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Øòàìè àêòèíîì³öåò³â Streptomyces nogalater Lv65, 
S. echinatus DSM40730 òà S. peucetius subsp. caesius 
ATCC27952 º ïðîäóöåíòàìè àíòðàöèêë³íîâèõ àíòè-
á³îòèê³â íîãàëàì³öèíó, àðàíö³àì³öèíó òà äîêñîðóá³-
öèíó â³äïîâ³äíî. Ó ðîáîò³ âèâ÷åíî âïëèâ åêñïðåñ³¿ ïëå-
éîòðîïíèõ ðåãóëÿòîðíèõ ãåí³â lndYR ³ wblAgh íà âòî-
ðèííèé ìåòàáîë³çì òà ìîðôîãåíåç öèõ áàêòåð³é. Ó äî-
ñë³äæóâàíèõ ñòðåïòîì³öåòàõ ââåäåííÿ ðåãóëÿòîð³â â 
ñêëàä³ ðåïë³êàòèâíèõ ïëàçì³ä ïðèçâîäèòü äî çíèæåííÿ 
ñèíòåçó àíòðàöèêë³í³â, à åêñïðåñ³ÿ lndYR ó êë³òèíàõ 
S. peucetius subsp. caesius ATCC27952 ïðèãí³÷óº ñïîðó-
ëÿö³þ ïðîäóöåíòà äîêñîðóá³öèíó, ùî ñâ³ä÷èòü ïðî íà-
ÿâí³ñòü ¿õí³õ ãîìîëîã³â ó ãåíîìàõ. ²äåíòèô³êàö³ÿ öèõ 
ãåí³â ç ìåòîþ ïîäàëüøî¿ ñïðÿìîâàíî¿ ³íàêòèâàö³¿ ìîæå 
áóòè óñï³øíèì ³íñòðóìåíòîì äëÿ îäåðæàííÿ øòàì³â 
ç ï³äâèùåíèì ð³âíåì ñèíòåçó êë³í³÷íî âàæëèâèõ ñïîëóê, 
à òàêîæ äîçâîëèòü âñòàíîâèòè îêðåì³ åòàïè ðåãóëÿ-
ö³¿ âòîðèííîãî ìåòàáîë³çìó àíòðàöèêë³íîâèõ àíòè-
á³îòèê³â. 

Êëþ÷îâ³ ñëîâà: àíòðàöèêë³íîâ³ àíòèá³îòèêè, á³îñèí-
òåç, âòîðèííèé ìåòàáîë³çì, ðåãóëÿòîðí³ ãåíè.

Âñòóï. Âèâ÷åííÿ êëþ÷îâèõ ìåõàí³çì³â ðåãóëÿ-
ö³¿ ñèíòåçó àíòèá³îòèê³â º îäí³ºþ ç öåíò-
ðàëüíèõ ïðîáëåì ãåíåòèêè òà á³îòåõíîëîã³¿ 
àêòèíîì³öåò³â. Äàí³ á³î³íôîðìàòèâíîãî àíàë³çó 
ãåíîì³â àêòèíîì³öåò³â ñâ³ä÷àòü ïðî ³ñíóâàííÿ 
âåëèêî¿ ê³ëüêîñò³ ãåí³â, ùî çàáåçïå÷óþòü ðå-
ãóëÿö³þ âòîðèííîãî ìåòàáîë³çìó öèõ áàêòåð³é 

[1–3]. Îäíàê äåòàëüí³ ôóíêö³¿ á³ëüøîñò³ ðå-
ãóëÿòîðíèõ ãåí³â íå âèâ÷åíî. Öÿ ïðîáëåìà 
îñîáëèâî àêòóàëüíà äëÿ âèä³â àêòèíîì³öåò³â – 
ïðîäóöåíò³â êë³í³÷íî âàæëèâèõ àíòèá³îòèê³â, 
ãåíîìè ÿêèõ ùå íå ñåêâåíîâàíî. Â³äñóòí³ñòü 
ö³º¿ ³íôîðìàö³¿ íå äàº çìîãè ó ïîâí³é ì³ð³ âèâ-
÷àòè ðåãóëÿòîðí³ åëåìåíòè òà â³äïîâ³äí³ á³ë-
êîâ³ ïðîäóêòè, ùî óñêëàäíþº ¿õíº çàñòîñóâàí-
íÿ äëÿ êîíñòðóþâàííÿ øòàì³â-íàäïðîäóöåíò³â. 
Åêñïðåñ³ÿ äîáðå âèâ÷åíèõ ðåãóëÿòîð³â âòîðèí-
íîãî ìåòàáîë³çìó àêòèíîì³öåò³â çà ãåòåðîëî-
ã³÷íèõ óìîâ ìîæå âèêîðèñòîâóâàòèñü äëÿ ïî-
äîëàííÿ öèõ óñêëàäíåíü. Åôåêòèâí³ñòü òàêîãî 
ï³äõîäó ïðîäåìîíñòðîâàíî äëÿ íèçêè øòàì³â 
àêòèíîì³öåò³â [1, 4, 5].

