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БЕСФАКТОРНЫЙ ПОЛИ (dT)-ЗАВИСИМЫЙ 
СИНТЕЗ ОЛИГОФЕНИЛАЛАНИНА НА 70S РИБОСОМАХ 
ESCHERICHIA COLI 

К. А. Солдаткин, А. П. Потапов, А. В. Ельская 

В рамках проверки гипотезы о стереоспецифической стабилизации кодон-антикодоно-
вых комплексов, постулирующей прямое взаимодействие некоторого участка декодиру-
ющего центра рибосомы с сахаро-фосфатным остовом кодон-антикодоновых дуплек-
сов [1, 2], нами начато сравнительное изучение матричной активности поли(ІІ) и ее 
дезоксирибоаналога, поли(сІТ), в трансляции. Один из этапов работы состоял в опреде-
лении активности данных полинуклеотидов в бесфакторном кодозависимом связыва-
нии РЬе-тРНК Р h е на 70S рибосомах Е. coli в отсутствие и присутствии антибиотика 
неомицина, способного, как известно [3, 4], стимулировать трансляцию полидезоксири-
бонуклеотидных матриц в бесклеточных белоксинтезирующих системах. 

Материалы и методы. 30S и 50S субчастицы рибосом Е. coli MRE 600 любезно 
предоставлены В. И. Махпо (ЛИЯФ им. Б. П. Константинова АН СССР, Гатчина). По-
ли (U) фирмы «Reanal» (ВНР) , поли(сІТ)—НИКТИ БАВ (Бердск), [14С]фенилаланин 
(13,3 ГБк/ммоль) производства ЧССР, неомицинсульфат фирмы «Boehringer» (ФРГ). 
Высокообогащенные (1400—1600 пмолей на 1 ед. А2бо [14С] Phe-TPHK p h e получали из 
дрожжей по [5]. Связывание [14С] Phe-TPHK p h e с 70S рибосомами проводили по [6] 
в присутствии 20 мМ трис-HCl, рН 7,6, 100 мМ NH4C1 и 20 мМ MgCl2. Разделение мо-
но- и олигофенилаланинов проводили хроматографией на бумаге FN-15 в растворителе 
я-бутанол : уксусная кислота : вода (78 : 5 : 17) [7]. 

Результаты и обсуждение. При изучении взаимодействия Р1те-тРНКГЬе с по-
ли (dT)-программированными 70S рибосомами в условиях бесфакторного связывания 
при 2 °С был обнаружен аномально высокий уровень заполнения рибосом субстра-
том— количество остатков [14С] фенилаланина на рибосому равнялось четырем—пяти 
вместо обычных двух, соответствующих А- и Р-центрам. Из рис. 1 видно, что количест-
во связанных с рибосомой остатков фенилаланина растет во времени, причем при 37 °С 
значительно быстрее, чем при 2 °С. Но в присутствии антибиотика неомицина, а также 
на поли (U)-программированных рибосомах связывается не более двух молекул Phe-
т Р Н К Р И е . Наблюдающееся при длительных инкубациях снижение уровня связывания 
Phe-TPHK p h c с [поли(U)-70S] при 37 °С, по-видимому, объясняется десорбцией тРНК 
с рибосом с последующим их деацилированием: в тех же условиях за 70 мин инкубации 
деацилировалось 65—70 % РЬе-тРНКР Ь е (данные не приведены). Комплексы с участи-
ем поли(сІТ) были стабильными. 

Поскольку наиболее вероятной причиной аномального увеличения количества свя-
занного с рибосомой в присутствии поли(сІТ) радиоактивного материала может быть 
трансляция, был проведен хроматографический анализ меченых продуктов после деаци-
лирования тРНК (0,16 Μ КОН, 30 мин, 37 °С) в условиях разделения моно-, ди- и три-
фенилаланина. Оказалось (рис. 2), что в системе, содержащей [поли(dT)-70S], обра-
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зуются не только ди-, но и трифенилаланин. Кроме того, на старте хроматограммы 
оставалось большое количество радиоактивного материала, которое строго коррелиро-
вало с радиоактивностью ТХУ-нерастворимого (после деацилирования тРНК) материа-
ла. Следовательно, материал на старте хроматограммы соответствует олигофенилала-
иинам с количеством звеньев не менее четырех [8]. Таким образом, в данном случае 
им :ет место трансляция поли(dТ). 

