ограничили 
его снизу. Уровень перепредсказания отражает 
количество потенциальных сайтов, которые 
могут быть найдены в случайной последова-
тельности по случайным причинам на данном 
пороге распознавания, и поэтому данный па-
раметр может быть использован как простая 
оценка уровня достоверности предсказания. В 
дальнейшем рассматривали только те потен-
циальные сайты, уровень перепредсказания 
которых был меньше, чем 1/2400 нуклеотидов 
при длине анализируемой последовательности 
240 нуклеотидов. Исключение было сделано 
для ТФ ���������������������������������  SoxS�����������������������������  , достоверность предсказания 
которого была несколько ниже этой оценки. В 

табл. 1 приведен список потенциальных сайтов 
связывания ТФ в промоторе гена yfiA, которые 
удовлетворяют вышеозначенным ограничени-
ям. Таких сайтов оказалось 7, и принадлежат 
они 6 ТФ: ������������������������������������      MarA��������������������������������      , ������������������������������     IscR��������������������������     , MetJ, PurR, ������������  CRP���������   и SoxS. 
Транскрипционные факторы ������������������  MarA��������������  , ������������ IscR�������� , MetJ, 
PurR и SoxS прямо или косвенно участвуют 
в ответе на окислительный стресс, а ТФ ����Crp� 
является глобальным регулятором генов ката-
болизма углеводов и в целом может влиять на 
уровень стрессового ответа в зависимости от 
присутствия в среде глюкозы и уровня внутри
клеточного сАМФ (Ishizuka et al., 1994).

В табл. 1 сайты расположены в порядке их 
удаленности от старта транскрипции. Согласно 
данным табл. 1, выявленные потенциальные 
сайты связывания ТФ имеют достаточно высо-
кий уровень конформационного сходства с из-
вестными экспериментально подтвержденными 
сайтами и небольшую величину вероятности 
их выявления по случайным причинам. Среди 
выявленных сайтов максимальный уровень 
достоверности показан для сайтов связывания 
ТФ Crp, ��������������������������������������       MarA����������������������������������        и �������������������������������     MetJ���������������������������     , а наименьший – для IscR, 
PurR���������   и SoxS. 

Из данных табл. 1 следует, что центр сайта 
связывания Crp расположен на расстоянии 
–40 нуклеотидов от предполагаемого старта 
транскрипции. Эта позиция близка к позиции 
(–41,5), характерной для Crp-зависимых про-

Рис. 3. Соответствие функции Vn, m динамике экс-
прессии гена katG в условиях оксидативного стресса 
при предположении активации его промотора через 
один сайт (n = 1, m = 0). 

Сплошная линия – теоретическая кривая, точки – экс-
периментальные значения экспрессии промотора katG  
E. coli через 40 мин после воздействия различных кон-
центраций Н2О2. Расчеты выполнены при k1 = 1,275,  
w = 0,6, v = 7,23. 
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моторов класса II (��������Rhodius� et� �� ��al., 1997; �������Savery� 
et� �� ��al., 1998). Совпадение позиций сайтов свя-
зывания для ТФ MarA и SoxS неудивительно, 
так как эти транскрипционные факторы имеют 
близкую структуру сайтов связывания, которая 
называется marbox (�������Martin� et� �� ��al., 1999). По-
ложение центра потенциального сайта MarA 
относительно старта транскрипции находится 
в позиции –63, а сайта SoxS – в позиции –61,5, 
что соответствует структуре mar/sox-зависи-
мых промоторов класса I (�������Martin� et� �� ��al., 2002). 
Что касается ТФ IscR, то он содержит в своей 
структуре [2Fe-2S] кластер, подобно семейству 
Mar/Sox/Rob транскрипционных факторов, а его 
последовательность имеет сходство с последо-
вательностью ТФ MarA (���������Schwartz� et� �� ��al., 2001). 
В связи с этим перекрывание его потенциаль-
ного сайта связывания с последовательностью 
marbox также возможно.