Êëàñòåðè ãåí³â á³îñèíòåçó àíòðàöèêë³íîâèõ 
àíòèá³îòèê³â íîãàëàì³öèíó, àðàíö³àì³öèíó òà 
äîêñîðóá³öèíó (ðèñ. 1) êëîíîâàíî ç ãåíîì³â S. no-
galater, S. echinatus ³ S. peucetius òà ñåêâåíîâà-
íî [8, 9, 10–12]. Âèâ÷åíî îêðåì³ àñïåêòè ðå-
ãóëÿö³¿ âòîðèííîãî ìåòàáîë³çìó öèõ áàêòåð³é 
[4, 12, 13], çîêðåìà êëîíîâàíî òà äîñë³äæåíî 
ðîëü øëÿõ-ñïåöèô³÷íèõ ðåãóëÿòîð³â: snorA ó 
êîíòðîë³ á³îñèíòåçó íîãàëàì³öèíó òà dnrI – 
äîêñîðóá³öèíó. Íîêàóò öèõ ãåí³â ïðèãí³÷óº, à 
íàäåêñïðåñ³ÿ – ï³äâèùóº ð³âåíü ïðîäóêö³¿ â³ä-
ïîâ³äíèõ àíòèá³îòèê³â, ùî ñâ³ä÷èòü ïðî ¿õíþ 
ïîçèòèâíó ó÷àñòü â ðåãóëÿö³¿ [13]. Îäíàê ðîëü 
ïëåéîòðîïíèõ ðåãóëÿòîðíèõ ãåí³â òà ìîæëè-
â³ñòü ¿õíüîãî âèêîðèñòàííÿ äëÿ îòðèìàííÿ øòà-
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ì³â ç ï³äâèùåíèì ð³âíåì ñèíòåçó öèõ ñïîëóê 
âèâ÷åíî íåäîñòàòíüî. Îñîáëèâèé ³íòåðåñ ñòà-
íîâèòü ãåòåðîëîã³÷íà åêñïðåñ³ÿ ãåí³â, ùî ïðåä-
ñòàâëÿþòü ð³çí³ ðîäèíè á³ëêîâèõ ðåãóëÿòîð³â. 
Ðåçóëüòàòè öèõ äîñë³äæåíü äàþòü çìîãó íå ëèøå 
çðîçóì³òè îñíîâí³ çàêîíîì³ðíîñò³ ãåíåòè÷íîãî 
êîíòðîëþ ñèíòåçó àíòèá³îòèê³â, à é îòðèìàòè 
øòàìè ³ç çì³íåíèì ð³âíåì ¿õíüîãî á³îñèíòåçó.

Ñåðåä âèÿâëåíèõ â àêòèíîì³öåò³â òðàíñêðèï-
ö³éíèõ ðåãóëÿòîð³â îäí³ºþ ³ç íàéá³ëüøèõ º 
GntR-ðîäèíà. Ç õðîìîñîìè ïðîäóöåíòà ëàíäîì³-
öèíó Å S. globisporus 1912 êëîíîâàíî ãåí lndYR,
ùî êîäóº GntR-ïîä³áíèé ðåãóëÿòîð ñóáðîäè-
íè YtrA. Ñïðÿìîâàíà ³íàêòèâàö³ÿ öüîãî ãåíà 
ïðèãí³÷óâàëà ñïîðóëÿö³þ òà ïðîäóêö³þ ëàíäî-
ì³öèíó Å ó S. globisporus. ßê ïîêàçàëè ðåçóëü-
òàòè äîñë³äæåíü in vivo òà in vitro, LndYR ðåï-
ðåñóº ãåíè, ùî êîäóþòü ñèñòåìó ABC-òðàíñ-
ïîðòåð³â lndW-lndW2. Íàäåêñïðåñ³ÿ lndYR ó 
øòàìàõ S. ghanaensis ATCC14672 ³ S. sioyaensis 
NRRL-B5408 ³ñòîòíî âïëèâàëà íà âòîðèííèé 
ìåòàáîë³çì òà ìîðôîëîã³÷í³ õàðàêòåðèñòèêè 
áàêòåð³é [6]. 

Ïëåéîòðîïíèé ðåãóëÿòîðíèé ãåí wblAgh, ùî 
êîäóº ãîìîëîã WhiB-ðîäèíè, êëîíîâàíî ç ãå-
íîìó ïðîäóöåíòà ìîåíîì³öèíó S. ghanaensis. 
Ñïðÿìîâàíà ³íàêòèâàö³ÿ öüîãî ãåíà áëîêóâàëà 
ñïîðóëÿö³þ òà ï³äâèùóâàëà ñèíòåç àíòèá³îòè-
ê³â, â òîé ÷àñ ÿê íàäåêñïðåñ³ÿ çíèæóâàëà ïðî-
äóêö³þ ìîåíîì³öèí³â íà 50 % [7]. 

Àíàë³ç ñåêâåíîâàíèõ ãåíîì³â àêòèíîì³öåò³â 
câ³ä÷èòü ïðî âåëèêó ê³ëüê³ñòü ãîìîëîã³â ãåí³â 
lndYR òà wblAgh. Î÷åâèäíî, ùî á³ëêîâ³ ïðîäóêòè
âêàçàíèõ ãåí³â â³ä³ãðàþòü âàæëèâó ðîëü ó âòî-
ðèííîìó ìåòàáîë³çì³ áàêòåð³é. Îäíàê ðîëü öèõ 
ðåãóëÿòîð³â ó ãåíåòè÷íîìó êîíòðîë³ àíòðàöèê-
ë³íîâèõ àíòèá³îòèê³â äîñ³ íå âñòàíîâëåíî. Ìå-
òîþ ðîáîòè áóëî äîñë³äæåííÿ âïëèâó ãåòåðî-

ëîã³÷íî¿ åêñïðåñ³¿ ãåí³â lndYR S. globisporus 1912 
òà wblAgh S. ghanaensis íà ñèíòåç íîãàëàì³öèíó 
ó S. nogalater, àðàíö³àì³öèíó ó S. echinatus òà 
äîêñîðóá³öèíó ó S. peucetius.

