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Аннотация—Сравнительный анализ является мощным орудием предсказания различных вто-
ричных структур РНК. Он использовался для предсказания как структурных, так и регуляторных
РНК. В настоящей работе анализируются регуляторные вторичные структуры мРНК (T-box) в
Грам-положительных бактериях. Экспериментально известно около десятка T-box сигналов в
Bacilllus subtilis, Bacillus. stearothermophilus, Lactococcus lactis и Staphylococcus aureus. Исполь-
зуя выборку известных сигналов был составлен паттерн, и было проанализировано около сотни
геномов при помощи программы RNApattern, написанной для этих целей. Вторичная структура
РНК задавалась как набор параметров, включающих в себя длины спиралей и петель, расстояния
между спиралями и консервативные позиции нуклеотидов. В ряде геномов Грам-положительных
бактерий были найдены T-box сигналы перед новыми генами, включая предполагаемые амино-
кислотные транспортеры.

1. ВВЕДЕНИЕ

Сравнительный анализ является мощным орудием предсказания различных вторичных структур
РНК. Он использовался для предсказания как структурных, так и регуляторных РНК [1],[2]. Различ-
ные подходы применялись для предсказания регуляции генов по последовательности РНК [3],[4],[5].
В настоящей работе анализируются регуляторные вторичные структуры мРНК (T-box) в Грам-
положительных бактериях. Экспериментально известно около десятка T-box сигналов в Bacilllus
subtilis, Bacillus. stearothermophilus, Lactococcus lactis и Staphylococcus aureus. Используя выборку
известных сигналов был сделан паттерн, и было проанализировано около сотни геномов при помо-
щи программы RNApattern, написанной для этих целей. В ряде геномов были найдены новые T-box
сигналы (обсуждается ниже). Предсказание регуляторных вторичных структур мРНК (T-box) пред-
ставляет интерес с точки зрения описания регуляции экспрессии генов метаболизма аминокислот
в различных бактериях. Кроме того, по вторичной структуре мРНК T-box сигнала имеется возмож-
ность предсказания аминокислоты индуцирующей регуляцию, что является полезным для выяснения
функции генов, кодирующих неизвестные белки. Например, анализ регуляторной вторичной струк-
туры РНК позволяет предсказывать по анти-антикодону T-box сигнала специфичность транспортера
по аминокислоте.

2. ПОИСК T-BOX СИГНАЛОВ

Механизм регуляции T-box, экспериментально показанный для аминокислотных генов (биосинте-
тических, аминоацил-тРНК синтетаз и некоторых транспортеров) в Грам-положительных бактериях,
является одной из разновидностей аттенюации [6]. Вторичная структура РНК (T-box), расположенная
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в лидерной области оперона, может находиться в антитерминирующем или терминирующем состоя-
нии. Незагруженная аминокислотой тРНК соединяется с этой структурой при помощи антикодонной
петли и акцепторного конца и стабилизирует антитерминирующее состояние вторичной структуры.
Загруженная аминокислотой тРНК не взаимодействует с вторичной структурой и РНК укладыва-
ется в терминирующее состояние. Такой механизм регуляции хорошо изучен, и для ряда генов в
нескольких Грам-положительных бактериях были экспериментально показаны T-box регуляторные
сигналы [7],[8].
Однако предсказание этих сигналов в массовом порядке сделано не было. Неясно, насколько фило-

генетически распространены T-box сигналы и существуют ли новые гены, относящиеся к биосинтезу
или транспорту аминокислот, регулируемые по этому механизму. Для поиска новых T-box сигналов
был составлен паттерн на основании выборки известных структур и при помощи программы RNAp-
attern были найдены новые вторичные структуры T-box. В паттерн были включены антитерминатор,
терминатор и наиболее консервативный участок — T-box (рис. 1). В программе вторичная струк-
тура РНК задавалась как набор параметров, учитывающих длины спиралей, размеры однонитевых
участков и расположение консервативных нуклеотидов. Анализировалось около сотни геномов. Рас-
смотрим результаты на примере хорошо изученной бактерии Bacillus subtilis. У этой бактерии было
найдено программой 19 потенциальных T-box сигналов, 8 из них входило в обучающую выборку.
11 экспериментально известных T-box сигналов не входило в обучающую выборку, но эти сигналы
были найдены программой. При этом шум отсутствовал, что показывает высокую избирательность
паттерна. Длина генома B. subilis составляет 5 × 106 нукледтидов, длина сигнала — < 100 нуклео-
тид). Тест программы на B. subtilis показал применимость поиска T-box сигналов в других бактериях.
Кроме того, исходя из сравнительного подхода, нахождение сигналов перед ортологичными генами
повышает надежность предсказания.

