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Введение. Процесс биосинтеза белка у прокариот начинается с обра-
зования комплекса 30S субчастицы с участком мРНК, содержащим 
инициаторный кодон AUG (иногда GUG или UUG) , и инициаторной 
т Р Н К (fMet-TPHKfM e t) при участии инициирующих факторов и GTP 
[1, 2]. In vitro при повышенных концентрациях ионов магния образо-
вание инициаторного комплекса, достаточно стабильного, происходит 
без участия факторов и GTP [3]. В стабилизации инициаторного ком-
плеска существенную роль может играть взаимодействие Шайн—Дал-
гарно между комплементарными областями предынициаторного участка 
мРНК, богатого пуриновыми основаниями, и З'-концевой частью 16S 
Р Н К [4]. Рассчитанная стандартная свободная энергия этого взаимо-
действия довольно значительна (AG° = — (10—15) ккал/моль [5]) и 
совпадает по величине с энергией взаимодействия полиуридиловой кис-
лоты с 30S субчастицей—AG° = — (11 —14) ккал/моль [6]. До сих пор 
является дискуссионным вопрос об участке связывания инициаторной 
т Р Н К на комплексе [ З О Б + м Р Н К ] : существует ли для этого специаль-
ный инициаторный (I) сайт, происходит ли связывание на пептидиль-
ном (Р) сайте или же эти сайты в значительной мере перекрывают-
ся [7, 8]. 

В настоящей работе показано, что 30S субчастицы рибосом E.coli, 
программированные матрицей AUG(U) n , связывают две молекулы тРНК: 
TpHKMet и л и f M e t . T p H K f e t на Р-сайт и Phe-TPHKPhe на Α-сайт. Опреде-
лены константы ассоциации тРНКMet с Р-сайтом [30S-LAUG(U)n]-KOManeK-
са и константы ассоциации Phe-TPHKPhe с Α-сайтом [30S + AUG (U)n + 
+ т Р Н К M e t - к о м п л е к с а ПРИ различных температурах и концентрациях ионов 
магния. 

Материалы и методы. Субчастицы рибосом Е. coli, суммарная равномерномеченная 
[ 1 4 С]тРНК, Рhe-тРНКР 1 1 е , аминоацилированная [ 3Н]фснилаланином (ВО «Изотоп», Ле-
нннгр. отд-ние, с удельной активностью 296 ГБк/ммоль) или [14С] фснилаланином 
(«UVVVR», ЧССР, с удельной активностью 13,3 ГБк/ммоль) были получены, как в [9]. 
Обогащение в обоих случаях составило 1500 пмолей фенилаланина на 1 ед. А2бо- Деа-
цплированную инициаторную т Р Н К (равномерномеченную и немеченую) выделяли по 
[10]. Препарат немеченой т Р Н К аминоацилировали [ 3Н] метионином (ВО «Изотоп», 
Лспингр. отд-ние, с удельной активностью 74 ГБк/ммоль) до 1600 пмолей метионина 
па 1 ед. А2бо и одновременно формилировали на 95 % лейковарином («Serva», Ф Р Г ) , 
как в [10]. Тринуклеотид A P U P G P выделен по методу [11]. Синтез олигонуклеотидов 
A U G ( U ) n проводили при помощи полинуклеотидфосфорилазы из Micrococcus lysodeikti-
kt;s («Calbiochem», США) с достраиванием З'-конца U D P («Reanal», В Н Р ) . Фракции 



A U G ( U ) n с Kd 0,4—0,6, где были использованы в экспериментах по изучению 
взаимодействия с т Р Н К и 30S субчастицами. Константы ассоциации т Р Н К с 30S суб-
частицами измеряли с помощью модифицированного метода фильтрования Нирснбсрга 
и Лсдера [9] и рассчитывали из изотермы адсорбции Ленгмюра: l / v = 1/M-j- 1 /МКС, 
где ν — количество молекул т Р Н К , связанных с к а ж д о й рибосомой (или субчастицей); 
Μ — доля активных сайтов; С — концентрация свободной т Р Н К ; К — константа ассо-
циации. Анализ щелочного гидролизата для определения доли активных в синтезе 
дипептида ( fMet -Phe) 70S рибосом осуществляли методом восходящей хроматографии 
на бумаге FN-1 («Fil trak», Г Д Р ) в системе изопропанол : аммиак : вода в соотношении 
7 : 1 : 2 . 