Ìàòåð³àëè ³ ìåòîäè. Øòàìè áàêòåð³é òà óìî-
âè êóëüòèâóâàííÿ. Ó ðîáîò³ âèêîðèñòîâóâàëè øòà-
ìè äèêîãî òèïó S. nogalater Lv65 (ïðîäóöåíò 
íîãàëàì³öèíó), S. echinatus DSM40730 (ïðîäó-
öåíò àðàíö³àì³öèíó), S. peucetius subsp. caesius 
ATCC27952 (ïðîäóöåíò äîêñîðóá³öèíó), à òàêîæ 
øòàìè Escherichia coli: DH5  (F– 80d (lacZ)M15 
recA1 endA1gyrA96thi1deoR (lacZYA-argF) U169), 
ET12567 (dam–13::Tn9(Cmr) dcm–6 hsdM), ùî 
ìàëè êîí’þãàòèâíó ïëàçì³äó pUB307 (ïîõ³äíó 
ïëàçì³äè RÊ2). Óñ³ âèêîðèñòàí³ ó ðîáîò³ ïëàç-
ì³äè ì³ñòèëè ãåí ñò³éêîñò³ äî àïðàì³öèíó 
(Àpmr). Øòàìè ñòðåïòîì³öåò³â, à òàêîæ E. coli 
òà Sarcina lutea çáåð³ãàþòüñÿ â Êîëåêö³¿ êóëüòóð 
ì³êðîîðãàí³çì³â – ïðîäóöåíò³â àíòèá³îòèê³â 
Ëüâ³âñüêîãî íàö³îíàëüíîãî óí³âåðñèòåòó ³ìåí³ 
²âàíà Ôðàíêà. Êóëüòóðè àêòèíîì³öåò³â âèðîùó-
âàëè çà òåìïåðàòóðè 28 ºC, øòàìè E. coli, S. lu-
tea òà B. subtilis – çà 37 ºÑ. Äëÿ ïðîäóêóâàí-
íÿ àíòðàöèêë³í³â øòàìàìè S. nogalater Lv65, 
S. echinatus DSM40730 ³ S. peucetius subsp. 
caesius ATCC27952 ñóñïåíç³þ êë³òèí ó òèòð³ 
(3,5–4,4)·107 ³íîêóëþâàëè â 50 ìë ñåðåäîâèùà 
TSB [14] òà ³íêóáóâàëè 24 ãîä, ïîò³ì 24-ãîäèííó 
êóëüòóðó ³íîêóëþâàëè â îñíîâíå ñåðåäîâèùå 
(SG [14]; 4 % â³ä îá’ºìó îñíîâíî¿ êóëüòóðè) ³ 
âèðîùóâàëè 96 ãîä. 

Òðàíñôîðìàö³þ E. coli ïðîâîäèëè çã³äíî 
ç³ ñòàíäàðòíîþ «êàëüö³ºâîþ» ìåòîäèêîþ [15], 
êîí’þãàö³þ E. coli – S. nogalater çä³éñíþâàëè ÿê 
îïèñàíî ðàí³øå [16].

Âèçíà÷åííÿ ðåçèñòåíòíîñò³ øòàì³â äî àíòè-
á³îòèê³â. Ñïåêòð ñò³éêîñò³ äî àíòèá³îòèê³â âè-
çíà÷àëè ìåòîäîì äèôóç³¿ â àãàð ³ç âèêîðèñ-

Ðèñ. 1. Ñòðóêòóðí³ ôîðìóëè íîãàëàì³öèíó (à), àðàíö³àì³öèíó (á) òà äîêñîðóá³öèíó (â)
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gh
 ó ïðîäóöåíòàõ àíòðàöèêë³íîâèõ àíòèá³îòèê³â 
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òàííÿì äèñê³â ç àíòèá³îòèêàìè. Äèñêè íà-
êëàäàëè íà âåðõí³é øàð 0,7%-ãî àãàðó ÌÑ òà 
ÂÑ ³ç ñïîðàìè êóëüòóð. Âèì³ðè ä³àìåòð³â çîí 
ïðèãí³÷åííÿ ðîñòó øòàì³â àíòèá³îòèêîì, ùî 
äèôóíäóâàâ ç äèñê³â, ïðîâîäèëè íà òðåòþ òà 
øîñòó äîáè ³íêóáàö³¿.

Âèçíà÷åííÿ àíòèá³îòè÷íî¿ àêòèâíîñò³ øòà-
ì³â S. nogalater Lv65, S. echinatus DSM40730 òà 
S. peucetius subsp. caesius ATCC27952. Åêñïðåñ-
àíàë³ç àíòèá³îòè÷íî¿ àêòèâíîñò³ ïåðåë³÷åíèõ 
øòàì³â çä³éñíþâàëè çà äîïîìîãîþ âèçíà÷åí-
íÿ ³íäåêñó ïðîäóêòèâíîñò³ [13]. Øòàìè àêòèíî-
ì³öåò³â âèðîùóâàëè â ñåðåäîâèù³ SG ³ åêñòðà-
ãóâàëè àíòèá³îòèêè ç êóëüòóðàëüíî¿ ð³äèíè 
õëîðîôîðìîì (1:1). Åêñòðàêòè âèñóøóâàëè çà 
37 ºÑ, ñóõèé çàëèøîê ðîç÷èíÿëè ó ìåòàíîë³ 
òà íàêëàäàëè íà ÷àøêè ç 0,7%-ì àãàðîì, ùî 
ì³ñòèâ êë³òèíè Sarcina lutea (109 ê.ó.î.). ×àø-
êè ³íêóáóâàëè çà òåìïåðàòóðîþ 28 ºÑ âïðîäîâæ 
12 ³ 72 ãîä. 

