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Методом полімеразної ланцюгової реакції клоновано 2,4 т.п.н.-
фрагмент кластера генів біосинтезу ногаламіцину, що включає ген snorA. 
Цей ген субклоновано у човниковому векторі pKC1218E. Створену конс-
трукцію перенесено в клітини штаму-продуцента ногаламіцину Streptomy-
ces nogalater IMET43360 шляхом кон’югації з Escherichia coli. Показано, 
що введення додаткових копій гена snorA в клітини дикого типу приводить 
до зростання рівня синтезу ногаламіцину. 
Ключові слова: Streptomyces nogalater, ногаламіцин, регуляція біосинтезу 

антибіотиків, кон’югація. 

Міцеліальні бактерії роду Streptomyces є важливим об’єктом генетики та біотех-
нології, що пов’язано з їхньою здатністю синтезувати велику кількість вторинних мета-
болітів, провідне місце серед яких займають клінічно важливі антибіотики [6, 7, 10]. 
Вивчення генетичного контролю біосинтезу антибіотиків є надзвичайно актуальним 
завданням і потребує розуміння механізмів регуляції біосинтезу цих сполук. 

Регуляція біосинтезу антибіотиків у стрептоміцетів – це складний ферментативний 
процес, для забезпечення якого необхідна узгоджена робота великої кількості генів, серед 
яких важливу роль відіграють регуляторні гени [6, 7, 10, 13]. Вирішальна роль в ініціації 
синтезу певного продукту вторинного метаболізму належить шлях-специфічним регуля-
торним білкам [6, 7, 10, 11, 13]. Сприймаючи сигнали від регуляторів вищих рівнів, ці 
білки запускають експресію структурних генів біосинтезу антибіотиків [6]. 

У кластерах генів біосинтезу антибіотиків виявлено декілька шлях-специфічних 
регуляторних генів: actII-orfIV у біосинтезі актинородину [7], dnrI у біосинтезі даунору-
біцину [13], mtmR у біосинтезі мітраміцину [10], lndI та lanI у біосинтезі ландоміцинів Е 
та А [11, 12], відповідно та ін. Функціонування цих генів було встановлено в експериме-
нтах із їхньої спрямованої інактивації та гетерологічної експресії, а введення додатко-
вих копій генів шлях-специфічних регуляторів дало змогу отримати штами з підвище-
ним рівнем біосинтезу важливих у лікуванні раку антибіотиків [7, 10]. 

Штам Streptomyces nogalater IMET43360 продукує антрацикліновий протипух-
линний антибіотик ногаламіцин (рис. 1). 7-R-O-метилногарол, який отримують внаслі-
док хімічної деградації ногаламіцину, володіє високою активністю щодо низки пухлин-
них ліній, а також низькою токсичністю, і є одним із найважливіших препаратів у хіміо-
терапії раку [9, 14]. Значною перешкодою для широкого застосування цього препарату є 
низький рівень біосинтезу вихідного антибіотика штамом S. nogalater, а також склад-
ність його промислового одержання [9]. 
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Кластер генів біосинтезу ногаламіци-
ну було клоновано та секвеновано [13]. 
Встановлено, що він складається з 35 генів 
і охоплює 38 тисяч пар нуклеотидів (т.п.н.) 
хромосоми S. nogalater [14]. Одним із генів, 
що міститься в sno-кластері, є snorA [15]. 
Конкретна функція цього гена у біосинтезі 
ногаламіцину остаточно не встановлена. 

Метою нашої роботи було клонуван-
ня гена snorA та введення його додаткових 
копій у клітини S. nogalater IMET43360. 
Очікується, що в результаті цього підходу 
буде можливим отримати штами S. noga-
later, з підвищеним рівнем синтезу ногала-
міцину, а також допоможе дослідженню 
конкретних функцій білкового продукту гена snorA у біосинтезі цього антибіотика. Ви-
вчення механізмів регуляції біосинтезу ногаламіцину сприятиме глибшому розумінню 
загальних аспектів генетичного контролю продукції антрациклінових антибіотиків. 

