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Введение. Опероны рибосомных белков Е. coli включают функциональ-
но взаимосвязанные гены, активность которых регулируется по типу 
обратной связи белками-репрессорами [1—3]. Кластер генов rplKAJL-
гроВС объединяет три оперона. В их транскрипции участвуют два 
основных промотора PLU И PL\О. Регуляторным белком гр/^СА-оперона, 
гены которого направляют синтез рибосомных белков Lll и Ll, явля-
ется второй из них. Оперон rplJL, программирующий синтез белков 
LlO и L7/L12, регулируется L10. Известно [1, 3], что регуляция актив-
ности генов рибосомных белков осуществляется, в частности, на уровне 
трансляции. При этом белок-регулятор связывается со специфическим 
сайтом мРНК, репрессируя таким образом, трансляцию генов контро-
лируемого им оперона. По данным литературы [4, 5], поддержание в 
клетках Е. coli многокопийных рекомбинантных плазмид, включающих 
гены регуляторных рибосомных белков, невозможно. В частности [5, 6], 
наличие в мультикопийной плазмиде гена rplJ, кодирующего синтез 
белка LlOy приводит к ингибированию синтеза второго белка — 
L7/L12,— кодируемого геном rplL хромосомы, результатом чего явля-
ется летальное для клеток-хозяев нарушение сборки рибосом. Ранее 
нами показано [7—9], что клонирование в многокопийной плазмиде 
pUC, содержащей в области встраивания чужеродной Д Н К промотор 
Iacy фрагментов rplJL-rpoBC-оперона Е. coli оказывается возможным, 
сопровождаясь ориентационными эффектами. Установлено [8, 9], что 
единственно возможная ориентация клонируемых фрагментов, при ко-
торой направление транскрипции встраиваемых генов и гена IacZ век-
торной плазмиды противоположно, обусловлена уровнем экспрессии 
гена rplJ. В данной работе исследованы закономерности, сопровожда-
ющие клонирование в pUC фрагментов rplKAJL-ouepoua Ε. coliy с уче-
том функциональной роли кодируемых данным опероном белков. 

Материалы и методы. При введении плазмид pUC в качестве реципиентного ис-
пользован штамм Е. coli Kl2 JMlOl [10]. Для получения компетентных клеток, их 
трансформации, выделения и анализа плазмидной ДНК применяли стандартные ме-
тоды, описанные в [11]. ДНК обрабатывали рестриктазами HincII («Sigma», США), 
Hinll, HinlII и PaeI, предоставленными В. Лаучисом, а также другими — производст-
ва НПО «Фермент» (Вильнюс). Использовали ДНК-лигазу фага Т4 (НПО «Фермент», 
Вильнюс) и фрагмент Кленова ДНК-полимеразы I Е. coli производства НПО «Вектор» 
(Новосибирск). Дефосфорилирование тупых и выступающих концов фрагментов ДНК, 
образованных в результате рестрикции, проводили с помощью щелочной фосфатазы 
из тонкого кишечника теленка («Pharmacia P.-L.», США). Плазмидную ДНК в микро-
и препаративных количествах получали по методу [12], включая в последнем случае 
стадию очистки центрифугированием в градиенте плотности хлористого цезия. Клет-
ки Е. coli культивировали в богатой среде LB [13]. Среда для селекции рекомбинант-

58 БИОПОЛИМЕРЫ И КЛЕТКА.— 1989.— Т. 5, № 1 



иых клонов включала ампициллин (отечественного производства) в концентрации 
50 мкг/мл, ZGal (5-бром-4-хлор-Р-£>-галактопиранозид, синтезированный и предостав-
ленный А. Г. Терентьевым, Ин-т молекуляр. биологии и генетики АН УССР) и в слу-
чае необходимости — индуктор промотора Iac — И П Т Г (изопропил-Р-/)-галактопира-
нозид) фирмы «Sigma» (США) в стандартных концентрациях [10]. Электрофорез и 

Рис. 1. Схема конструирования ре 
комбинантных плазмид pUC, содер-
жащих проксимальные участки гена 
rpll с промотором PLIО (ориентация 
встроенных фрагментов — направле-
ние транскрипции гена rplJ, иниции-
руемой с промотора Р ц о , — показана 
горизонтальными стрелками) (а) и 
электрофорез в 7 %-ном ПААГ рас-
щепленных SmaI и HindIII плазмид 
рЕР14 (1—4, 6—8) и рЕР12 (5) 
(стрелкой указан увеличенный SmaI-
#ш<і/ / / -фрагмеит рЕР14\ в качестве 
репера использована Д Н К pBR322, 
расщепленная BspRI) 