Òîíêîøàðîâà õðîìàòîãðàô³ÿ (ÒØÕ) íîãàëà-
ì³öèíó, àðàíö³àì³öèíó òà äîêñîðóá³öèíó. Íîãà-
ëàì³öèí åêñòðàãóâàëè ç êóëüòóðàëüíî¿ ð³äèíè 
ð³âíèì îá’ºìîì õëîðîôîðìó, âèïàðîâóâàëè äî
ñóõîãî ñòàíó ó âàêóóì³ òà ðîç÷èíÿëè ó ìåòà-
íîë³. ÒØÕ íîãàëàì³öèíó ïðîâîäèëè ó ñèñ-
òåì³ ðîç÷èííèê³â õëîðîôîðì : ìåòàíîë : åòà-
íîë : äèñòèëüîâàíà âîäà (120:25:6:4,5), àðàí-
ö³àì³öèíó – õëîðîôîðì : ìåòàíîë (9:1), äîêñî-
ðóá³öèíó – çã³äíî ç [17] (äîâæèíà ôðîíòó 
õðîìàòîãðàô³÷íèõ ïëàñòèíîê – 15 ñì). Çà íà-
âåäåíèõ óìîâ âèçíà÷àëè Rf  îêðåìèõ ñïîëóê. 
Àíòèá³îòèêè âèÿâëÿëè â³çóàëüíî òà çà äîïîìî-
ãîþ îïðîì³íåííÿ õðîìàòîãðàô³÷íèõ ïëàñòè-
íîê óëüòðàô³îëåòîâèìè ïðîìåíÿìè. 

Âèä³ëåííÿ ñóìàðíî¿ òà ïëàçì³äíî¿ ÄÍÊ ç êë³-
òèí àêòèíîì³öåò³â çä³éñíþâàëè çà ìåòîäîì [15]. 
Ïðåïàðàòèâíå âèä³ëåííÿ ïëàçì³äíî¿ ÄÍÊ ç 
àêòèíîì³öåò³â ïðîâîäèëè çà äîïîìîãîþ ëóæ-
íîãî ë³çèñó [14], à òàêîæ ìîäèô³êîâàíèì áåç-
ôåíîëüíèì ìåòîäîì, â ÿêîìó ÄÍÊ â³ä á³ëê³â 
î÷èùóâàëè âèñîëþâàííÿì àöåòàòîì íàòð³þ 
[14]. Âèä³ëåííÿ ïëàçì³äíî¿ ÄÍÊ ç E. coli ïðî-
âîäèëè ÿê âêàçàíî ó [14].

Ôåðìåíòàòèâíà îáðîáêà ÄÍÊ.  Ðåñòðèêö³é-
íèé àíàë³ç ñóìàðíî¿ òà ïëàçì³äíî¿ ÄÍÊ çä³é-
ñíþâàëè çà óìîâ, ðåêîìåíäîâàíèõ ô³ðìîþ – 
âèðîáíèêîì ôåðìåíò³â, ë³ãóâàííÿ ÄÍÊ – ó 
ñòàíäàðòíîìó áóôåð³ ç âèêîðèñòàííÿì ÄÍÊ-
ë³ãàçè ôàãà Ò4 îïèñàíèì ìåòîäîì [15].

Êîìï’þòåðíèé àíàë³ç íóêëåîòèäíèõ ïîñë³äîâ-
íîñòåé ÄÍÊ. Ïåðâèííèé àíàë³ç íóêëåîòèäíèõ 
ïîñë³äîâíîñòåé òà âèçíà÷åííÿ ñàéò³â âï³çíà-
âàííÿ äëÿ åíäîíóêëåàç ðåñòðèêö³¿ ïðîâîäèëè çà 
äîïîìîãîþ ïðîãðàì DNASTAR òà VECTORNTI.

Ðåçóëüòàòè äîñë³äæåíü òà ¿õ îáãîâîðåííÿ. Ç 
ìåòîþ åêñïðåñ³¿ ãåí³â lndYR òà wblAgh ó êë³òè-
íàõ ïðîäóöåíò³â àíòðàöèêë³íîâèõ àíòèá³îòè-
ê³â ïëàçì³äè pKC1218ElndY2-2 [6] ³ pKCwblAgh 
[7] ïåðåíåñåíî ó êë³òèíè øòàì³â S. nogalat-
er Lv65, S. åchinatus DSM40730 ³ S. peucetius 
subsp. ñaesius ATCC27952 ìåòîäîì ì³æðîäîâî¿ 
êîí’þãàö³¿ ç E. coli. ßê äîíîðà âèêîðèñòà-
ëè øòàì Å. coli ET12567 (pUB307), ùî íåñå 
ïëàçì³äó pUB307, ÿêà ì³ñòèòü tra-ãåíè ïëàçì³-
äè RK2. Åêñïðåñ³ÿ ãåíà lndYR, êëîíîâàíîãî ó 
ñêëàä³ pKC1218ElndY2-2, â³äáóâàºòüñÿ ç êîí-
ñòèòóòèâíîãî ïðîìîòîðà ãåíà ðåçèñòåíòíîñò³ 
äî åðèòðîì³öèíó ermEp Saccharopolyspora eryth-
raea [14]. 