У роботі використали штам дикого типу S. nogalater IMET43360 (продуцент нога-
ламіцину), а також штами Escherichia coli: E. coli DH5α (F-φ80d Δ(lacZ)M15 recA1 en-
dA1gyrA96thi1deoR(lacZYA-argF) U169), E. coli ET12567 (dam–13::Tn9(Cmr) dcm–6 hsdM), 
що містить кон’югативну плазміду pUB307 (похідна плазміди RК2). Штам S. nogalater та 
його похідні, а також E. coli та Sarcina lutea зберігаються в Колекції культур мікроорганіз-
мів – продуцентів антибіотиків Львівського національного університету імені Івана Фран-
ка. Для клонування фрагментів кластера біосинтезу ногаламіцину в роботі використано 
плазміди pBluescript II KS/SK (+) [4] та pKC1218E [4, 8]. 

S. nogalater та його похідні вирощували на вівсяному та кукурудзяному середови-
щах [4] і в рідких середовищах TSB, SG [4] при температурі 28°С; а E. сoli та S. lutea – на 
LA та LB при температурі 37°С [4, 8]. 

Виділення препаратів сумарної та плазмідної ДНК, обробку ДНК ендонуклеаза-
ми рестрикції, Т4-ДНК-лігазою, електрофоретичний аналіз ДНК проводили за [4, 8]. 

Полімеразну ланцюгову реакцію (ПЛР) проводили як вказано у [4] з використан-
ням ПЛР-робота MiniCycler (“MJ Research”, США).  

Трансформацію E. coli проводили згідно зі стандартною “кальцієвою” методикою 
[4, 8]. Кон’югацію E. coli – S. nogalater проводили, як описано [2, 3]. Антибіотичну ак-
тивність штамів S. nogalater вивчали методом дифузії в агар з використанням тест-
культури S. lutea. Антибіотик екстрагували з рідкого середовища SG хлороформом, роз-
чиняли у метанолі та переносили на паперові диски. Диски накладали на середовище з 
тест-культурою. Індекс продуктивності (ІП) визначали як відношення діаметра зони 
пригнічення росту тест-культури до діаметра диску з антибіотиком. Тонкошарову 
хроматографію екстрактів антибіотиків проводили на селікагалевих пластинках Silufol, 
у системі розчинників хлороформ:метанол:етанол:дистильована вода (120:25:6:4,5). 
Детекцію антибіотиків проводили у видимому та ультрафіолетовому (λ 254 нм) світлі. 
Первинний аналіз нуклеотидних послідовностей і визначення сайтів упізнавання для 
ендонуклеаз рестрикції проводили за допомогою програм DNA-Star та VECTOR NTI. 

Рис. 1. Будова молекули ногаламіцину. 
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З метою дослідження конкретних функцій гена snorA ми порівняли імовірний 
продукт його трансляції з білками, що є позитивними регуляторами, задіяними у біоси-
нтезі антрациклінових антибіотиків. Порівняння послідовності білка SnorA (665 аміно-
кислотних залишків) із цими послідовностями вказує на високий ступінь його гомології 
до DnrI, задіяного у біосинтезі даунорубіцину у S. peucetius (ідентичність амінокислот-
ної послідовності до SnorA білка – 43,0%), ActII-ORF IV – у біосинтезі актинородину у 
S. coelicolor (ідентичність – 39,1%), MtmR – у біосинтезі мітраміцину у S. argillaceus 
(ідентичність – 37,9%), СсaR – у біосинтезі клавулонової кислоти у S. clavuligerus 
(ідентичність – 30,1%) (рис. 2). Усі вищеперелічені білки є транскрипційними активато-
рами, що належать до родини SARP (від англ. Streptomyces antibiotic regulatory proteins) 
та є гомологічними до N-кінцевої частини білка SnorA [10, 14].  

Одним із підходів щодо вивчення функцій генів шлях-специфічних регуляторів є 
їхня експресія в складі плазмід у штамах-продуцентах антибіотиків [6, 7, 10, 11, 13]. Ми 
очікуємо, що введення додаткових копій гена snorA в клітини дикого типу S. nogalater 
IMET43360 допоможе дослідженню конкретних функцій білкового продукту цього гена 
у біосинтезі ногаламіцину. 