Все эксперименты проводили в буферных растворах ТАМ (20 мМ трис-HCl, рН 
7,5, 200 мМ NH4C1; 10—20 мМ M g C l 2 и 1 мМ Э Д Т А ) . Концентрация ионов Μg 2 +, тем-
пература и время инкубации указаны в подписях к рисункам и в таблицах. Инкуба-
ционные смеси в объеме 50 мкл содержали: I •— 4,8—5,2 пмолей 30S субчастиц, 
1—2 мкг A U G ( U ) n и от 40 до 500 пмолей [ 1 4 С]тРНКл Ы е * в зависимости от концентра-
ции ионов M g 2 + и температуры; II — к смеси I были добавлены 3,9—50 пмолей 
р Н ] Р Ь е - т Р Н К р 1 ' е . 

Результаты и обсуждение. В з а и м о д е й с т в и е к о м п л е к с а 
[ 3 0 S + A U G (U) п\ с TPHKfM e t . Ранее нами была доказана полная обра-
тимость реакции ассоциации TPHKfM e t с 30S субчастицами и показано, 
что 20—30 мин достаточно для равновесного образования комплекса 
[ 3 0 S + A U G (U)/z+TPHKiM e t ] . Это позволило количественно изучить тер-

Рис. 1. Титрование комплекса [ 3 0 S + A U G ( U ) n ] [ 1 4 С]тРНКг М е Ь в присутствии антибио-
тиков: 1 — связывание т Р Н К і М е 1 в присутствии 5 - Ю - 6 Μ эдеина; 2, 3 — связывание 
T P H K f M e t без тетрациклина и в его присутствии в концентрации 5 - Ю - 5 Μ соответствен-
но. В опыте использована инкубационная смесь I. Эксперимент проводили при 12 °С 
и 20 мМ Mg 2 + 
Fig. 1. T i t ra t ion of the complex [ 3 0 S + A U G ( U ) n wi th [1 4C] t R N A f

M e t in the presence 
of ant ibiot ics : 1 — b ind ing of t P N A f

M e t in the presence of 5 - Ю - 6 Μ of edeine; 2, 3 — 
b ind ing of tRNAf M e t w i thou t te t racycl ine and in its presence in the concent ra t ion of 
5 ·10~ δ Μ, respectively. Incubat ion mix tu re I w a s used in the exper iment . The exper iment 
w a s carried out at 12 °С and 20 m M of Mg 2 + 

Рис. 2. Кинетика взаимодействия Phe -TPHK P h e с Α-сайтом комплекса [ 3 0 S + A U G ( U ) n + 
- f -TPHKf M e t ] в присутствии тетрациклина: 1 — связывание T P H K f M e t ; 2 — связывание 
Р1іе-тРНКр 1 1 е без тетрациклина; 3 — связывание Phe -TPHK P h e в присутствии 5 · 1 0 ~ 5 Μ 
тетрациклина. После 25 мин инкубации при 15 °С и 20 мМ M g 2 + в инкубационную 
смесь I, с о д е р ж а в ш у ю 120 пмолей [ 1 4 С]тРНКл М е 1 , были добавлены 50 пмолей [ 3 H ] P h e -
тРНК р } 1 е (инкубационная смесь II) с тетрациклином и без него, после чего инкубацию 
продолжали 
Fig . 2. Kinetics of P h e - t R N A P h e in terac t ion wi th Α-si te of the complex [ 3 0 S + A U G ( U ) n + 
+ t R N A f