В промоторной области гена yfiA выявлено 
три сайта связывания для транскрипционных 
репрессоров MetJ и PurR. Обнаружение в 
промоторе гена yfiA специфических регулято-
ров пуринового и метионинового биосинтеза 
кажется маловероятным, но высокая досто-
верность сайта MetJ в позиции –101 относи-
тельно старта транскрипции и характерное 
для репрессоров расположение второго сайта 
между боксами –35 и –10 РНК полимеразы 
требуют экспериментальной проверки возмож-
ности наличия этих сайтов в структуре гена 
yfiA. Анализ известных механизмов регуляции 
транскрипции этих двух репрессоров выявил 
следующую особенность. Их транскрипция 
репрессируется ТФ Fur, а экспрессия Fur прямо 
зависит от активности ТФ OxyR, SoxS и Crp 
(De Lorenzo et� �� ��al., 1988; Zheng et� �� ��al., 1999). 
Подтверждение существования этих сайтов в 
промоторе гена yfiA может свидетельствовать о 
наличии непрямой регуляции экспрессии гена 
yfiA в условиях оксидативного стресса. 

Таким образом, комплексная чувствитель-
ность экспрессии гена yfiA к перекиси водорода 
может быть объяснена наличием как прямой 
активации промотора гена yfiA окисляющими 
агентами через сайты связывания ТФ SoxS и 
IscR, которые чувствительны к радикал-образу-
ющим агентам, так и непрямой его активацией 
через сайты связывания ТФ MarA, MetJ и PurR, 
экспрессия которых в присутствии перекиси 

водорода зависит от сенсоров окислительного 
стресса ТФ SoxS и/или OxyR (�������������� Demple�������� , 1996; 
Zheng et� �� ��al., 1999).

Наличие сайта связывания Crp свидетельству-
ет о возможности прямой зависимости уровня 
стрессового ответа клеток от источника питания 
и той роли, которую ТФ Crp играет в регуляции 
экспрессии yfiA (Ishizuka et al., 1994). Более  
того, положение этого сайта в промоторе позво-
ляет предположить возможность функциональ-
ного взаимодействия Crp с IscR, SoxS и Mar��A� 
транскрипционными факторами (табл. 1).

Экспериментальный анализ  
структуры промотора гена yfiA ������� E������ . ����coli

На первом этапе для анализа были выбраны 
потенциальные сайты ТФ ������������  ����� Crp���������  ����� , ������� ����� MarA��� ����� , ������ FNR���  и 
SoxS��������������������������������������       . Сайты связывания ТФ ����������������   Crp�������������    и ���������� MarA������  были 
выявлены нами в промоторе гена yfiA с очень 
высоким уровнем достоверности: 1/100000 и 
1/19987 соответственно. Предпосылкой для 
проверки сайта связывания ТФ FNR послужили 
данные микрочип-эксперимента, в которых экс-
прессия гена yfiA зависит от присутствия этого 
фактора, и тот факт, что в его потенциальной 
регуляторной области находится последова-
тельность, близкая по структуре сайту связы-
вания ТФ ������������ FNR���������  (Salmon et al., 2003). Уровень 
распознавания этой последовательности как 
сайта связывания ТФ ��������������������  FNR�����������������   методом ��������SITECON� 
составил 1/549, что значительно выше выбран-
ного нами уровня ограничения. Потенциальный 
сайт ТФ SoxS представлял интерес с двух точек 
зрения. Во-первых, он был выявлен в позиции 
–61,5, что соответствует структуре mar/sox-
зависимых промоторов класса I (�������Martin� et� �� ��al., 
2002). Во-вторых, уровень его распознавания 
был чуть выше выбранного нами ограничения. 
В совокупности анализ этих сайтов позволял 
уточнить критический уровень распознавания 
метода ��������SITECON�.