Ó ðåçóëüòàò³ êîí’þãàö³éíîãî ïåðåíåñåííÿ
îòðèìàëè àïðàì³öèí-ðåçèñòåíòí³ òðàíñêîí’þ-
ãàíòè S. nogalater ³ç ÷àñòîòîþ (3,0 ± 0,3)·10–6, 
S. echinatus ³ç ÷àñòîòîþ (2,4 ± 0,2)·10–3 òà S. 
peucetius ³ç ÷àñòîòîþ (5,2 ± 0,3)·10–4. Íàÿâí³ñòü 
ïëàçì³ä â îòðèìàíèõ ðåêîìá³íàíòíèõ øòàìàõ 
ï³äòâåðäæåíî çà äîïîìîãîþ òðàíñôîðìàö³¿ êë³-
òèí E. col³ DH5  ñóìàðíîþ ÄÍÊ, âèä³ëåíîþ 
ç êë³òèí îòðèìàíèõ òðàíñêîí’þãàíò³â, ³ ïî-
äàëüøîãî ðåñòðèêö³éíîãî êàðòóâàííÿ ïëàçì³ä-
íèõ ÄÍÊ. 

Äîñë³äæåííÿ ñòàá³ëüíîñò³ óñïàäêóâàííÿ ïëàç-
ì³ä òðàíñêîí’þãàíòàìè ïîêàçàëî, ùî ôåíîòèï 
Apmr, ÿêèé çàáåçïå÷óºòüñÿ ïëàçì³äîþ, ïîâí³ñòþ 
âòðà÷àºòüñÿ ðåêîìá³íàíòíèìè øòàìàìè ï³ñëÿ 
ï’ÿòè ïåðåñ³â³â çà â³äñóòíîñò³ ñåëåêòèâíîãî 
òèñêó (áåç äîäàâàííÿ ó ñåðåäîâèùå àïðàì³öè-
íó). Ïðîòå ö³ ïëàçì³äè ñòàá³ëüíî óñïàäêîâó-
þòüñÿ çà óìîâ âèðîùóâàííÿ øòàì³â-òðàíñ-
êîí’þãàíò³â ó ïðèñóòíîñò³ àíòèá³îòèêà â ê³í-
öåâ³é êîíöåíòðàö³¿ 50 ìêã/ìë. Äëÿ ïîäàëüøî¿ 
ðîáîòè â³ä³áðàíî ïî òðè íåçàëåæíèõ òðàíñ-
êîí’þãàíòè øòàì³â S. nogalater Lv65, S. åc-
hinatus DSM40730 òà S. peucetius subsp. ñae-
sius ATCC27952, äëÿ ÿêèõ ï³äòâåðäæåíî íàÿâ-
í³ñòü â³äïîâ³äíèõ ïëàçì³ä. Øòàìè, ùî ì³ñòÿòü 
pKC1218ElndY2, íàçâàíî S. nogalater YR1, S. 
åchinatus YR2 òà S. peucetius YR3, à øòàìè, 
ùî ì³ñòÿòü pKCwblAgh, – S. nogalater GH1, S. 
åchinatus GH2 òà S. peucetius GH3 â³äïîâ³äíî.
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Äëÿ äîñë³äæåííÿ âïëèâó ïëåéîòðîïíèõ ðå-
ãóëÿòîð³â íà ñèíòåç íîãàëàì³öèíó, äîêñîðóá³-
öèíó òà àðàíö³àì³öèíó âèçíà÷àëè àíòèá³îòè÷-
íó àêòèâí³ñòü â³äïîâ³äíèõ øòàì³â ç âèêîðèñòàí-
íÿì òåñò-êóëüòóð, ÷óòëèâèõ äî àíòðàöèêë³íó. 
Ñåðåäí³ çíà÷åííÿ ³íäåêñ³â ïðîäóêòèâíîñò³ åêñ-
òðàêò³â àíòèá³îòèê³â, îòðèìàíèõ ³ç äîñë³äæóâàíèõ 

øòàì³â S. nogalater, â³äð³çíÿëèñü (ðèñ. 2, à). Òàê, 
äëÿ åêñòðàêò³â ìåòàáîë³ò³â, îäåðæàíèõ ³ç øòà-
ìó S. nogalater Lv65, ö³ ïîêàçíèêè ñòàíîâèëè 
2,2 ± 0,1, à ³ç øòàì³â S. nogalater YR – 1,8 ± 0,1 
òà S. nogalater GH1 – 1,6 ± 0,2. Òàêèì ÷èíîì, 
ââåäåííÿ ãåíà lndYR ï³ä êîíòðîëåì êîíñòè-
òóòèâíîãî ïðîìîòîðà ermEp òà ãåíà wblAgh ï³ä 
êîíòðîëåì âëàñíîãî ïðîìîòîðà ó ñêëàä³ ðå-
ïë³êàòèâíèõ êîí’þãàö³éíèõ ïëàçì³ä ïðèãí³-
÷óº ïðîöåñè àíòèá³îòèêîóòâîðåííÿ ó êë³òèíàõ 
S. nogalater òà ìîæå ñâ³ä÷èòè ïðî íàÿâí³ñòü 
ãîìîëîã³â öèõ ãåí³â ó ãåíîì³ ïðîäóöåíòà íî-
ãàëàì³öèíó.

