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S u m m a r y 

Bacteria possessing low nitrogen-fixing activity have been isolated from the rice histo-
planc, their localization into rice roots xylcma being shown. 
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ИЗУЧЕНИЕ РЕГУЛЯЦИИ ЭКСПРЕССИИ ГЕНА 
rp1L Escherichia coli МЕТОДОМ СЛИЯНИЯ 
С ГЕНОМ IacZ В ПЛАЗМИДЕ pNM481 

Ε. Б. Патон, И. В. Крупская, Α. Н. Живолуп 

rplJL-оперон является частью оперона rplKAJL-rpoBC и программирует синтез белков 
LlO и L7/L12, входящих в большую субъединицу рибосомы [1, 2]. В отличие от всех 
52 известных рибосомных белков Е. coli, синтезирующихся в эквимолярных количест-
вах, белок L7/L12 синтезируется в четырехкратном избытке [1]. По данным Sl-кар-
тирования [2], основным транскриптом в кластере генов rplKAJL является тетраци-
стронная мРНК, инициируемая промотором PLU. Менее обильны бицистронные транс-
крипты генов rplKA и rplJL, инициируемые промоторами PLп и P l io соответственна. 
Помимо PjLI0 оперон rplJL содержит внутренний промотор P i l 2 [3, 4], функция кото-
рого in vivo не ясна. 

Различный уровень экспрессии генов одного и того же оперона может обеспечи-
ваться на уровне транскрипции, трансляции, а также быть следствием различной ста-
бильности мРНК. 
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Для изучения уровней экспрессии генов LlO и L7/L12 мы воспользовались век-
торной плазмидой рММ481 [5], в которой промотор Iac удален, а 21 пара оснований 
(п. о.) 5'-концевой части гена IacZ замещена полилинкерной областью, встраивание в 
которую 5'-концевых участков генов с промоторами может восстанавливать рамку 
считывания гена IacZ и обеспечивать его последующую транскрипцию и трансляцию. 
Результатом экспрессии химерного гена IaeZ является синтез β-галактозидазы, актив-
ность которой позволяет судить об уровне экспрессии химерного гена. 

Для исследования регуляции экспрессии генов rplJL нами сконструирован ряд 
рекомбинантных плазмид на основе pNM481, включающих 5'-концевую часть гена 

EcoRI/EcoRI EeoRI ^EcoRI ( 

\rnjK I Iacl / pi к6 

ЕсоїІЛсоії PSty PstI 

1 г ρIJ : IacZ рт 
Рио SmI/FokIi S r n a l / S m l 

Конструирование рекомбинантных плазмид на основе pNM481 для определения уровней 
экспрессии генов rplKAJL оперона Е. coli: а — участки рекомбинантных плазмид, вклю-
чающие встраиваемые фрагменты ДНК (стрелками обозначены промоторы; ме-
ста лигирования — изогнутыми линиями). Плазмида р1К6 содержит EcoRI-фрагмент 
( ~ 8 0 0 п. о.), выделенный из рекомбинантной плазмиды рЕР16 (pUC19, содержащей 
SmaI-B-фрагмент pJC703). pIK4-EcoRI-PstI^parMeuT ( — 900 п. о.); pIK5-FokIK1-SmaI-
фрагмент (липкий 5'-конец FokI достроен фрагментом Кленова ДНК-полимеразы I 
Е. coli) выделен из рекомбинантной плазмиды рЕР21 (pUC19 со встроенным BspRI-
фрагментом (882 п. о.) rp/ZL-оперона [11]); рІКЗ получена путем встраивания в 
pNM48I Ps/7-фрагмента (640 п. о.) рЕР21, содержащего промотор PLI2 И гены rplJ'L'\ 
pIK7 содержит SnaBI-PstI-фрагмент, источником которого явился PstI-фрагмент 
(640 п. о.) рЕР21; б — уровни активности β-галактозидазы, обеспечиваемые рекомби-
нантными плазмидами (в ед. Миллера) 
Recombinant plasmids constructed for comparing levels of E. coli rplKAJL genes ex-
pression. a — regions of recombinant plasmids containing fragments of foreign DNA 
(arrows indicate restriction sites; bend lines — sites of ligation). pIK6 contains EcoRI 
fragment ( — 800 bp) originated from pEP16 (pUC19 with an inserted SmaI-B-fragment 
of pJC703). pIK4 is pNM481 carrying 900 bp of EcoRI-PstI-fragment, and pIK5-FokIKi-
SmaI-fragment isolated from pEP21 [11] (FokI protruding and refilled with E. coli 
DNA pol. I Klenow fragment); рІКЗ has been constructed by inserting 640 bp PstI 
fragment of pEP21 on pNM481. pIK7 contains the SnaBI-PstI subfragment of pEP21\ 
б — levels of β-galactosidase activity provided with recombinant plasmids (Miller 
units) 

