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ВЛИЯНИЕ РЕДКИХ КОДОНОВ В 5'-КОНЦЕВОЙ ОБЛАСТИ 
НА ЭФФЕКТИВНОСТЬ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ 
rplJ'-lacZ и rplL'-lacZ 

Путем слияния с геном IacZ 5'-концевых ф р а г м е н т о в генов rpl J и rplL Ε. coli показано 
снижение экспрессии гибридных генов в результате появления вблизи инициаторного ко-
дона редких кодонов GGG и CCC. 

В р е з у л ь т а т е исследования , проведенного ранее [1], мы п р е д п о л о ж и л и , что регуляция 
экспрессии генов rp / /L -0nep0Ha E. coli, к о д и р у ю щ и х неэквимолярно синтезирующиеся 
рибосомные белки LlO и L7/L12, м о ж е т о с у щ е с т в л я т ь с я на уровне трансляции . В этой 
связи интерес п р е д с т а в л я л а х а р а к т е р и с т и к а сайтов инициации трансляции (С ИТ ) ука-
з а н н ы х генов. В последнее время знания о специфических особенностях С И Т генов зна-
чительно пополнились экспериментальными данными. Очевидным стало, что при обра-
зовании инициаторного комплекса необходимым я в л я е т с я контекст участка м Р Н К от 
20 нуклеотидов в ы ш е и д о 13 н и ж е инициаторного кодона [2] как с точки зрения пер-
вичной, т а к и вторичной структуры. П о с л е д о в а т е л ь н о с т ь Ш а й н а — Д а л г а р н о , расстояние 
от нее д о инициаторного кодона , инициаторпый и второй кодопы как своей первичной, 
т а к и вторичной структурой определяют эффективность инициации трансляции д л я дан-
ной м Р Н К . Н е с м о т р я на р я д закономерностей , известно много примеров, когда очевид-
ные причины большей или меньшей эффективности определенных С И Т выявить не уда-
ется. Одним из способов оценки и сравнения их эффективности является клонирование 
с о д е р ж а щ и х С И Т фрагментов Д Н К в специальные векторные плазм иды. Р а н е е мы убе-
дились [1], что в качестве такой п л а з м и д ы м о ж е т быть использована pNM481 [3]. Не-
смотря на многокопийность , низкий уровень экспрессии гибридных генов IacZ, транс-
крибируемых со слабого промотора P4 в этой плазмиде , д е л а л применение pNM481 ана-
логичным иизкокопийным п л а з м и д а м или к о н с т р у и р о в а н и ю гибридных генов IacZ в 
хромосоме. В п л а з м и д е pNM481 [3] к л о н и р о в а л и фрагменты Д Н К , с о д е р ж а щ и е участ-
ки инициации т р а н с л я ц и и генов rplJ и rplL, следующим образом. Укороченный д о двух 
5 ' - к о н ц е з ы х кодонов ф р а г м е н т гена rplJ в ы д е л я л и из ранее описанной п л а з м и д ы 
рЕР15 [4] с п р о м о т о р о м PL\о (в виде Eco47IIIi29i-DraI\72б-ф\)агмен'та) и без него (в ви-
д е BspRIі522-ОгаІі72б-фрагмета) и в с т р а и в а л и в B a m H I - ( в о с п о л н и в концы о б р а б о т к о й 
ф р а г м е н т о м К л е н о в а Д Н К п о л и м е р а з ы I Escherichia coli) и Smal-сайты pNM48l (рис. 
1, а ) , д о с т и г а я таким о б р а з о м необходимой р а м к и считывания . Экспрессию слитых ге-
нов оценивали по активности к о д и р у е м ы х ими гибридных β - г а л а к т о з и д а з , к о т о р у ю из-
м е р я л и по с т а н д а р т н о м у методу [5]. Оказалось , что в случае в с т р а и в а н и я в Smal-cam 
( п л а з м и д ы pEE-S) экспрессия генов rplГ-IacZ в 10 раз ниже , чем при встраивании в 
сайт BamHI ( п л а з м и д ы рЕЕ-В). Активность гибридных β - г а л а к т о з и д а з д л я pEE12-S, 
рЕЕ14-В и pEE14-S составила 11,6; 2 и < 0 , 0 5 % соответственно по сравнению с 
рЕЕ12-В. Т р а н с к р и п ц и я гибридных генов rplJ'-IacZ обеспечивалась ра з ны ми промотора -
м и — сильным P l i o и слабым Р 4 - п р о м о т о р о м п л а з м и д ы pNM481 (см. рис. 1, а ) . Поэто-
му м о ж н о полагать , что меньший уровень экспрессии не с в я з а н с более низкой стабиль-
ностью гибридной м Р Н К в случае pEE14-S и рЕЕ14-В. Известно [6], что стабильность 
гибр идных β - г а л а к т о з и д а з намного ниже, чем у нативной. У ч и т ы в а я это обстоятель-
ство, мы сравнили стабильность β - г л а к т о з и д а з , кодируемых рЕЕ12-В, pEE12-S, 
рЕЕ14-В и pEE14-S, по методу [6] . Действительно , и в нашем случае стабильность всех 
гибридных β - г а л а к т о з и д а з при 37—42 °С была г о р а з д о ниже , чем у нативной, кодируе-
мой х р о м о с о м н ы м геном IacZ β ш т а м м е Е. coli К802 [7] . Интересно, однако , что ста-
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бильность гибридных β - г а л а к т о з и д а з , о б р а з у е м ы х при в с т р а и в а н и и в SmaI-сайт, о к а з а -
л а с ь не меньшей, а д а ж е большей, чем у о б р а з о в а н н ы х путем с л и я н и я с геном IaeZ 
по сайту BamHI pNM481. Таким образом , больший уровень экспрессии β - г а л а к т о з и д а -
зы, кодируемой рЕЕ12-В и pEE12-S, не о б у с л о в л и в а л с я стабильностью гибридных бел-
ков. М ы проверили т а к ж е в о з м о ж н о е в л и я н и е на уровень экспрессии гибридных β -га-
л а к т о з и д а з ш т а м м о в - х о з я е в . С этой целью д л я п о д д е р ж а н и я п л а з м и д и п о с л е д у ю щ е г о 
измерения у р о в н я экспрессии гибридных генов rplJ'-lacZ были использованы ш т а м м ы 