На рис. 4 представлены результаты взаи-
модействия последовательности промотора 
гена yfiA E. coli (а, б, в) и последовательности 
потенциального сайта связывания MarA (���AAG 
ATTCGTTGACAAAAAGTGACAAAATTAT�) 
из промотора гена yfiA (г) в позиции –78/–47 с 
рекомбинантными очищенными белками ТФ 
SoxS�������  ���������������������������       (2), ����������������������������      FNR�������������������������       (4), �������������������    Crp����������������     (6) и MarA (7).
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Видно отсутствие сайта связывания ТФ ����FNR� 
промоторе гена yfiA� (рис. 4, б, дорожка 4), что 
совпадает с низкой оценкой уровня его распо
знавания методом ������������������������   SITECON�����������������    (1/549) и позво-
ляет предположить непрямые механизмы его 
влияния на экспрессию гена yfiA. Действие ����FNR� 
на экспрессию гена yfiA в анаэробных условиях 
может быть связано с участием �������������  FNR����������   в актива-
ции транскрипции гена ТФ ������������� Arc���������� A (Compan et 
al., 1994), который репрессирует транскрипцию 
стрессовой rpoS-полимеразы (Mika, Hengge, 
2005). Участие rpoS-полимеразы в транскрип-
ции гена yfiA не показано, однако известно, 
что продукт гена yfiA появляется в клетке при 
изменении плотности культуры и в ответ на 
холодовой шок (Agafonov et al., 2001; Wilson 
et al., 2004). Эти стрессовые воздействия реа-
лизуются через rpoS-полимеразу (Takayanagi et 
al., 1994) и позволяют предположить ее участие 
в транскрипции гена yfiA.

Что касается потенциальных сайтов свя-
зывания ТФ Crp, MarA и SoxS, то результаты, 
представленные на рис. 4, подтверждают их 
наличие в структуре промотора yfiA E. coli и 
позволяют объяснить чувствительность этого 
гена к митомицину и окислительным агентам 
(���������Tikunova� et� �� ��al., 2007).

Также полученные нами результаты позволя-
ют не рассматривать в качестве потенциальных 
те сайты, которые выявлены методом ���������� SiteCon���  с 
уровнем перепредсказания выше 1/1800.

Таким образом, теоретически было пока-
зано, что сложная динамика экспрессии гена 

yfiA E.coli в условиях окислительного стресса 
является отражением комплексного воздейст
вия нескольких ТФ. Подтверждением этому 
было выявление в структуре его регуляторного 
района потенциальных ССТФ MarA, IscR, MetJ, 
PurR и SoxS, которые прямо или косвенно могут 
участвовать в ответе этого гена на окислитель-
ный стресс. Наличие сайтов связывания ТФ 
SoxS и MarA подтверждено эксперименталь-
но. Также выявлено, что экспрессия гена yfiA 
E.coli может зависеть от присутствия в среде 
глюкозы и уровня внутриклеточного сАМФ, в 
связи с наличием в структуре его промотора 
экспериментально подтвержденного сайта 
связывания ТФ �����CRP��. 
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RECONSTRUCTION OF MECHANISMS REGULATING THE EXPRESSION  
OF THE Escherichia coli yfiA GENE UNDER STRESS CONDITIONS
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The regulatory region of the Escherichia coli yfiA gene was reconstructed by using the SiteCon web resource 
and mathematical modeling, and its expression complexity under oxidative stress was assessed. Simulation 
of the response of E. coli cells transformed with pYfi-gfp plasmid to oxidative stress indicated that the 
maximum agreement with experimental data was achieved in a model implying a complex action, apparently 
mediated by several transcription factors (TFs). The regulatory region of the yfiA gene was searched for 
potential TF binding sites, and highly reliable recognition was predicted for TFs MarA, IscR, MetJ, PurR, 
and SoxS, which directly or indirectly participate in the response of the gene to oxidative stress, and for CRP, 
a global regulator of carbohydrate catabolism. The presence of binding sites for CRP, MarA, and SoxS in 
the E. coli yfiA promoter was confirmed by electrophoretic mobility shift assay with purified recombinant 
TFs. This fact explains the sensitivity of yfiA to mitomycin and radical-forming agents. 

Key words: Escherichia coli, yfiA, GFP, transcription regulation.