rplK с промотором PJL π (рІКб), 5'-концевую часть гена rplJ с промотором Рыо 
(pIK4) и без него (р1К5), б'-концевую часть гена rplL с промотором PLX2 (РІКЗ) и 
без него (р1К7). Физико-генетические карты плазмид приведены на рисунке. Для кон-
струирования плазмид, получения и трансформации компетентных клеток Е. coli JM101 
[6] были использованы стандартные методы, описанные в руководстве Маниатиса и 
др. [7]. Выделение плазмидной ДНК, расщепление ее эндонуклеазами рестрикции, 
электрофоретический анализ и получение фрагментов ДНК проводили, как указано в 
[7]. Использовали ферменты рестрикции и ДНК-лигазу Т4 производства НПО «Фер-
мент» (Вильнюс), ДНК-полимеразу I Е. coli (фрагмент Кленова) производства НПО 
•«Вектор» (Новосибирск). Ферментативную обработку производили в условиях, реко-
мендуемых изготовителями. Активность β-галактозидазы, обеспечиваемую присутствием 
в клетках рекомбинантных плазмид, измеряли по методу Миллера [8] без добавления 
каких-либо индукторов. Источником всех клонированных фрагментов была космида 
pJC703 [9], сконструированная Дж. Коллинсом, а также сконструированные иами ра-
нее [10, 11] рекомбинантные плазмиды, содержащие фрагменты pJC703. 

На рисунке приведена схема конструирования рекомбинантных плазмид и дан-
ные об активности β-галактозидазы, обеспечиваемой присутствием их в клетках Е. coli. 

100 БИОПОЛИМЕРЫ И КЛЕТКА— 1989.—Т. 5, Ks 2 7* 100 



Как можно заметить, химерные гены rplK'-IacZ (pIK4), гplJ'-IacZ (рІКб) и rplU-lacZ 
(ΡIКЗ) йод контролем собственных промоторов PLU, PLIO И PL\2 обеспечивают при-
мерно равный уровень активности β-галактозидазы. По данным литературы [3], про-
мотор PL 12 примерно в 10 раз менее эффективен по сравнению с PLU- Следовательно, 
присутствие его не может обеспечить столь высокого уровня экспрессии химерного гена 
rplL'-lacZ (рІКЗ) и гена rplL в интактном опероне rplJL Ε. coli. 

При работе с pNM481 мы обнаружили, что экспрессия химерных генов возможна 
и при встраивании в нее беспромоторных фрагментов ДНК, восстанавливающих рам-
ку считывания гена IacZ и содержащих сайт инициации трансляции для слитного гена. 
Транскрипция таких генов обеспечивается, следовательно, каким-то промотором век-
торной плазмиды, расположенным выше и однонаправленно с геном IacZ. Таким про-
мотором может являться P4, перенесенный при конструировании pNM481 из плазмиды 
pUC8. Транскрипция с этого промотора неполностью терминируется in vivo [12]. Дан-
ный факт позволил сконструировать плазмиды р1К5 и р1К7, обеспечившие Lac1 -фено-
тип клеткам-хозяевам, и сравнить уровни активности β-галактозидазы, обеспечиваемые 
экспрессией генов TplJf-IacZ без промотора Рыо и rplL'-lacZ без промотора Pjli2. 
Как выяснилось, удаление промотора Pl 12 не снизило экспрессии химерного гена rplL 
IacZ (р1К7). Значительное превышение экспрессии этого гена по сравнению с гpW-IacZ 
(pIK5) отражает соотношение уровней синтеза рибосомных белков LlO и L7/L12, ко-
дируемых генами интактного rplJL-оперона Е. coli. 

Суммируя вышеизложенное, можно заключить, что промотор PL 12 не определяет 
уровня экспрессии гена rplL. Неэквимолярный синтез рибосомных белков LlO и L7/L12y 
следовательно, может регулироваться более эффективной инициацией трансляции или 
большей стабильностью мРНК для rplL. Данные Sl-картирования, однако, не выявляют 
гетерогенности 5'-конца бицистронного транскрипта rplJL, т. е. деградации части 
мРНК, кодирующей L10, что свидетельствует в пользу предположения о регуляции 
экспрессии гена rplL на уровне инициации трансляции. 