Ðåçóëüòàòè àíàë³çó åêñòðàêò³â àíòèá³îòèê³â, 
âèä³ëåíèõ ³ç øòàì³â S. nogalater Lv65 òà YR1 
çà äîïîìîãîþ òîíêîøàðîâî¿ õðîìàòîãðàô³¿ 
(ðèñ. 2, á), âêàçóþòü íà ïðèãí³÷åííÿ ñèíòåçó 
íå ëèøå íîãàëàì³öèíó, à é éîãî ïîïåðåäíèê³â. 
Åêñïðåñ³ÿ ãåíà lndYR ïðèâîäèòü äî ïîÿâè íî-
âî¿ ñïîëóêè, âèÿâëåíî¿ çà äîïîìîãîþ ÒØÕ. 
Î÷åâèäíî, ùî LndYR àêòèâóº òðàíñêðèïö³þ 
«ìîâ÷àçíèõ» ãåí³â âòîðèííîãî ìåòàáîë³çìó â
õðîìîñîì³ S. nogalater. Ïîä³áíèé åôåêò ñïîñòå-
ð³ãàëè çà åêñïðåñ³¿ îêðåìèõ ïëåéîòðîïíèõ ðå-
ãóëÿòîð³â ó êë³òèíàõ àêòèíîì³öåò³â [5], à âèêî-
ðèñòàííÿ ãåòåðîëîã³÷íî¿ åêñïðåñ³¿ ðåãóëÿòîðíèõ 
ãåí³â º åôåêòèâíèì ï³äõîäîì äëÿ îäåðæàííÿ 
ïðîäóöåíò³â íîâèõ àíòèá³îòèê³â. Ðàçîì ç òèì 
ìè íå ñïîñòåð³ãàëè ïîÿâè íîâèõ ìåòàáîë³ò³â â 
åêñòðàêòàõ GH1.

Ç ìåòîþ âèâ÷åííÿ âïëèâó ðåãóëÿòîð³â íà 
ð³âåíü á³îñèíòåçó ³íøèõ àíòðàöèêë³íîâèõ àí-
òèá³îòèê³â äîñë³äæóâàëè àíòèá³îòè÷íó àêòèâ-
í³ñòü åêñòðàêò³â ìåòàáîë³ò³â ³ç øòàì³â S. peu-
cetius YR3 òà GH3, à òàêîæ S. åchinatus YR2 
òà GH2. ßê òåñò-êóëüòóðè âèêîðèñòîâóâàëè 
Sarcina lutea äëÿ øòàì³â S. echinatus, Bacillus 
cereus – äëÿ S. peucetius. Ñåðåäí³ çíà÷åííÿ ³í-
äåêñ³â ïðîäóêòèâíîñò³ äëÿ åêñòðàêò³â àíòè-
á³îòèê³â, îòðèìàíèõ ç S. peucetius subsp. cae-
sius ATCC27952, ñòàíîâèëè 1,4 ± 0,1, ç S. peu-
cetius YR3 – 1,2 ± 0,1, ç GH3 – 1,0 ± 0,1, ùî 
ñâ³ä÷èòü ïðî çíèæåííÿ ð³âíÿ ñèíòåçó àíòèá³î-
òèê³â âíàñë³äîê åêñïðåñ³¿ äîñë³äæóâàíèõ ãå-
í³â ó êë³òèíàõ ïðîäóöåíòà äîêñîðóá³öèíó.Ñõî-
æèé ðåçóëüòàò îòðèìàëè ïðè äîñë³äæåíí³ àí-
òèá³îòè÷íî¿ àêòèâíîñò³ øòàì³â S. åchinatus 
DSM40730, S. åchinatus YR2 òà GH2 (ðèñ. 3). 
Cåðåäí³ çíà÷åííÿ ³íäåêñ³â ïðîäóêòèâíîñò³ ñòà-
íîâèëè 2,0 ± 0,1 äëÿ åêñòðàêò³â àíòèá³îòè-

Ðèñ. 3. Çîíè ïðèãí³÷åííÿ ðîñòó òåñò-êóëüòóðè åêñ-
òðàêòàìè àíòèá³îòèê³â øòàì³â (à): 1 – S. echinatus 
DSM40730, 2 – S. echinatus YR2, 3 – S. echinatus 
GH2, 4 – íåãàòèâíèé êîíòðîëü (ìåòàíîë, âèêîðèñ-
òàíèé ÿê ðîç÷èííèê àðàíö³àì³öèíó); á – çîíè ïðè-
ãí³÷åííÿ ðîñòó òåñò-êóëüòóðè åêñòðàêòàìè àíòèá³î-
òèê³â øòàì³â: 1 – S. peucetius subsp. ñaesius, 2 – S. peu-
cetius YR3, 3 – S. peucetius GH3, 4 – íåãàòèâíèé 
êîíòðîëü (ìåòàíîë, âèêîðèñòàíèé ÿê ðîç÷èííèê 
äîêñîðóá³öèíó)

Ðèñ. 2. Çîíè ïðèãí³÷åííÿ ðîñòó òåñò-êóëüòóðè åêñ-
òðàêòàìè àíòèá³îòèê³â øòàì³â (à): 1 – S. nogalater 
Lv65, 2 – S. nogalater YR1, 3 – S. nogalater GH1, 4 – 
íåãàòèâíèé êîíòðîëü (ìåòàíîë, âèêîðèñòàíèé ÿê ðîç-
÷èííèê íîãàëàì³öèíó), òåñò-êóëüòóðà – Sarcina lutea; 
á – ðåçóëüòàòè ÒØÕ åêñòðàêò³â àíòèá³îòèê³â øòàì³â 
S. nogalater YR1 òà Lv65, ñòð³ëêîþ ïîçíà÷åíî íîâó 
ñïîëóêó, âèÿâëåíó çà äîïîìîãîþ ÒØÕ



Ãåòåðîëîã³÷íà åêñïðåñ³ÿ ãåí³â lndYR òà wblA
gh
 ó ïðîäóöåíòàõ àíòðàöèêë³íîâèõ àíòèá³îòèê³â 

7ISSN 0564–3783. Öèòîëîãèÿ è ãåíåòèêà. 2013. Ò. 47. ¹ 4

ê³â øòàìó S. åchinatus DSM40730, 1,7 ± 0,1 – 
äëÿ S. åchinatus YR2 òà 1,5 ± 0,1 – äëÿ GH2.