Fig. 1. Scheme of construction of re-
combinant pUC plasmids, conta in ing 
proximal port ions of rpll gene with 
the PLio promoter (horizontal a r rows 
des ignate orientat ion of the inserted 
f r a g m e n t s — direction of t ranscript ion 
of "the rpll gene initiated by PLЮ) (a) and a 7 % 
SmaI-HindIII digested pEP14 ( lanes 1, 2, 4, 6, 7, 8) 
larged SmaI-HindIII f r agment of pEP14 is indicated by an arrow) 

PAAG electrophoresis of double 
and pEP12(5) p lasmids (the en-

элюцию Д Н К проводили по стандартным методикам, используя горизонтальные ага-
розные и вертикальные полиакриламидные гели (ПААГ). Фрагменты Д Н К выделяли 
из легкоплавкой агарозы («BioRad», США), как указано в [11]. Реакцию лигирова-
ния в случае тупых концов проводили при 4 °С в течение 12 ч, в случае липких кон-
ц о в — при 20 °С в течение 1—2 ч. Активность β-галактозидазы измеряли по методу 
Миллера [13]. 

К о н с т р у и р о в а н и е р е к о м б и н а н т н ы х п л а з м и д , в к л ю ч а ю щ и х 
ф р а г м е н т ы г е н а rplJ. Д л я получения и последующего встраивания фрагментов 
rpllL-оперона Е. coli, содержащих участки гена rpll и промотор Рц о, использовали 
£со/?/-фрагмент (6,9 т. п. о.) плазмиды pUC 19/гроВ, описанной нами ранее [7] 
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(рис. 1). Фрагмент EcoRI-PsiI, содержащий промотор PliО, лидерную последователь-
ность и начало структурной части гена rplJ, встраивали в плазмиду pUC18 [14], рас-
щепленную этими же ферментами. Для встраивания SmaI-фрагмента, содержащего 
большой участок гена rplJ, использовали Д Н К pUC18, гидролизованную SmaI. Учи-

Рис. 2. Конструирование рекомбинантных плазмид рЕР16, 
содержащей Smal-B-фрагмент (гены rplKA), pJC703 и 
рЕРП, содержащей ген rplL (а) и электрофорез в 0,8 % -
ной агарозе расщепленных EcoRI рекомбинантных плазмид 
рЕР16у содержащих SmaI-B-фрагмент pJC703 
Fig. 2. Construction of recombinant plasmids рЕРІб con-
ta in ing the pJC703 SmaI-B-fragment (genes rplKA) and 
pEP17 containing the rplL gene (a) and an 0.8 % agarose 
gel electrophoresis of EeoRI cleaved рЕРІб recombinant 
plasmids with an inserted pJC703 SmaZ-ZMragment 

тывая нарушение рамки считывания гена IaeZ в результате встраивания обоих фраг-
ментов, среда для селекции рекомбинантных клонов включала ZGal и ИПТГ. В на-
личии встроенных фрагментов убеждались, расщепляя плазмидную Д Н К , выделенную 
из клонов, утративших £ас+-фенотип, рестриктазами EeoRI и Pstl совместно (реком-
бинантная плазмида pEPIO) и SmaI (плазмида р Е Р И ) . 

Встраивание более протяженного участка гена rplJ (фрагмент EcoRI-Hinll) про-
водили, расщепив Д Н К pUC18 совместным действием EcoRI и HincII. Выступающие 
Ь'-Hinll-концы EcoRI-HinlI-фрагмента предварительно восполняли с помощью фраг-
мента Кленова ДНК-полимеразы I Е. coli по стандартной методике [11]. Рекомби-
нантные плазмиды (рЕР12) были выделены из клонов, утерявших £ас+-фенотип. Учи-
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тывая нарушение сайтов узнавания HiticII и HinlI в месте лигирования образуемых 
ими Б'-концов, в наличии встроенного EcoRI-HinlI-фрагмента убеждались, расщеп-
ляя рекомбинантные плазмиды EeoRI и PaeI (изошизомер SphI) совместно. Наличие 
встроенного фрагмента подтвердилось и при расщеплении рекомбинантных плазмид 
другими ферментами рестрикции, имеющими сайты узнавания в клонированном участ-
ке гена rplJ. 