Рис. 2. Множинне порівняння імовірної амінокислотної послідовності SnorA з послідовностями 
шлях-специфічних регуляторів, задіяних у біосинтезі антрациклінових антибіотиків: DnrI, 
задіяного у біосинтезі даунорубіцину у S. peucetius, ActII-ORF IV – у біосинтезі актиноро-
дину у S. coelicolor, MtmR – у біосинтезі мітраміцину у S. argillaceus, СсaR – у біосинтезі 
клавулонової кислоти у S. clavuligerus . Ідентичні амінокислоти в білках виділені чорним.  
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З цією метою, методом полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР), ми ампліфікували 
ділянку хромосоми S. nogalater, що містить ген snorA (рис. 3, А). Як матрицю викорис-
тано сумарну ДНК, виділену зі штаму дикого типу S. nogalater IMET43360. Для прове-
дення ПЛР-реакції використано олігонуклеотидні праймери SnoAF і SnoAR, які містили 
сайти впізнавання для ендонуклеази рестрикції EcoRI.  

У результаті проведення ПЛР-реакції було ампліфіковано фрагмент розміром 2,4 
т.п.н., що містить ген snorA (рис. 3, Б). У нашій роботі для здійснення ПЛР-реакції ви-
користали Taq-полімеразу. Однією з особливостей цієї полімерази є те, що вона володіє 
екстендазною активністю та здатна додавати до кінців ПЛР-продуктів 3’-виступаючі 
аденінові залишки [4]. 

Проте, якщо до реакційної суміші замість суміші нуклеотидтрифосфатів (дНТФ) 
додати лише тимінові нуклеотидтрифосфати (дТТФ) – фермент використовуватиме ли-
ше їх. Цю властивість Taq-полімерази можна успішно застосовувати для клонування 
ампліфікованих фрагментів у Т/A-векторах [4]. Для створення відповідного Т/A-вектора 
ми обробили плазміду pBluescript II KS/SK (+) ендонуклеазою рестрикції EcoRV та про-
вели ПЛР-реакцію з використанням лише тимінових нуклеотидів, що приєднуються Taq-
полімеразою до кінців лінеаризованого вектора. Отриманий у результаті цих маніпуля-
цій вектор pBluescript з 3’-виступаючими Т-нуклеотидами не здатний до самолігування 
і тому лігується лише з snorA-фрагментом, розміром 2,4 т.п.н., що містить на своїх кін-
цях виступаючі аденінові залишки. Правильність отриманої у результаті цих маніпуля-
цій конструкції pBluesnorA, розміром 5,4 т.п.н., було доведено рестрикційним аналізом. 

Для експресії гена snorA у клітинах S. nogalater IMET43360 ми використали реп-
лікативний човниковий вектор pKC1218E. Експресія генів, клонованих у складі цього 
вектора, відбувається з конститутивного промотора гена резистентності до еритроміци-
ну еrmEp Saccharopolyspora erythrаеа [8]. Вибір цього вектора також зумовлений його 
здатністю підтримуватись у клітинах багатьох видів стрептоміцетів, включаючи і 