Ïîð³âíÿííÿ ñåðåäí³õ çíà÷åíü ³íäåêñó ïðîäóê-
òèâíîñò³ åêñòðàêò³â àíòèá³îòèê³â îòðèìàíèõ øòà-
ì³â ï³äòâåðäæóº, ùî íàÿâí³ñòü íàòèâíèõ âåê-
òîð³â pKC1218E òà ðKC1139 â êë³òèíàõ ñòðåï-
òîì³öåò³â íå âïëèâàº íà ð³âåíü ñèíòåçó äîñë³ä-
æóâàíèõ àíòèá³îòèê³â.

Ó øòàì³ S. peucetius YR3 åêñïðåñ³ÿ ïëàçì³-
äè pKC1218ElndY2-2 çóìîâëþº çì³íó éîãî 
ìîðôîëîã³¿. Òàê, çà âèðîùóâàííÿ S. peucetius 
YR íà ïîâíîö³ííèõ ñåðåäîâèùàõ (â³âñÿíîìó òà 
Áåííåòà) ñïîñòåð³ãàëîñü çíèæåííÿ çäàòíîñò³ áàê-
òåð³é ôîðìóâàòè ïîâ³òðÿíèé ì³öåë³é òà ñïîðè, 
ùî ìîæå âêàçóâàòè íà ïëåéîòðîïíèé õàðàê-
òåð åêñïðåñ³¿ äîñë³äæóâàíîãî ãåíà. Ðàçîì ç òèì 
ìè íå âèÿâèëè âïëèâó åêñïðåñ³¿ ãåíà lndYR íà 
ìîðôîëîã³÷í³ õàðàêòåðèñòèêè øòàì³â S. nogala-
ter òà S. åchinatus. ßê â³äîìî ç ïîïåðåäí³õ äî-
ñë³äæåíü, ðåãóëÿòîðíèé ãåí lndYR çàä³ÿíèé ó 
á³îñèíòåç³ àíòèá³îòèê³â òà ìîðôîãåíåç³ â àêòèíî-
ì³öåò³â [6]. Öåé ðåãóëÿòîð óñï³øíî åêñïðåñó-
âàëè â ³íøèõ øòàìàõ ñòðåïòîì³öåò³â. Çîêðåìà, 
çà åêñïðåñ³¿ ãåíà lndYR ó êë³òèíàõ S. coelicolor 
M145 (ïðîäóöåíò àêòèíîðîäèíó òà óíäåöèë-
ïðîäèã³îçèíó) ñïîñòåð³ãàëè éîãî âïëèâ ÿê íà 
ñèíòåç â³äïîâ³äíèõ àíòèá³îòèê³â, òàê ³ íà ìîð-
ôîëîã³÷í³ õàðàêòåðèñòèêè áàêòåð³é [18].

Ó÷àñòü ïðåäñòàâíèê³â WhiB- òà GntR-ðîäèí 
á³ëêîâèõ ðåãóëÿòîð³â ó ãåíåòè÷íîìó êîíòðîë³ 
âòîðèííîãî ìåòàáîë³çìó âèâ÷åíî ó ìîäåëüíèõ 
øòàì³â àêòèíîì³öåò³â [5, 18]. Ïîð³âíÿííÿ àì³-
íîêèñëîòíèõ ïîñë³äîâíîñòåé öèõ á³ëê³â, êëî-
íîâàíèõ ç ãåíîì³â øèðîêîãî êîëà àêòèíîì³-
öåò³â, ï³äòâåðäèëî ¿õíþ âèñîêó êîíñåðâàòèâ-
í³ñòü [5, 6, 18]. Ö³ ðåãóëÿòîðè òàêîæ øèðîêî 
ïîøèðåí³ ñåðåä àêòèíîì³öåò³â [5]. Ïðèãí³÷åí-
íÿ ïðîöåñ³â àíòèá³îòèêîóòâîðåííÿ ïðîäóêòà-
ìè ãåí³â lndYR òà wblAgh ó S. nogalater Lv65, 
S. echinatus DSM40730 òà S. peucetius subsp. caesius 
ATCC27952 ñâ³ä÷èòü ïðî íàÿâí³ñòü ¿õí³õ ãîìî-
ëîã³â ó ãåíîìàõ, ùî âèêîíóþòü ïîä³áí³ ôóíê-
ö³¿, à òàêîæ â³äêðèâàº ìîæëèâîñò³ âèâ÷åííÿ 
íîâèõ ëàíîê ðåãóëÿö³¿ âòîðèííîãî ìåòàáîë³çìó 
ó öèõ áàêòåð³é. ²äåíòèô³êàö³ÿ âêàçàíèõ ãåí³â 
ç ìåòîþ ïîäàëüøî¿ ñïðÿìîâàíî¿ ³íàêòèâàö³¿ 
ìîæå áóòè óñï³øíèì ³íñòðóìåíòîì äëÿ îäåð-
æàííÿ øòàì³â ç ï³äâèùåíèì ð³âíåì ñèíòåçó 
êë³í³÷íî âàæëèâèõ ñïîëóê, à òàêîæ äîçâîëèòü 
âñòàíîâèòè îêðåì³ åòàïè ðåãóëÿö³¿ âòîðèííî-