Для последующего увеличения клонируемой проксимальной части гена rplJ была 
использована эндонуклеаза рестрикции HinlII. При наличии двух сайтов узнавания 
данной рестриктазы, расположенных в структурной части гена rplJ по обе стороны от 
сайта узнавания MluI, в качестве вектора для встраивания использовали плазмиду 
рЕР12. ДНК рЕР12 расщепляли совместным действием MluI и PaeI. Источником 
встраиваемого участка гена rplJ послужил PsiZ-фрагмент (содержащий 421 п. о. гена 
rplJ и 131 п. о. гена rplL), выделенный из плазмиды pUC19, включающей BspRI-фраг-
мент rplJL-оперона [9]. В результате расщепления Ps/7-фрагмента совместным дейст-
вием MluI и HinlII был выделен MluI-HinlII-фрагмент гена rplJ величиной 205 п. о. 
Для увеличения эффективности встраивания Д Н К рЕР12, расщепленную MluI и PaeI 
(учитывая комплементарность HinlII- и PaeI-концов), обрабатывали щелочной фосфа-
тазой из тонкого кишечника теленка и отделяли от образующегося меньшего MluI-
PaeI-фрагмента электрофорезом и последующей элюцией. После трансформации кле-
ток Е. coli аликвотами лигазной смеси для дальнейшего анализа отбирали плазмиды, 
обладавшие большей по сравнению с рЕР12 молекулярной массой. О наличии встроен-
ного фрагмента свидетельствовала картина расщепления рекомбинантных плазмид 
совместным действием SmaI и HindIII (рис. 2). Встроенный фрагмент чужеродной 
ДНК полученной рекомбинантной плазмиды рЕР14 имеет два сайта узнавания SmaI: 
расположенный внутри гена rplJ и перед ним, принадлежащий полилинкерной области 
pUC19. Расщепление Д Н К рЕР12 и рЕР14 SmaI и HindIII совместно показало нали-
чие в них одинакового 5та / -фрагмента (1120 п. о.) и 5 т а / - # т < і / / / - ф р а г м е н т а , уве-
личенного у рЕР14 за счет встраивания MluI-HinlII-фрагмента на 59. п. о. 
(см. рис. 1 , 6 ) . 

В качестве векторных для клонирования EcoRI-HindIII-фрагмента rplJL-оперона 
были использованы плазмиды pUC18 и pUC19, Д Н К которых расщепляли совместным 
действием указанных эндонуклеаз. Анализу подвергали трансформантов, не проявляв-
ших £ас+-фенотипа на среде с ZGal и ИПТГ. В отличие от pUC19 количество таких 
клонов в случае pUC18 не превышало 0,1 %. Дальнейший анализ свидетельствовал 
о возможности получения лишь рекомбинантных плазмид pUC19 (рЕР15, рис. 1), 
обеспечивавших альтернативную ориентацию встраиваемого фрагмента ДНК. 

К л о н и р о в а н и е г е н а rplL. При клонировании гена rplL использовали опи-
санную ранее [7] плазмиду pUC19, содержащую HindIII-BglII-фрагмент rplJL-опе-
рона (гены rplJL, гроВС'). Для удаления гена гроВ и сохранения гена гроС'-IacZr был 
проведен гидролиз исходной плазмиды эндонуклеазой рестрикции SalGI (рис. 2, а). 
После разделения образующихся фрагментов и лигировании большего из них в ре-
зультате трансформации клеток Е. coli отобраны клоны, сохранявшие, благодаря на-
личию гена rpoC'-lacZ', £ас+-фенотип. Плазмидную Д Н К из таких клонов анализиро-
вали, расщепляя совместно SalGI и HindIII (рис. 2, а). Об уровне экспрессии гена 
rplJ в рекомбинантной плазмиде рЕРП судили по активности β-галактозидазы, обеспе-
чиваемой присутствием в клетках Е. coli плазмиды рЕРП. Индукция промотора Iac 
ИПТГ приводила к 10-кратиому повышению активности β-галактозидазы (10 и 100 ед. 
Миллера соответственно), что служило косвенным свидетельством возрастания прн 
индукции ИПТГ экспрессии гена rplL. 