терминатор
-------------> <------------

====> ===> антитерминатор <=======
Bs THRS AAAGGG TGGAACC ACGA TTCCGTTTATTCAACC TCGTCCCTTT CATAGGGGGCGGGGTTTTT

Bs tyrS GT AGGG TGGTACC GCGAT AATCA---------- ATCGTCCCT TCGTGTAAACGAAGGGGCGTTTTTTATTTT

Bs VALS AAAAGG TGGTACC GCGAAA GAGCT--------- TTTCGTCCTTTT ACAGGGATGAAGAGCTCTTTTTTCGT

BS PHES T AAGGG TGGTACC GCG GCCACAACT-------- CGTCCCTT GTACAAGGGACGGGTTTTTTTTATTTTCC

Lc VALS T TTAGG TGGTACC GCGAG TAGA----------- CTCGTCCTAA TAATCGATATTAGGGCGTTTTTTTGTGTAT

Lc TRP C TAAGG TGGCACC GCGGA AAA------------ TCCGTCCTTA ACTTTTCAAAGTTATGGGCGGATTTTTTTGT

LL TRP T TACGG TGGCACC GCGT GACAT----------- ACGCCCGTA GAGTATTTGATACTCTACGGGCTTTTTTGTA

LL his TT AAGG TGGAACC ACG ATTAAAC---------- CGTCCTT TAAGTCAAGTACTTTTAGGCGTTTTTTTATAT

SA ILES T AAGGG TGGTACC GCGA GCAA------------ TCGTCCCTT TTAATTTAACTTAGAGTTTTTTAAATTTTTAA

Рис. 1. Выборка известных T-box сайтов. В первой колонке указаны аббревиатуры геномов (BS
— Bacillus subtilis, LC — Lactobacillus casei, LL — Lactococcus lactis, SA — Staphylococcus aureus),
во второй колонке — названия генов, в третьей — участок последовательность мРНК лидерной
некодирующей области. Жирным шрифтом показан 14-нуклеотидный консервативный участок (T-
box), рамкой и подчёркиванием обозначена вторичная структура РНК антитерминатора и терминатора
соответственно. Стрелками указаны комплементарные участки мРНК.

3. АНАЛИЗ ПОЛУЧЕННЫХ РЕЗУЛЬТАТОВ

В таблице 1 приведены найденные T-box сигналы перед аминокислотными генами. Подавляющее
числоT-box регуляторных сигналов былонайдено вГрам-положительныхбактериях, принадлежащих
группе Bacillus/Clostridium. Кроме этих бактерий несколько T-box сигналов были найдены в Chlo-
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roflexus aurantiacus (зелёные несерные бактерии) и Deinococcus radioduras (Thermus/Deinococcus). В
других бактериях не было найдено ни одного регуляторного сайта. Предполагается, что область рас-
пространения рассматриваемого регуляторного механизма ограничивается Грам-положительными
бактериями или, возможно, подобный механизм регуляции существует у других бактерий, но регу-
ляторный сигнал (вторичная структура РНК и консервативный участок T-box) сильно отличается от
сигнала, обнаруженного у Грам-положительных бактерий.
Рассмотрим предсказание регуляции аминокислотных биосинтетических генов и аминоацил-

тРНК синтетаз. Найдено 40 генов, регулируемых T-box сигналами в различных бактериях. Регуляция
17 из найденных генов ранее не была экспериментально известна. Наибольшее количество регу-
лируемых генов обнаружено у Bacillus anthracis и Bacillus cereus. На основании анализа цепочек
ортологичных генов в различных бактериях были построены предполагаемые опероны, регулируе-
мые T-box сигналом. Анализ расположения регуляторных сайтов перед аминокислотными оперонами
дал интересные результаты. Впервые для регуляторных сигналов T-box было показано сохранение
сигнала при различных оперонных перестройках.

кол-во T-box
бактерии сигналов в

геноме
Грам-положительные:

Bacillus subtilis 19
Bacillus stearothermophilus 14

Bacillus halodurans 18
Bacillus anthracis 42
Bacillus cereus 37

Staphylococcus aureus 12
Enterococcus faecalis 18
Lactococcus lactis 11

Clostridium acetobutylicum 23
Clostridium difficile 22
Streptococcus pyogenes 8
Streptococcus pneumoniae 8
Streptococcus mutans 10
Streptococcus equi 7

Desulfitobacterium halfnience 14

Другие группы:
Chloroflexus aurantiacus 1
Deinococcus radioduras 2

Табл. 1. Результаты предсказания T-box сигналов в различных геномах.
Кроме аминокислотных биосинтетических генов и генов, кодирующих аминоацил-тРНК синте-