ãî ìåòàáîë³çìó àíòðàöèêë³íîâèõ àíòèá³îòèê³â. 
Î÷åâèäíî, ùî äëÿ ïîâíîãî ðîçóì³ííÿ ïðîöåñ³â 
ãåíåòè÷íî¿ ðåãóëÿö³¿ ñèíòåçó àíòðàöèêë³íîâèõ 
àíòèá³îòèê³â íåîáõ³äíî çä³éñíþâàòè îäíî÷àñíó 
êîåêñïðåñ³þ ð³çíèõ ðåãóëÿòîðíèõ åëåìåíò³â. Ãå-
íåòè÷í³ ìàí³ïóëÿö³¿ ç ðåãóëÿòîðíèìè ãåíàìè 
ðàçîì ³ç îïòèì³çàö³ºþ óìîâ êóëüòèâóâàííÿ º 
âàæëèâèì ìåõàí³çìîì êîíñòðóþâàííÿ íàäïðî-
äóöåíò³â àíòèá³îòèê³â òà ñòàíîâëÿòü îñíîâó äëÿ 
ðîçâèòêó á³îòåõíîëîã³÷íîãî âèðîáíèöòâà àíò-
ðàöèêë³í³â. 

Ðîáîòà ÷àñòêîâî ï³äòðèìàíà Ì³æíàðîäíèì 
ãðàíòîì WUBMRC (äëÿ Ä. Êëèìèøèíà) òà ãðàí-
òîì Áã 98Ô Ì³í³ñòåðñòâà îñâ³òè ³ íàóêè, ìîëîä³ 
òà ñïîðòó Óêðà¿íè (äëÿ Â. Ôåäîðåíêà).
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HETEROLOGEUS EXPRESSION 
OF lndYR AND wblAgh GENES IN PRODUCERS 
OF ANTHRACYCLIN ANTIBIOTICS 
STREPTOMYCES NOGALATER Lv65, 
S. ECHINATUS DSM40730 AND S. PEUCETIUS 
SUBSP. CAESIUS ATCC27952

Strains of actinomycetes Streptomyces nogalater Lv65, 
S. echinatus DSM40730, and S. peucetius subsp. caesius 
ATCC27952 are producers of anthracycline antibiotics 
nogalamycine, aranciamycine and doxorubicin, respectively. 
Here we have focused on the impact of lndYR and wblAgh 
regulatory genes expression on secondary metabolism and 
morphogenesis of these bacteria. Expression of regulators 
decreased the synthesis of anthracyclines that may indicate the 
presence of their homologues in the genomes. In S. peucetius 
subsp. caesius ATCC27952 lndYR also affect sporulation. 
Directed inactivation of these genes can be a successful tool 
for generation of strains with elevated synthesis of clinically 
important compounds, as well as elucidation of regulatory 
stages in biosynthesis of anthracycline antibiotics.

Ä.À. Êëèìèøèí, Î.ß. Íèìåö, 
Î.Ì. Ñòåôàíèøèí, Â.À. Ôåäîðåíêî

ÃÅÒÅÐÎËÎÃÈ×ÅÑÊÀß ÝÊÑÏÐÅÑÑÈß 
ÃÅÍÎÂ lndYR È wblAgh Â ÏÐÎÄÓÖÅÍÒÀÕ 
ÀÍÒÐÀÖÈÊËÈÍÎÂÛÕ ÀÍÒÈÁÈÎÒÈÊÎÂ 
STREPTOMYCES NOGALATER Lv65, 
S. ECHINATUS DSM40730 È S. PEUCETIUS 
SUBSP. CAESIUS ATCC27952

Øòàììû àêòèíîìèöåòîâ Streptomyces nogalater Lv65,
S. echinatus DSM40730 è S. peucetius subsp. caesius
ATCC27952 ÿâëÿþòñÿ ïðîäóöåíòàìè àíòðàöèêëè-
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íîâûõ àíòèáèîòèêîâ íîãàëàìèöèíà, àðàíöèàìèöèíà 
è äîêñîðóáèöèíà ñîîòâåòñòâåííî. Â ðàáîòå èçó÷å-
íî âëèÿíèå ýêñïðåññèè ãåíîâ lndYR è wblAgh íà 
âòîðè÷íûé ìåòàáîëèçì è ìîðôîãåíåç ýòèõ áàê-
òåðèé. Â èññëåäóåìûõ ñòðåïòîìèöåòàõ ââåäåíèå ðå-
ãóëÿòîðîâ â ñîñòàâå ðåïëèêàòèâíûõ ïëàçìèä ïðè-
âîäèò ê ñíèæåíèþ ñèíòåçà àíòðàöèêëèíîâ, à ýêñ-
ïðåññèÿ lndYR â êëåòêàõ S. peucetius subsp. caesius 
ATCC27952 óãíåòàåò ñïîðóëÿöèþ ïðîäóöåíòà äîê-
ñîðóáèöèíà, ÷òî óêàçûâàåò íà íàëè÷èå èõ ãîìîëî-
ãîâ â ãåíîìàõ. Èäåíòèôèêàöèÿ ýòèõ ãåíîâ ñ öåëüþ 
äàëüíåéøåé íàïðàâëåííîé èíàêòèâàöèè ìîæåò áûòü 
óñïåøíûì èíñòðóìåíòîì äëÿ ïîëó÷åíèÿ øòàììîâ ñ 
ïîâûøåííûì óðîâíåì ñèíòåçà êëèíè÷åñêè âàæíûõ 
ñîåäèíåíèé, à òàêæå ïîçâîëèò óñòàíîâèòü îòäåëüíûå 
ýòàïû ðåãóëÿöèè âòîðè÷íîãî ìåòàáîëèçìà àíòðà-
öèêëèíîâûõ àíòèáèîòèêîâ.
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