Рис. 3. А. Схематичне зображення фрагменту кластера генів біосинтезу ногаламіцину, який включає 
ген snorA. Вказано лише сайти впізнавання ендонуклеазами рестрикції, що використовува-
лись у цій роботі: E – сайт впізнавання ендонуклеазою рестрикції EcoRI, S – SacI, B – 
BamHI; Б. Електрофореграма продуктів ПЛР: 1 – отриманих з використанням пари прай-
мерів SnoAF, SnoAR, 2 – PstI-фрагменти ДНК бактеріофага l. Розмір вказано у т.п.н. 
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S. nogalater, що було доведено у наших попередніх дослідженнях [1, 2]. Для створення 
такої конструкції плазміду pBluesnorA обробили ендонуклеазою рестрикції EcoRI та 
елюювали фрагмент розміром 2,4 т.п.н. Цей фрагмент лігували з лінеаризованим векто-
ром pKC1218E, також обробленим цією ендонуклеазою рестрикції. Лігазною сумішшю 
трансформували штам E. coli DH5α та відбирали білі апраміцин-стійкі клони, плазмідну 
ДНК з яких аналізували за допомогою рестриктаз. У результаті було отримано плазміду 
pKC1218EsnorA, розміром 8,4 т.п.н., що містила необхідний для експресії фрагмент хро-
мосоми S. nogalater (рис. 4, А). Будову цієї плазміди було підтверджено рестрикційним 
аналізом (рис. 4, Б). Так, після обробки плазміди pKC1218EsnorA ендонуклеазою рест-
рикції EcoRI відбувається її розщеплення з утворенням двох фрагментів, розміром 2,4 
та 6,0 т.п.н. (рис. 4, Б, доріжка 2). При обробці плазміди ендонуклеазою рестрикції XbaI 
відбувається її лінеаризація з утворенням фрагмента розміром 8,4 т.п.н. (рис. 4, Б, дорі-
жка 3). Плазміда pKC1218EsnorA містить три сайти впізнавання для ендонуклеази рест-
рикції SacI. Обробивши плазміду цією ендонуклеазою, отримали три фрагменти розмі-
ром 5,0 т.п.н. 2,7 т.п.н. 0,7 т.п.н. (рис. 4, Б, доріжка 4), що збігається з передбачуваною 
структурою цієї плазміди. 

Наступним кроком роботи було перенесення отриманої рекомбінантної плазміди 
pKC1218EsnorA у клітини штаму S. nogalater IMET43360 шляхом кон’югації з E. coli 
ET12567(pUB307). Цей штам несе плазміду pUB307, яка містить гени tra плазміди RK2. 
Продукти цих генів забезпечують кон’югаційне перенесення корезидентних плазмід з 
E. сoli в клітини широкого кола актиноміцетів [3]. 

За допомогою кон’югації плазміду pKC1218EsnorA було перенесено у клітини 
штаму S. nogalater IMET43360. У результаті кон’югації було одержано апраміцин-
резистентні транскон’юганти S. nogalater з частотою 4,0×10-7. Наявність плазміди в 
отриманих рекомбінантних штамах S. nogalater pKC1218EsnorA було підтверджено 

Рис. 4. А. Фізична карта плазміди pKC1218EsnorA. Apmr – ген стійкості до апраміцину, SCP2rep – 
реплікон плазміди SCP2;  Б. Електрофореграма фрагментів плазміди pKC1218EsnorA:   
1 – PstI-фрагменти ДНК бактеріофага l; 2 – pKC1218EsnorA, розщеплена ендонуклеа-
зою рестрикції EcoRI; 3 – pKC1218EsnorA, розщеплена XbaI; 4 – pKC1218EsnorA, роз-
щеплена SacI. Розмір фрагментів вказано у т.п.н. 
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шляхом трансформації клітин E. coli DH5α сумарною ДНК цих штамів з подальшим 
рестрикційним картуванням виділеної з E. coli плазміди pKC1218EsnorA. Для подаль-
шої роботи було відібрано три незалежні екскон’юганти, для яких підтверджено наяв-
ність цієї плазміди. 

Дослідження стабільності успадкування плазміди pKC1218EsnorA екскон’юган-
тами показало, що фенотип Apmr, який забезпечується плазмідою, повністю втрачається 
екскон’югантами після трьох пересівів у рідкому середовищі TSB без апраміцину. Про-
те ця плазміда стабільно успадковується за умов вирощування штамів екскон’югантів у 
присутності апраміцину в кінцевій концентрації 50 мкг/мл, стійкість до якого забезпе-
чується зазначеною плазмідою. 