К л о н и р о в а н и е ф р а г м е н т о в , в к л ю ч а ю щ и х о п е р о н ы rplKA и 
rplKAJL. Источником SmaI-B-фрагмента, включающего полный оперон rplKA, и 
SalGI-B-фрагмента, содержащего оперон rplKAJL, послужила космида pJC703 [15]. 
5та / -5 -фрагмент встраивали в плазмиду pUC19, предварительно расщепленную этой 
же эндонуклеазой. Учитывая нарушение рамки считывания гена IacZr pUC, при встра-
ивании 5ша/-фрагмента в обеих ориентациях для селекции рекомбинантов использо-
вали среду с ZGal и ИПТГ. При анализе рекомбинантных плазмид расщеплением их 
EcoRI (имеющей асимметрично расположенный сайт узнавания во фрагменте и уни-
кальный сайт в области полилинкера pUC), а также BglII и HindIII совместно (BglII 
имеет асимметричный сайт во фрагменте SmaI-B, HindIII- в полилинкере pUC) было 
установлено, что картина расщепления плазмид из 40 клонов одинакова (см. рис. 2, б) 
и свидетельствует об однонаправленной ориентации в них (рЕРІб) клонированного 
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фрагмента, при которой направление транскрипции встроенных генов и гена IacZf 

pUC19 противоположно. 
Для клонирования Sa/GZ-5-фрагмента р!С703, содержащего гены rplKAJL, в ка-

честве векторных использовали плазмиды pUC18, pUC19, а также pUC18Ap^, ДНК 
которых предварительно гидролизовали SalGI и обрабатывали щелочной фосфатазой. 

Рис. 3. Конструирование рекомбинантных плазмид рЕР18, содержащей дистальную 
часть гена rpll (ген IacZf-rpll'), и рЕР19, использованной для сравнения эффектив-
ности промоторов Piac и PLIО 
Fig. 3. Construction of recombinant plasmids pEP18 containing the rplJ-gene distal por-
tion (gene lacZ'-грІГ) and pEP19, used to compare the efficiency of PIAC and PLЮ 
promoters 

Sa/GZ-фрагмент не содержит начала структурной части дистального (см. рис, 2, а) 
гена гроВу но включает часть последовательности, регулирующей экспрессию данного 
гена, в частности Ρβ. Исходя из этого, мы не исключали возможности трансляции хи-
мерного гена IaeZf, который мог быть образован при прямой ориентации встраиваемо-
го фрагмента. Использование в качестве векторной плазмиды pUC18 с делетирован-
ной областью POlae способствовало селекции рекомбинантных плазмид по Lae+-^eno-
типу и исключало возможное влияние Piac на ориентацию клонируемого фрагмента. 
Векторная плазмида pUC18APl была получена в результате частичного гидролиза 
Д Н К pUC18 PvuII, последующего полного гидролиза SmaI и лигирования. Аликвоты 
лигазиой смеси использовали для трансформации и отбирали клоны с £ас~-фенотипом. 
Рестриктным анализом отобранных плазмид контролировали сохранность в полилин-
керной области и ниже сайтов расщепления BamHI и исчезновение их в начале поли-
линкерной области (полилипкерная область плазмиды pUC изображена на рис. 1, а). 
После лигирования Sa/GZ-фрагмента с Д Н К pUC18 не было обнаружено колоний, вос-
станавливающих Lac+-фенотип в результате образования химерного гена IaeZ, т. е. 
невозможность клонирования 5а/С/-Б-фрагмента в прямой ориентации. 

С р а в н е н и е э ф ф е к т и в н о с т и п р о м о т о р о в Piac и PLIO- Для сравне-
ния их эффективности была сконструирована рекомбинантная плазмида pUC9y вклю-
чавшая Ps/7-субфрагмент фрагмента SalGI-B р1С703. Гидролиз Sa/GZ-Л-фрагментз 
PstI приводит к образованию субфрагментов, включающих проксимальные части ге-
нов гplK с промотором PLH И rplJ с промотором PLIО [16]. Однако лишь во втором 
случае встраивание PstI-субфрагмента в pUC9 приводит к восстановлению рамки 
считывания гена IaeZ [17]. В качестве векторной использовали плазмиду pUC9 с на-
рушенной структурой гена IaeZ за счет гидролиза HindIII и восполнения образующих-
ся б'-концов фрагментом Кленова ДНК-полимеразы I. Активность β-галактозидазы, 
обеспечиваемая рекомбинантной плазмидой рЕР19, содержащей промоторы Piac R 
P l ю (рис. 3), соответствовала 9 ед. Миллера без индукции ИПТГ (когда транскрип-
ция гена грІГ-IaeZf обеспечивается промотором PLIO) и 35 ед. Миллера (при индук-
ции промотора Piac добавлением ИПТГ). 