STUDIES ON THE REGULATION OF ESCHERICHIA COLI rplL 
GENE EXPRESSION BY CONSTRUCTION OF lacZ 
FUSIONS ON pNM481 PLASMID 

E. B. Paton, I. V. Kroupskaya, A. N. Zhyvoloup 

Institute of Molecular Biology and Genetics, 
Academy of Sciences of the Ukrainian SSR, Kiev 

S u m m a r y 

A series of recombinant pNM481-based plasmids has been constructed to study the re-
gulation of E. coli rplL gene expression in vivo. Comparison of rplJr-lacZf and rplL'-lacZ' 
genes expression levels has revealed a more efficient initiation of translation for the 
latter. This might provide for the four-fold excess amount of L7/L12 as against LlO 
and all other E. coli ribosomal proteins. 
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ВЫДЕЛЕНИЕ ТРЕОНИЛ-тРНК СИНТЕТАЗЫ 
ИЗ Thermus thermophilus* 

А. Д. Яремчук, М. А. Тукало, С. П. Егорова, Г. X. Мацука 

Аминоацил-тРНК синтетазы представляют группу ферментов, играющих существен-
ную роль в реализации генетической информации. Их специфическое взаимодействие 
с тРНК до сих пор является одной из важнейших проблем молекулярной биологии. 
Особый интерес вызывает треонил-тРНК синтетаза бактерий, поскольку для этого 
фермента показана отрицательная авторегуляция биосинтеза на уровне трансляции 
[1]. При этом установлено, что нуклеотидная последовательность участка собственной 
мРНК, с которым связывается треонил-тРНК синтетаза при ингибировании трансля-
ции, гомологична последовательности антикодонового стебля тРНКТ Ь г , который вза-
имодействует с треонил-тРНК синтетазой. Следовательно, изучение комплекса тРНК Т Ь г 

с треонил-тРНК синтетазой может способствовать выяснению молекулярного механиз-
ма взаимодействия оператора и репрессора трансляции. Для исследований удобным 
объектом является треонил-тРНК синтетаза из экстремального термофила Т. thermo-
philus, которая обладает высокой термостабильностью. 

В настоящем сообщении описан метод выделения высокоочищенного препарата 
треонил-тРНК синтетазы из Т. thermophilus. 

Бактериальная масса Т. thermophilus выращена в Ин-те физиологии и биохимии 
микроорганизмов АН СССР, пострибосомальный супернатант был любезно предостав-
лен М. Б. Гарбер (Ин-т белка АН СССР). Суммарный препарат тРНК из Escherichia 
coli получен из ВНИИ прикл. биохимии (Олайне, ЛатвССР). Треонил-тРНК синтетаз-
ную активность определяли по начальной скорости образования аминоацил-тРНК. Ин-
кубационная смесь в 0,05 мл содержала 100 мМ трис-НС1-буфер, рН 8,0, 10 мМ MgCl2, 
5 мМ ATP, 0,4 мМ 14С-треонин, 4 мг/мл суммарной тРНК Е. coli, 0,2 мг/мл бычьего 
сывороточного альбумина, 10 мМ KCl и от 0,1 до 10 мкг белка (в зависимости от 
степени очистки фермента). Смесь инкубировали при 55°С в течение 30 с. Реакцию 
останавливали добавлением 200 мкл 10 %-ной трихлоруксусной кислоты (ТХУ). Обра-
зовавшиеся осадки отмывали на миллипоровых фильтрах 50 мл 5 %-ной ТХУ. Радио-
активность проб определяли на сцинтилляционном счетчике SL-30 фирмы «Intertechni-
que» (Франция). За единицу активности треонил-тРНК синтетазы принимали количе-
ство фермента, катализирующее аминоацилирование 1 нмоля тРНКт11Г за 1 мин при 
55 °С. Молекулярную массу треонил-тРНК синтетазы изучали методом электрофореза 
в полиакриламидном геле (ПААГ) в нативных условиях при разных концентрациях 
геля [2], молекулярную массу субъединиц — с помощью электрофореза в ПААГ в при-
сутствии DS-Na [3]. 

На первой стадии очистки треонил-тРНК синтетазы использовали высаливание 
пострибосомального супернатанта сульфатом аммония (45% насыщения). Полученный 
осадок диализовали против 50 мМ трис-НС1-буфера, рН 7,8, содержащего 5 мМ MgCl2, 
0,1 мМ азид натрия, 5 мМ β-меркаптоэтанол, 0,1 мМ фенилметилсульфонилфторид (бу-
фер А) и наносили на колонку (5X50 см) с ДЭАЭ-сефарозой («Pharmacia», Швеция), 
уравновешенную этим же буфером. Элюцию проводили в буфере А в градиенте кон-
центрации NaCl от 0,03 до 0,3 М. Фракцию, обладающую треонил-тРНК синтетазной 

* Представлена членом редколлегии А. В. Ельской. 
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