В присутствии 10 мкМ неомицина количество трифенилаланина увеличивалось, но 
значительно уменьшалось количество материала на старте. В пробах с 100 мкМ неоми-

Рис. 1. Кинетика связывания [ 1 4 С]РЬе-тРНК Р Ь е с [поли(dT)-70S] и [поли(U) ·70S]: 
Л — инкубация при 2 °С (пробы содержали: 1, 2—3 мкг поли(сГП, 5,7 пмоля 30S суб-
частиц, 9 пмолей 50S субчастиц, 50 пмолей [14С] РЬе-тРНК Р Ь е ; 3, 4 — 5,6 пмоля 30S 
субчастиц, 9 пмолей 50S субчастиц, 5 мкг поли(и) , 35 пмолей [14С] РЬе-тРНК Р И е ; 2, 
4— инкубацию проводили в присутствии 10 мкМ неомицина); Б — инкубация при 37 °С 
(пробы содержали: 1, 2—2,5 мкг поли(сІТ), б пмолей 30S субчастиц, 9 пмолей 50S суб-
частиц, 44 пмоля [14С] РЬе-тРНК р к е ; 3, 4·—5 мкг поли(и) , те же количества субчастиц 
и [ 1 4 С]РЬе-тРНК Р Ь е ; 2, 4 — инкубацию проводили в присутствии 100 мкМ неомицина). 
ν — количество молекул Phe-TPHKP h e , связанных с одной рибосомой. Опыты, пред-
ставленные на рис. 1, Л и Б, выполнены на различных препаратах 30S субчастиц 
Fig. 1. Kinetics of [ 1 4С]Phe- tRNAP h e binding to [poIy(dT)-70S] and [poly(U)-70S] 
complexes: A — incubation at 2 °С (samples contained: 1, 2 — 3 μg of poly(dT), 5,7 pmol 
of 30S subunits, 9 pmol of 50S subunits, 50 pmol of [14C] Phe- tRNA P h e ; 3, 4 — 5 μ^ of 
poly(U), 5,6 pmol of 30S subunits, 9 pmol of 50S subunits, 35 pmol of [14C] Phe- tRNA p h e , 
2, 4 — incubation in the presence of 10 μΜ neomycin): Б — incubation at 37 °С (samples 
contained: 1, 2—2,5 μg of poly(dT), 6 pmol of 30S subunits, 9 pmol of 50S subunits, 
44 pmol of [ I 4 C]Phe- tRNA P h e ; 4 - 5 μ^ of poly(U) and the same concentrations of 
subunits and [14C] Phe- tRNA P h e ; 2, 4 — incubation in the presence of 100 μΜ neomycin), 
v"—the actual fraction of ribosomes bound with Phe- tRNA P h e ([Phe-tRNA bound] / [70S 
ribosomes]). Data presented in Figs 1, A and Б were obtained on different preparations 
of 30S subunits 

цином, как и в пробах с поли(U), образовывался только дифенилаланин в количест-
вах, соответствующих связанным с рибосомой Phe-TPHKP h e . Иными словами, полиме-
ризации фенилаланина на поли (dT) -программированных рибосомах в присутствии 
100 мкМ неомицина, а также на поли (U)-программированных рибосомах не происхо-
дит из-за отсутствия транслокации. 

Обнаруженная нами бесфакторная трансляция поли(dT) рибосомами, не трансли-
рующими поли(и) в отсутствие факторов элонгации ни при низкой, ни при высокой 
температурах, очевидно, означает, что структура сахаро-фосфатного остова матрицы 
существенна для преодоления активационного барьера бесфакторной транслокации. 
Возможно, важно наличие или отсутствие 2'-ОН-групп рибозы само по себе. Возможно, 
кодон-антикодоновый комплекс, образующийся с участием поли(dT), легче транслоциру-
ется в силу более приемлемой его конформации или меньшего сродства к А-центру 
рибосомы в отсутствие факторов. 
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Факт трансляции поли(сІТ) при низкой температуре (2 °С) позволяет сделать вы-
вод о том, что активационный барьер транслокации может быть не очень большим. 

В работах по безматричному рибосомному синтезу пептидов [9] делается предпо-
ложение о ведущей роли тРНК в процессе транслокации. Наши данные свидетельству-

Рис. 2. Разделение олигофенилаланинов 
с помощью хроматографии на бумаге 
FN-15: А, а — поли(сіТ); Б, б — по-
ди (dT)- f lO мкМ неомицин; В, в — по-
ли (dT) + 1 0 0 мкМ неомицин; Г, г — по-
лижи); Д, д — поли ( U ) + 100 мкМ неоми-
цин. Инкубация 2 ч при 3 °С. Пробы со-
держали: 3 мкг п о л и ^ Т ) или 5 мкг по-
ли (U); 8,7 пмоля 30S субчастиц, 13 пмо-
лей 50S субчастиц, 98 пмолей [1 4C]Phe-
т Р Н К Р Ь е . Графики рис. 2, а — д соот-
ветствуют участкам 10—25 см рис. 2, 
А—Д в увеличенном масштабе 
Fig. 2. Chromatographic analysis of the 
r i 4C]oligophenylalanines. Incubation for 
2 h at 3°C. Samples contained: 3 μg of 
poly(dT) or 5 μg of poly(U); 8,7 pmol 
of 30S subunits, 13 pmol of 50S subunits, 
98 pmol of [14C] Phe- tRNA P h e : A, a — 
poly (dT); Б, б — poly(dT) + 10 μΜ neo-
mycin; В, в — poly(dT) + 1 0 0 μΜ neomy-
cin; Г, г — poly(U); Д, d — poly(U) + 
+ 100 μΜ neomycin. Plots of Fig. 2, a-d 
correspond to 10-25 cm of Fig. 2, 'А-Д 

ют о существенной роли матрицы в этом процессе. По крайней мере в случае Phe-
т Р Н К Р Ь е оба компонента транслоцируемого комплекса — и матрица, и тРНК — важны 
для обеспечения нормальной транслокации. 