Результаты и обсуждение. В настоящее время установлено, что 
синтез большинства рибосомных белков регулируется на уровне тран-
сляции белками-регуляторами, имеющими специфические сайты свя-
зывания с рРНК и мРНК. Во время сборки рибосом регуляторные бел-
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ки связываются с рРНК, в условиях же, когда количество синтезируе-
мых рибосомных белков превосходит таковое, необходимое для сборки 
рибосом, белки-регуляторы связываются с определенными сайтами 
мРНК, препятствуя таким образом трансляции генов регулируемых 
ими оперонов [1—3]. В результате жесткой регуляции синтеза рибосом-
ных белков клонирование программирующих их синтез генов на мно-
гокопийных плазмидах оказалось невозможным [4, 5]. Белок-репрессор, 
синтезируясь в больших количествах под контролем многокопийного 
гена плазмиды, блокирует синтез других белков того же оперона, ко-
дируемых однокопийными генами хромосомы. Это приводит к наруше-
нию сборки рибосом и летальному для клеток-хозяев эффекту. На 
практике мы столкнулись [7—9] с возможностью клонирования фраг-
ментов ДНК Е. coli, включающих ген регуляторного белка rp//L-one-
рона, в многокопийной плазмиде pUC. Мы предположили, что такая 
возможность обеспечивается наличием в векторной плазмиде более 
сильного, чем собственный промотор гена rplJ—PjLio, — промотора Iac, 
который при единственно возможной ориентации клонируемых фрагмен-
тов инициирует транскрипцию в конвергентном по отношению К P L I O 
направлении. Значительное снижение транскрипции и в результате 
этого экспрессии гена rplJ делают возможным существование реком-
бинантной плазмиды pUC, содержащей этот ген. Тем не менее такая 
плазмида значительно замедляет рост клеток-хозяев и в конечном сче-
те элиминирует. Явление однонаправленной ориентации при клониро-
вании в плазмиде pUC было положено в основу изучения регуляции 
генов rplKAJL-rpoBC-ouepoua и, в частности, определения минимально-
го размера проксимальной части гена rplJ, обеспечивающей синтез ре-
гуляторно активного белка L10. Из литературы известно [5, 6], что 
плазмиды, включающие ген rplJ, кодирующий белок LlO без 20 амино-
кислот С-конца, замедляют рост клеток-хозяев. Эффект таких плазмид 
становится летальным благодаря встраиванию фрагмента, содержаще-
го гены rplKA под контролем промотора PLU [6]. Для подтверждения 
предположения о причине наблюдаемой нами однонаправленной ори-
ентации гена rplJ при клонировании в плазмиде pUC была исследова-
на возможность встраивания вышеуказанного проксимального участка 
этого гена в плазмиды pUC18 и pUC19. В данном случае в каждой из 
плазмид возможна лишь одна ориентация £ш/?/ - / / і т і / / / -фрагмента , 
включающего ген rplJ с собственным промотором Рыо. Как и следо-
вало ожидать, данный фрагмент оказался «клонируемым» лишь в плаз-
миде pUC19. При альтернативной ориентации гена rplJ, т. е. при 
встраивании его в плазмиду pUC18y экспрессия его стала бы выше в 
результате дополнительной транскрипции с более сильного промотора 
Piac который, по нашим данным, превосходит Рыо в 3—4 раза. Учиты-
вая летальность для клеток-хозяев больших количеств регуляторно 
способного белка LlO, в плазмиду pUC18, обеспечивающую дополни-
тельную транскрипцию клонируемых фрагментов с промотора Piac9 
встраивали последовательно увеличиваемые участки гена rplJ. Как 
можно увидеть на рис. 1 (см. также «Материалы и методы»), для всех, 
кроме вышеуказанного EcoRI-HindIII-фрагмента, получение рекомби-
нантных плазмид с прямой ориентацией гена rplJ оказалось возмож-
ным. рЕР14 содержит проксимальную часть гена rplJ (до сайта узна-
вания IiinlII), которая отличается от регуляторно активной части гена 
rplJ плазмиды рЕР15 точечной мутацией A2150->С, вызывающей замену 
Lysi44->Gln, и делецией трех пар оснований GAA, кодирующих Gluus 
(позиции 2150—2155 по первичной последовательности, установленной 
Постом с соавт. [16]). Такое изменение последовательности вызывает 
исчезновение в белке LlO двух заряженных аминокислотных остатков, 
способных обусловить пространственную структуру белка или непо-
средственно участвовать в белково-нуклеиновых взаимодействиях. 