ID )ПРП9 ς DraISSmal г—.LacZ-*-
\ " ° [ р m m смтста m ост TTG GGG ЙТС CGT CGE сст GCA GCC ЙЙС, СТГ GCT CCCGTC 

a m f F V * ~ ~ BraIZBamHI^ r-lacZ-
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Рис. 1. П е р в и ч н а я структура Б ' -концевых ф р а г м е н т о в гибридных генов гplJ'-IacZ и 
rplL'-lacZ (а) и модели вторичной с т р у к т у р ы участков инициации т р а н с л я ц и и м Р Н К 
этих генов (б), о б р а з у е м ы х при встраивании в BamHI-(I) и SmaI-(II) с а йт ы pNM48I 
Fig . 1. P r i m a r y s t r u c t u r e of Б ' - t e rmina l f r a g m e n t s of hybr id rpW-IacZ and rplU-IacZ 
g e n e s (a) and m o d e l s of m R N A s e c o n d a r y s t r u c t u r e of the t r a n s l a t i o n in i t i a t ion s i tes of 
t he se g e n e s (6) c rea ted by c l o n i n g in the BamHl ( I ) a n d SmaI {II) s i tes of the pNM481 
p l a s m i d 

E. colt lon~jSG20050 [8] со сниженной протеазиой активностью, а т а к ж е ш т а м м ы 
MC1061 [3], TG-I [9], JMlOl [10], имеющие і > с - ф е н о т и п и широко используемые д л я 
п о д д е р ж а н и я плазмид , обеспечивающих £ я с + - ф е н о т и п . Влияние перечисленных ш т а м -
мов-хозяев Е. coli на уровень экстпресии гибридных генов rplJ'-lacZ, о б н а р у ж е н о не бы-
ло. Сравнение первичной с т р у к т у р ы генов rplJ'-lacZ, полученных при встраи-
вании в SmaI- и BamHI- сайты (рис. 1), п о к а з а л о , что от личают с я они наличи-
ем в генах, о б р а з о в а н н ы х встраиванием ф р а г м е н т а rplj в сайт SmaI кодона G G G в 
п о л о ж е н и и 4 после инициаторного кодона A U G . Кодон G G G не встречается в генах 
rplKAJL [11] и я в л я е т с я редким д л я Е. coli [12]. П р е д п о л а г а я в о з м о ж н о е изменение 
вторичной с т р у к т у р ы Б ' -конца гибридной м Р Н К в результате возникновения к о д о н а 
G G G , мы сравнили модели вторичной структуры м Р Н К генов, о б р а з о в а н н ы х встраи-
ванием в BamHI- и Smal-cainu (рис. 1,6 (I) и ( I I ) соответственно) . К а к видно, появ-
ление G G G - к о д о и а не сказалось на спаривании нуклеотидов области Ш а й н а — Д а л г а р -
Iio и инициаторного кодона , что могло бы о к а з а т ь существенное влияние на уровень 
экспрессии генов. В то ж е в р е м я наличие кодона G G G привело к с т а б и л и з а ц и и вторич-
ной структуры. Изменение свободной энергии (AG), обусловленное появлением к о д о н а 
G G G (рис. 1 , 6 : модель структуры / по сравнению с I I ) , составило — 5,7 к к а л / м о л ь . Эк-
спериментально установлено, что в некоторых случаях д а ж е очень м а л ы е значения G 
(от —1 до — 4 к к а л / м о л ь ) могут приводить к 10-кратным отличиям в уровне экспрес-
сии генов [6]. Гены рибосомных белков, относящиеся к наиболее высокоэкспрессируе-
мым, по-видимому, о б л а д а ю т сильными с а й т а м и инициации, что п о к а з а н о д л я гена 
Г рік [13] . 