M e t ] in the presence of te t racycl ine: 1 — b ind ing of t R N A f
M e t ; 2 — b i n d i n g of Phe-

t R N A p h e w i thou t te t racycl ine; 3 — b ind ing of P h e - t R N A P h e in the presence of 5 - Ю - 5 Μ 
of te t racycl ine. Af te r 25 min of incubat ion a t 15 °С and 20 m M of M g 2 + 50 pmol of 
[ H ] P h e - t R N A P h e ( incubat ion mix tu re II) wi th and wi thou t te t racycl ine werie added into 
incubat ion mix tu re I con ta in ing 120 pmol of [ 1 4 C] tRNA f

M e t , and then the incubation: 
w a s cont inued 

модинамику связывания TPHKfM e t с комплексом [ 3 0 S + A U G (U)«]. На 
рис. 1 приведены кривые титрования 30S субчастиц, программирован-
ных матрицей AUG(U)rt с TPHKfM e t в присутствии антибиотиков тетра-
циклина и эдеина. Связывание TPHKfM e t происходит на Р-сайте, так 
как почти полностью тормозится эдеином, ингибитором связывания на 
Р-сайт [12], и не зависит от присутствия тетрациклина, кинетического-
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ингибитора Α-сайта [13]. Константы ассоциации TPHKfMet на Р-сайт 
30S субчастиц комплекса даны в табл. 1. Рассчитанные термодинами-
ческие параметры этого взаимодействия представлены в табл. 2. Кон-
станты ассоциации относительно невелики: находятся в пределах 7 Х 
Χ10 6 -^3 ·10 5 М - 1 при температурах 10—25 °С и концентрациях ионов 
Mg2+ 10—20 мМ (табл. 1), причем величина К а при 10 мМ Mg 2 + и 
20 °С оказалась близкой к величине 
Κα τ Ρ Η Κ ι M e t комплексом [ 3 0 S + Т а б л и ц а 1 

Величины констант ассоциации 
тРНКїМеі с Ρ-сайтом комплекса 
[30S + AUG(Uη)] (·106) 

Association constants of tRNAiMet 

for the P-site of complex 
[30S+AUG(U)n] (-10*) 

П р и м е ч а н и е . Стандартная ошибка 
измерений Κα составляла около 10 %. 

+ A U G ] при 8 мМ Mg2+ и 20 °С, по-
лученной методом центрифугирования 
в равновесных условиях [14] (Ка со-
ответственно равны 4-Ю5 и 3-Ю5 М - 1 ) . 
Величины констант ассоциации 
тРНК Р Ь е на Р-сайт комплекса [30S + 
+ п о л и ( и ) ] в 40—100 раз больше со-
ответствующих констант ассоциации 
TPHKfMet на Р-сайт комплекса [ 3 0 S + 
+ A U G ( U ) „ ] ([15] и табл. 1). Сра-
внение констант ассоциации т Р Н К с 
комплексом 30S субчастиц на матри-
цах AUG и AUG(U)«, лишенных всей 
предынициаторной области, и на ма-
трице поли(ІІ) , вероятнее всего, сви-
детельствует не столько о важности 
длины матрицы с З'-стороны от первого элонгаторного кодона, сколько 
о необходимости наличия последовательности оснований с 5'-стороны 
от инициаторного кодона [16]. 

К и н е т и к а в з а и м о д е й с т в и я к о м п л е к с а [30S + 
+ A U G ( U ) „ + T P H K f M e t ] с РЬе-тРНКР Ь е представлена на рис. 2. Сна-
чала был образован вышеуказанный комплекс, затем в инкубационную 
смесь добавлена РЬе-тРНКР Ь е с тетрациклином и без него. Уровень 
связывания TPHKfMet равен приблизительно 1, за 10 мин уровень свя-
зывания Phe-TPHKphe также приближается к 1, в присутствии тетра-
циклина тот же уровень достигается за 30 мин. Таким образом, связы-
вание Phe-TPHKphe происходит на Α-сайте, для которого характерно 
кинетическое ингибирование связывания тетрациклином. При концен-
трации Mg2+ 10—20 мМ и температуре 14, 21 и 26,5 °С величины кон-
стант ассоциации РИе-тРНКР Ь е с Α-сайтом комплекса [ 3 0 S + A U G (U) п + 
+TPHKfM e t] соответственно 12,0· 106, 4,2· 106 и 2,7· 106 М"1 (стандарт-
ная ошибка измерений Ка не превышала 1 0 % ) . Термодинамические 
параметры этого взаимодействия следующие: Δ G° = —9,0+ 
± 0 , 2 ккал/моль; Δ#° = — 1 9 , 8 ккал/моль; AS° = —36,2 кал· моль - 1 X 
Хград- 1 . Особенность связывания на Α-сайт 30S субчастицы комплекса 
[ 3 0 S + A U G (U)n+TPHKfM e T] — полная независимость величины кон-
стант ассоциации от концентрации ионов Mg2+ (10—20 мМ) в преде-
лах данной температуры, что, вероятно, свидетельствует о неучастии 
ионов Mg2+ в данном взаимодействии. 