тазы, была предсказана регуляция генов, кодирующих аминокислотные транспортеры. В отличие
от аминокислотных биосинтетических генов и генов, кодирующих аминоацил-тРНК-синтетазы, ре-
гуляция аминокислотных транспортеров у Грам-положительных бактерий практически не изучена.
Недавно [9] экспериментально показан T-box сигнал перед генами yczA-ycbK и yhaG в B. subtilis.
Предсказание регуляции генов, кодирующих аминокислотные транспортеры, интересно тем, что по
виду T-box сигнала (участок анти-антикодон) можно предсказывать специфичность транспортеров
по аминокислоте у транспортеров с неизвестной функцией. В настоящей работе были найдены T-box
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сигналы перед 16 генами, кодирующими потенциальные транспортеры с неизвестной функцией. По
анти-антикодонам T-box структур была предсказана специфичность предполагаемых транспортеров.
В случае аминокислотных биосинтетических генов и аминоацил-тРНК синтетаз предсказан-

ная регуляция проверяется через функцию гена. Например ген pah, кодирующий фенилаланин-4-
гидроксилазу (реакция L-фенилаланин −→ L-тирозин) регулируется тирозиновым T-box сигналом.
Уровень экспрессии гена pah зависит от концентрации продукта реакции (тирозина), что разумно с
биологической точки зрения. В случае же аминокислотных транспортеров предсказываемую регу-
ляцию (T-box) можно подтвердить и через другие механизмы регуляции. Известно, что механизмы
регуляции одних и тех же генов в разных бактериях могут отличаться друг от друга. Ниже приво-
дятся несколько случаев пересечения предсказываемой регуляции (T-box) с другими механизмами
регуляции.
1. Известно из экспериментальных данных, что ген yhaG в B. subtilis кодирует триптофановый

транспортер и регулируется TRAP репрессором. TRAP репрессия индуцируется высокой концентра-
цией триптофана внутри бактерии. В настоящей работе были найдены триптофановые T-box сигналы
перед геном yhaG в C. acetobutylicum и C. difficile, что указывает на индуцированную триптофаном
репрессию этого гена. Таким образом, механизмы регуляции гена yhaG в этих бактериях различают-
ся, но принцип регуляции аналогичен. Следует отметить, что ген yhaG не имеет ортологов в других
бактериях.

Bacillus subtilis (TRAP) yhaG
Clostridium acetobutylicum (Trp T-box) yhaG
Clostridium difficile (Trp T-box) yhaG
2. Еще один случай пересечения различных механизмов регуляции можно показать на примере

оперона yqiX-yqiY-yqiZ, который кодирует гены потенциальнойABC системы транспорта. Ранее перед
этим опероном в C. acetobutylicum был предсказан сайт для аргининового репрессора ArgR [10]. В
настоящей работе в Clostridium difficile перед опероном yqiX-yqiY-yqiZ был найден аргининовый
T-box.

Clostridium acetobutylicum (ArgR box) yqiX-yqiY-yqiZ
Clostridium difficile (Arg T-box) yqiX-yqiY-yqiZ
3. Оперон yusCBA содержит гены потенциальной ABC системы транспорта. Показано [11], что в

Bacillus subtilis этот оперон регулируется при помощи механизма S-box. S-box сайты были найдены
перед генами, кодирующими ферменты биосинтеза метионина и цистеина, а также перед генами,
кодирующими потенциальные метиониновые транспортеры. В настоящей работе в Enterococcus fae-
calis перед опероном yusCBA был найден метиониновый T-box. При разности механизмов регуляция
yusCBA оперона похожа. При избытке метионина экспрессия оперона yusCBA репрессируется.

Bacillus subtilis (S-box) yusCBA
Clostridium acetobutylicum (S-box) yusCBA
Clostridium difficile (Met T-box) yusCBA

4. ВЫВОДЫ

Предсказаны регуляторные вторичные структуры мРНК (T-box сигналы) перед генами, кодиру-
ющими аминоацил-тРНК синтетазы и ферменты биосинтеза аминокислот в Грам-положительных
бактериях. Семейство регулируемых T-box сигналами генов было значительно расширено за счет
предсказания регуляции у новых генов. Кроме того, предсказана специфичность по аминокислоте
у ряда транспортеров с неизвестной функцией. На примере T-box сигналов показано пересечение
предсказываемой регуляции с другими известными механизмами регуляции. Кроме того, на примере
T-box сигналов показаны оперонные перестройки в различных бактериях при сохранении регуляции,
осуществляемой вторичной структурой РНК.
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