Н у к л е о т и д н а я последовательность полилинкерной области п л а з м и д ы - в е к т о р а при-
в о д и л а к появлени ю в генах грІГ-lacZ т а к ж е и кодона ССС, з а н и м а ю щ е г о 14-е и 13-е 
п о л о ж е н и я в pEE12-S и pEE14-S, а т а к ж е в рЕЕ12-В и рЕЕ14-В соответственно. Этот 
кодон , к а к и G G G , не встречается в генах rplKAJL и я в л я е т с я редким д л я Е. coli 
[11, 12]. В о з м о ж н о е влияние к о д о н а C C C на э ф ф е к т и в н о с т ь экспрессии в з ависимости 
от его удаленности от инициаторного мы попытались исследовать при п о м о щ и кон-
с т р у и р о в а н и я генов rplLf-lacZ. В этом случае с геном IacZ с л и в а л и Б ' -концевые фраг -
менты rplL, с о д е р ж а щ и е 6 (SnaBI-SаиЗAl, в ы с т у п а ю щ и е концы восполнены о б р а б о т -
кой фрагментом К л е н о в а Д Н К - п о л и м е р а з ы I Е. coli) и 13 ( Л / и / - Л / а / - ф р а г м е н т ) кодо-
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нов соответственно. Н у к л е о т и д н а я последовательность ф р а г м е н т о в рекомбинатных ге-
нов rplL'-IacZ представлена на рис. 2, а. Оба ф р а г м е н т а в с т р а и в а л и в о д и н а к о в ы й кон-
т е к с т — с а й т р а с щ е п л е н и я pNM481 HindIII (концы д о с т р а и в а л и с п о м о щ ь ю фрагмен-
та К л е н о в а Д Н К п о л и м е р а з ы I Е. coli). Таким образом, кодон C C C о к а з ы в а л с я в гене 
rplU-IacZ 10-м в pEE15-S и 17-м в рЕЕ15-А. Уровень активности (3-галакТОЗИДазы, ко-
д и р у е м о й pEE15-S, составил 6 % относительно рЕЕ15-А, у которой он был р а в н ы м 
рІК7 [1] . П о л у ч е н н ы е ранее экспериментальные д а н н ы е [1] п о з в о л я ю т считать, что в 
случае рЕЕ15-А промотор Ры2 не влияет на уровень экспрессии гибридного гена 
rplU-lacZ. Р а з л и ч н ы й уровень экспрессии генов rplL'-lacZ, к а к и rpU'-lacZ, не з ависел 
от ш т а м м а - х о з я и н а Е. coli, используемого д л я п о д е р ж а н и я рекомбинантной п л а з м и д ы . 

SaufaZHmdiiIia г- LacZ+ 
pEEis-s дш АСАДТТТДА m тстдтс дет АДА GAT еда етт Gcr ссс GTC 

Дій \HindiH , LacZ+ 
р££ 15-А ДШ ДСДДТТТДД ATG TCT ДТС ДСТ ДДД GAT CAA АТС ATT GAA GCA CTT GCA CAG CTT GCT CCC GTC 

Рис . 2. Н у к л е о т и д н а я последовательность ф р а г м е н т о в гибрид-
ных генов rplU-lacZ (а) и м о д е л ь вторичной с т р у к т у р ы участ-
ка инициации т р а н с л я ц и и м Р Н К этих генов (б) 
F ig . 2. Nuc l eo t i de s equence of f r a g m e n t s of the hybr id rplU-
IacZ 'genes (a) a n d m o d e l of the m R N A s e c o n d a r y s t r u c t u r e f o r 
the t r a n s l a t i o n in i t i a t ion si te of t he se g e n e s (6) 