Т а б л и ц а 2 
Термодинамические параметры взаимодействия тРНКіМеЬ с Р-сайтом комплекса 
\30S - f A U G ( £ / ) „ ] 
Τ her mo dynamical parameters of tRNAiMet binding at the P-site of complex 
[30S ±AUG(U)n] 

AG 0 , к к а л / м о л ь 

ΔΗ 0 , 
ккал/моль 
при 25°С 

AS0, 
к а л « м о л ь - 1 χ 

Х г р а д - 1 

} 
Μ g 2 + , мМ 

Температура, °С ΔΗ 0 , 
ккал/моль 
при 25°С 

AS0, 
к а л « м о л ь - 1 χ 

Х г р а д - 1 

} 
Μ g 2 + , мМ 

10 J 15 20 25 

ΔΗ 0 , 
ккал/моль 
при 25°С 

AS0, 
к а л « м о л ь - 1 χ 

Х г р а д - 1 

10 - 8 , 1 — 7 , 8 - 7 , 5 — 7 , , 4 — 2 6 , 5 — 6 4 , 0 
15 — 8 , 4 — 8 , 3 - 8 , 0 — 7 , , 9 — 2 3 , 2 — 5 1 , 0 
2 0 — 8 , 9 — 8 , 6 — 8 , 3 — — 2 0 , 0 • 
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Дополнительным и прямым доказательством того, что РЬе-тРНКР Н е 

связывается на Α-сайт, является следующий эксперимент: вместо де-· 
ацилированной инициаторной т Р Н К на Р-сайт 30S субчастицы комп-
лекса [ 3 0 S + A U G (U)„] была связана формил[3Н]метионил-тРНКгМ е 1 

в количестве одной молекулы на каждую 30S субчастицу, затем была 
добавлена [14С] Рhe-тРНК Р Ь е , проведен контроль на образование ком-
плекса [ 3 0 S + A U G (U) ,z+fMet-TPHKfM e t+Phe-TPHKP h e] , после чего в 
инкубационную смесь внесли 50S субчастицы. По окончании инкуба-
ции был добавлен 25%-ный раствор аммиака, и далее щелочной гид-
ролизат хроматографировали, как описано в методике. Анализ хрома-
тограммы показал, что более 85 % 70S рибосом активны в синтезе 
дипептида f [ 3 H]Met-[ 1 4 С] Phc, состав которого количественно подтвер-
жден по двойной радиоактивной метке. Дипептид имел подвижность 
R f ~ 0 , 9 , совпадающую с подвижностью свидетеля в вышеуказанной 
хроматографической системе. 

Таким образом, мы показали, что на 30S субчастице имеются два 
сайта связывания тРНК, которые реализуются как функциональные 
Р- и А-сайты 70S рибосомы не только в поли(U)-зависимой системе 
[15], но и в исследованной системе с матрицей, несущей инициаторный 
кодон AUG. 