Було проведено аналіз метаболітів отриманих штамів і вивчено вплив плазміди 
pKC1218EsnorA на рівень синтезу антибіотиків штамами S. nogalater. Як тест культу-
ру було використано S. lutea. На чашки з тест-культурою накладали паперові диски, 
на які наносили рівну кількість екстрактів антибіотиків, отриманих із культур транс-
кон’югантів S. nogalater pKC1218EsnorA. Як контроль було використано екстракти 
антибіотиків, одержаних зі штаму S. nogalater IMET43360. У результаті порівняння 
індексів продуктивності (ІП) цих штамів було встановлено, що рекомбінантні штами 
відрізняються від дикого типу за антибіотичною активністю (рис. 5). Так, для штамів 
S. nogalater pKC1218EsnorA середнє значення ІП становить 2,7, тоді як для S. noga-
later IMET43360 – 2,3. Таке зростання середнього значення ІП може свідчити про зро-
стання рівня синтезу ногаламіцину штамом S. nogalater pKC1218EsnorA. Для підтвер-
дження цього було проведено аналіз сполук, що синтезуються рекомбінантними шта-
мами S. nogalater pKC1218EsnorA та штамом дикого типу методом тонкошарової хро-
матографії (ТШХ). Результати ТШХ аналізу вказують на те, що при введенні додатко-
вих копій гена snorA спостерігається зростання рівня продукції ногаламіцину та його 
попередників, при цьому наявність плазміди pKC1218EsnorA не призводить до утво-
рення рекомбінантними штамами нових сполук. Отримані результати можуть вказу-
вати на позитивну роль білкового продукту гена snorA у регуляції біосинтезу нога-
ламіцину, а штам S. nogalater pKC1218EsnorA може бути використаний як перспек-
тивний господар для вивчення ге-
нетичного контролю біосинтезу 
цього антибіотика. 

Таким чином, методом ПЛР з 
хромосоми S. nogalater було суб-
клоновано ген snorA, білковий про-
дукт якого гомологічний факторам 
транскрипції, виявленим у інших 
стрептоміцетів. Показано, що вве-
дення додаткових копій цього гена 
у складі плазміди pKC1218EsnorA в 
клітини S. nogalater призводить до 
зростання рівня синтезу ногаламі-
цину. Це вказує на те, що продук-
том гена snorA є шлях-специфічний 
активатор транскрипції генів біосин-
тезу ногаламіцину.  

Рис. 5. Порівняння середніх значень ІП штамів:  
1 – S. nogalater IMET43360, 2 – S. nogalater 
pKC1218EsnorA. 
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CLONING AND INVESTIGATION OF snorA GENE, A PUTATIVE POSITIVE 

REGULATOR OF NOGALAMYCIN BIOSYNTHESIS  
IN STREPTOMYCES NOGALATER 
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Using polymerase chain reaction the 2,4 kb fragment, containing snorA 
gene was cloned. The snorA gene was subcloned into pKC1218E vector. Ob-
tained construction was transferred into Streptomyces nogalater IMET43360 
cells using bacterial conjugation. It was found that expression of snorA gene in 
pKC1218E vector in S. nogalater caused increasе in nogalamycin production. 
Key words: Streptomyces nogalater, nogalamycin, a regulation of antibiotic 

biosynthesis, conjugation. 

 

 

 

КЛОНИРОВАНИЕ И ИЗУЧЕНИЕ ГЕНА snorA, ПРЕДПОЛАГАЕМОГО  
АКТИВАТОРА ТРАНСКРИПЦИИ ГЕНОВ БИОСИНТЕЗА НОГАЛАМИЦИНА  

У STREPTOMYCES NOGALATER 
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Методом полимеразной цепной реакции клонирован 2,4 т.п.н.-
фрагмент кластера генов биосинтеза ногаламицина, который содержит ген 
snorA. Этот ген субклонирован в челночном векторе pKC1218E. Созданная 
конструкция перенесена в клетки штамма-продуцента ногаламицина Strep-
tomyces nogalater IMET43360 при помощи конъюгации из Escherichia coli. 
Показано, что введение дополнительных копий гена snorA в клетки дикого 
типа приводит к увеличению уровня синтеза ногаламицина. 
Ключевые слова: Streptomyces nogalater, ногаламицин, регуляция биосин-

теза антибиотиков, конъюгация. 
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