β - Г а л а к т о з и д а з а , к о д и р у е м а я pEE-S, не была менее стабильной по сравению с рЕЕ15-А. 
Интересно , что сравнение вторичной с т р у к т у р ы м Р Н К гибридных генов rplU-lacZ 
(рис. 2, б) не д а е т оснований д л я п р е д п о л о ж е н и я о ее специфическом влиянии на уро-
вень экспрессии генов. В д а н н о м случае о д и н а к о в ы м и д л я обоих генов были не толь-
ко в т о р и ч н а я с т р у к т у р а м Р Н К в сайте инициации трансляции , но и значение AG, рас-
считанное в соответствии с [14] . Полученные экспериментальные д а н н ы е свидетель-
ствуют о влиянии редких к о д о н о в на уровень эксперссии генов rpU'-lacZ и rplU-lacZ. 
В отношении определения п р и р о д ы э ф ф е к т а к о д о н а G G G окончательный в ы в о д станет 
в о з м о ж н ы м после з а м е н ы его на другие : еще более редкий кодон G G A и часто встре-
ч а ю щ и й с я G G C . В случае гена rplU-lacZ присутствие редкого кодона C C C о к а з ы в а е т 
э ф ф е к т на расстоянии 8 кодонов после инициаторного и не о к а з ы в а е т — при увеличе-
нии р а с т о я н и я д о 15 кодонов . И з л и т е р а т у р ы известны случаи, когда присутствие ред-
ких кодонов значительно с к а з ы в а е т с я на эффективности трансляции , и, т аким о б р а з о м , 
на уровне экспрессии генов. Н а п р о т я ж е н и и гена IacZ встречаются по 9 C C C и G G G 
кодонов . С н и ж е н и е экспрессии гибридных генов IacZ при появлении этих редких кодо-
нов в 5 ' - о б л а с т я х гибридных генов, следовательно , о т р а ж а е т с я на э ф ф е к т и в н о с т и не 
элонгации, а инициации т р а н с л я ц и и их м Р Н К . 

А в т о р ы в ы р а ж а ю т искреннюю признательность А. В. Ельской и М. В. Р о д н и н о й за 
участие в о б с у ж д е н и и р е з у л ь т а т о в работы. 

I N F L U E N C E O F R A R E C O D O N S IN T H E 5 - T E R M I N A L R E G I O N S O N T H E 
E X P R E S S I O N O F G E N E S R P L J ' - L A C Z A N D R P L L ' - L A C Z 

I. V. K r o u p s k a y a , E. B. Paton 

I n s t i t u t e of M o l e c u l a r B i o l o g y a n d Genet ics , 
A c a d e m y of Sc i ences of t h e U k r a i n i a n S S R , Kiev 

S u m m a r y 

F u s i o n of 5 ' - t e r m i n a I f r a g m e n t s of E. coli rpll and rplL g e n e s to LacZ, h a s p e r m i t t e d 
s h o w i n g t h a t e x p r e s s i o n of hybr id rpU'-lacZ a n d rplU-lacZ d e c r e a s e s a s a r e su l t of ap -
p e a r a n c e of r a r e G G G a n d C C C c o d o n s in t h e v ic in i ty of t he in i t i a to r A U G codon . 
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ИСКЛЮЧЕНИЕ ВЛИЯНИЯ НЕСТАБИЛЬНОСТИ МОЩНОСТИ 
ЛАЗЕРА НА ТОЧНОСТЬ РЕГИСТРАЦИИ СПЕКТРОВ 
КОМБИНАЦИОННОГО РАССЕЯНИЯ СВЕТА БИОПОЛИМЕРОВ 

Описан разработанный авторами двухканальный счетчик фотонов, предназначенный 
для эксплуатации в составе прецизионного KP-спектрометра, работающего в цифровом 
режиме, позволяющий практически полностью исключить влияние нестабильности мощ-
ности лазера на точность регистрации спектров. Анализируются некоторые аспекты 
его эффективного использования. 

Одним из основных ф а к т о р о в , о гра ничи ваю щ и х точность регистрации спектров комби-
национного рассеяния ( K P ) света биополимеров , я в л я е т с я нестабильность излучения 
л а з е р а , используемого д л я их в о з б у ж д е н и я [1]. 

Э ф ф е к т и в н ы м средством повышения точности регистрации спектров K P я в л я е т с я 
построение с т р у к т у р н о - ф у н к ц и о н а л ь н о й схемы К Р - с п е к т р о м е т р а по принципу д в у х к а -
нального автоматического регулирования , когда сигнал K P в основном фотометрическом 
канале , ошумленный нестабильностью интенсивности л а з е р н о г о излучения, регулирует-
ся сигналом опорного фотометрического к а н а л а , линейно о т с л е ж и в а ю щ е г о нестабиль-
ность в о з б у ж д а ю щ е г о излучения, т а к и м о б р а з о м , что на в ы х о д е спектрометра реализу-
ется частное от д е л е н и я сигнала основного на сигнал опорного к а н а л а , пропорциональ-
ное сечению K P на д а н н о й частоте [2]. 
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