Авторы благодарят В. И. Махно, С. В. Кириллова и А. П. Сургучева за содейст-
вие в выполнении данной работы. 

FACTOR-FREE POLY (dT)-DEPENDENT SYNTHESIS 
OF OLIGOPHENYLALANINE ON ESCHERICHIA COLI 70S RIBOSOMES 

K. A. Soldatkin, Α. Ρ. Potapov, Α. V. Elskaya 
Institute of Molecular Biology and Genetics, 
Academy of Sciences of the Ukrainian SSR, Kiev 

S u m m a r y 

The activity of poly(U) and poly(dT) in the factor-free binding of Phe- tRNAP h e to the 
E. coli 70S ribosomes has been compared to study the role of the codon sugar-phosphate 
backbone in the mRNA decoding process. Poly(dT) is shown to be effectively translated 
in such a factor-free system at both low (2°С) and high (37 °С) temperatures. Under 
the same conditions poly(U) is not translated. Neomycin inhibits factor-free poly(dT) 
translation and has no effect on the binding of Phe- tRNAP h e to poly(U) programmed ri-
bosomes. The data obtained indicate the great importance of the template and its sugar-
phosphate backbone in the translocation process. 
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ВЫДЕЛЕНИЕ ИНДИВИДУАЛЬНЫХ БЕЛКОВ 
ИЗ 50S СУБЧАСТИЦЫ РИБОСОМ THERMUS THERMOPHILUS. 
КРИСТАЛЛИЗАЦИЯ БЕЛКА TL7 

С. Э. Седельникова 

Введение. Изучение структуры рибосом и других компонентов белоксинтезирующей си-
стемы в последнее время выходит на уровень, связанный с возможностью применения 
рентгеноструктурного анализа. Лимитирующей стадией в таких исследованиях долгое 
время было получение кристаллов. Введение в лабораторную практику термофильных 
бактерий в качестве источника для получения компонентов белоксинтезирующей систе-
мы позволило приступить к решению этой проблемы. К настоящему времени получены 
кристаллы ряда рибосомных белков [1—3] и 50S субчастицы [4] из умеренно термо-
фильной бактерии Bacillus st ear other mophilus. Закристаллизованы 5S Р Н К [5], фактор 
элонгации полипептидной цепи G [6], 70S рибосома [7] из экстремально термофильной 
бактерии Thermus thermophilus. Данная работа посвящена выделению ряда индиви-
дуальных белков из 50S субчастицы рибосом Г. thermophilus и кристаллизации одно-
го из них, TL7 (по номенклатуре рибосомных белков Т. thermophilus, приведенной в 
работе [8]) . Этот белок, по-видимому, является аналогом белка L6 из рибосом Esche-
richia coli. 

Материалы и методы. Выращивание бактериальной массы и выделение рибосом 
проводили, как описано в работе [8]. Разделение рибосом на субчастицы также про-
водили, как в работе [8], с той разницей, что ионный состав градиента концентрации 
сахарозы при разделении был следующий: 0,01 Μ MgCl2, 0,4 Μ NaCl, 0,001 Μ Na2 
ЭДТА, 0,02 Μ трис-НСІ, ρΗ2ο ос 7,5. Рибосомные белки экстрагировали по [9] с моди-
фикациями. Процедура заключалась в следующем. К раствору 50S субчастиц с кон-
центрацией 10 мг/мл, содержащему 0,02 Μ MgCl2, 1 Μ NH4C1, 0,0005 Μ Ыа2ЭДТА, 
0,04 Μ трис-НСІ, рН2о°с 7,5 и нагретому до 60 °С, добавляли равный объем нагретого 
до 60 °С этанола. Смесь инкубировали 50 мин при 60—61 °С и умеренном перемешива-
нии. Рибосомные частицы отделяли от экстрагированного белка центрифугированием 
при 35000 g, надосадочную жидкость собирали, а осадок, содержащий белокдефицит-
ные частицы, растворяли в буфере, содержащем 2 Μ NH4C1, и повторяли обработку 
этанолом. 

Хроматографическое разделение полученных белковых смесей проводили на СМ-се-
фарозе CL («Pharmacia», Швеция) без применения денатурирующих агентов в натрий-
ацетатном буфере при рН 5,6 с градиентом концентрации NaCl от 0,04 до 0,7 М. 
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