T H E R M O D Y N A M I C S O F I N T E R A C T I O N O F DEACYLATED INITIATOR tRNA 
AND AMINOACYL- tRNA W I T H P- AND Α - S I T E S O F 30S S U B U N I T S 
OF E S C H E R I C H I A COLI R I B O S O M E S P R O G R A M M E D BY A U G ( U ) n 

N. A. Gobshtis, V. B. Odinzov, S. V. Kirillov 

B. P. Kons t an t inov Ins t i tu te of Nuclear Physics , 
Academy of Sciences of the U S S R , Gatchina , Len ingrad District 

S и m m a г у 

Smal l r ibosomal subuni t of E. coli r ibosome p r o g r a m m e d by A U G ( U ) n is capable to bind 
two molecules of tRNA ( t R N A f

M e t or f M e t - t R N A f
M e t p lus P h e - t R N A P h e ) . t R N A f

M e t is 
bound to P-s i te of 30S subuni t of the complex [ 3 0 S + A U G ( U ) ? I ] (or to the site over lapped 
wi th P-s i te ) . P h e - t R N A p h e is bound to Α-site of 30S subun i t s of the complex [30S + 
- f " A U G ( U ) n + t R N A f M e t ] and its b ind ing is inhibited by te tracycl ine. The associa t ion 
c o n s t a n t s tRNAf l M e t wi th the complex [ 3 0 S + A U G ( U ) n ] and P h e - t R N A P h e wi th the 
complex [ 3 0 S - f A U G ( U ) n + t R N A f M e t ] are measured at d i f fe ren t t empera tu res and m a g n e -
sium concen t ra t ions and the rmodynamic pa r ame te r s of these in terac t ions are ca lcula ted . 
When f M e t - t R N A f M e t is bound ins tead of t R N A f

M e t , d ipept ide ( fMet -Phe) fo rmat ion is 
observed a f te r addi t ion of 50S subuni ts . Thus, there are two tRNA b ind ing sites on 30S 
subun i t s which are real ized a s func t iona l P- and Α-si tes of 70S r ibosome not only in t h e 
p o l y ( U ) - d e p e n d e n t sys tem but in the s tudied system with ma t r ix ca r ry ing an in i t ia tor 
codon AUG. 
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ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ РНК-ПОЛИМЕРАЗЫ ESCHERICHIA COLI 
С ДИК-ПОДОБНЫМИ ДУПЛЕКСАМИ, 
СОДЕРЖАЩИМИ ПОВТОРЫ. 

ВЛИЯНИЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ НУКЛЕОТИДОВ 

О. Н. Королева, В. Л. Друца, 3. А. Шабарова 

Введение. Ранее в качестве моделей для изучения взаимодействия 
РНК-полимеразы Е. coli с прокариотическими промоторами нами были 
предложены синтетические двуспиральные полинуклеотиды * с повто-
ряющимися фрагментами промоторов [1]. В частности, были изучены 
некоторые свойства полимеров, содержащих повторы «идеальной» по-
следовательности Прибноу (полимер Г, схема 1). Оказалось, что они 
образуют с РНК-полимеразой устойчивые к гепарину транскрипционно 
активные комплексы с периодом полураспада ~ 2 3 0 мин [2], а в со-
ставе специальной промотор-тестирующей плазмиды они способны про-
являть промотороподобные свойства, т. е. инициировать транскрипцию 
in vivo [3]. 

В продолжение этих исследований нами были синтезированы дву-
спиральные полинуклеотиды II—VI (схема 1), отличающиеся от уже 
изученного нами полимера Г незначительными изменениями в струк-
туре повторяющегося фрагмента при сохранении того же нуклеотид-
ного состава (содержание АТ-пар 80 %) и периодичности (10 пар нук-
леотидов). Кроме того, был получен полимер I, практически полно-
стью (за исключением концевых участков) идентичный по структуре 
полимеру Г . 

в пределах повторяющихся элементов синтетических дуплексов выде-
лены последовательности, наиболее близкие к «идеальной» последова-
тельности Прибноу. Значком сверху отмечены отклонения от полной 
гомологии. В настоящей работе предстояло выяснить, каким образом 
такие различия в структуре влияют на способность указанных полиме-

* Префикс d (дезокси) в сокращенном написании поли- и олигодезоксирибонуклео-
тидов здесь и в дальнейшем опущен. 

На схеме последовательность 
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