Была исследована также возможность сохранения регуляторной 
функции дистальным фрагментом гена rplJ, экспрессия которого обес-
печивалась в результате слияния с геном IacZr плазмиды pUC9. PstI-
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фрагмент, содержащий дистальный участок гена rplJ (421 п. о.) и про-
ксимальный участок гена грі] (131 п. о.) был встроен в плазмиду pUC9, 
где транскрипция гена IaeZ'-rplJ' обеспечивалась присутствием промо-
тора Iac (рис. 3). Возможность существования плазмиды рЕР18у в 
которой индукцией промотора Iac ИПТГ создавалась высокая эффек-
тивность транскрипции гена IaeZf-rplJ', свидетельствовала об отсут-
ствии регуляторной функции у гибридного белка. Последний по сравне-
нию с нативным белком не имеет N-концевого участка, включающего 
пять заряженных аминокислотных остатков [16]. Гибридный белок LlO, 
кодируемый геном laeZ'-rplJ' плазмиды рЕР18у содержит критическую 
для регуляторной функции область (отсутствующую в гене rplJ' плаз-
миды рЕР14) и, следовательно, можно предположить, что для обеспе-
чения регуляторной активности рибосомного белка LlO необходима 
совокупность его N-концевого (плазмида рЕР18) и С-концевого (плаз-
мида рЕР14) участков. 

Из литературы известно [18, 19], что в регуляции активности генов 
rplJL-оперона E. eoli может принимать участие комплекс белков LlO и 
L7/L12. В отличие от оперона rplKA, где трансляция генов rplK и rplA 
сопряжена (coupled) [20], гены оперона rplJL разделены протяженным 
участком, содержащим дополнительный промотор PL\2 и, по-видимо-
му, сигналы регуляции трансляции, обеспечивающие синтез белков LlO 
и L7/L12 в молярном отношении 1 : 4. Для проверки возможной регу-
ляторной функции белка L7/L12, при которой сверхпродукция этого 
белка, подобно LlO1 имела бы негативный для клеток-хозяев эффект, 
было проведено конструирование рекомбинантной плазмиды, обеспечи-
вающей возможность индуцибельного синтеза белка L7/L12. Плазмида 
рЕР17, полученная из ранее описанной [7] плазмиды (рис. 2, а) , обес-
печивает участие в транскрипции гена rplL промоторов PL\2 (минор-
ного для rp//L-onepoHa) Индукция промотора Iae приводит к 
10-кратному повышению активности β-галактозидазы, обеспечиваемой 
присутствием в клетках Е. eoli плазмиды рЕР17, что, однако, не ска-
зывается отрицательно на их скорости роста и жизнеспособности. По-
видимому, белок L7/L12 не имеет самостоятельной регуляторной 
функции. 

Отдельный интерес представляло клонирование в pUC фрагментов, 
включающих полные опероны rplJL, rplKA и rplKAJL. Учитывая дис-
координирующий и в результате летальный для клеток-хозяев эффект 
клонирования генов отдельных рибосомных белков, можно было пред-
положить, что встраивание в многокопийную плазмиду полного оперо-
на сохранит взаимную регуляцию генов внутри него и, следовательно, 
не будет сопровождаться однонаправленной ориентацией клонируемого 
оперона, если его гены не имеют жесткой взаимной регуляции с други-
ми клеточными генами (оперонами). Ранее мы показали [7] наличие 
единственно возможной ориентации при клонировании в pUC BglII-
фрагмента, содержащего полный оперон rplJL, а также ген гроВ, тран-
скрибируемые под контролем промотора Plio- Установлено [2], что 
сверхпродукция кодируемой геном гроВ β-субъединицы РНК-полиме-
разы Е. eoli возможна, не сказываясь при этом на жизнеспособности 
клеток-хозяев. Поэтому можно допустить, что невозможность повышен-
ного синтеза белков, кодируемых полным опероном rplJL, определяет-
ся геном rplJ. Клонирование оперона rplKA (плазмида рЕР16) также 
показало возможность получения рекомбинантных pUC со 5та / -фраг-
ментом только в ориентации, снижающей транскрипцию и, следова-
тельно, экспрессию генов rplKA. Показано [22], что присутствие плаз-
мид, обеспечивающих повышенный синтез белка Ll (ген rplA), леталь-
но для клеток Е. eoli. По аналогии с rplJL-опероном, вероятно, что 
однонаправленная ориентация фрагмента, содержащего гены rplKA, 
определяется присутствием гена rplA. Следовательно, клонирование 
в плазмиде pUC фрагментов, содержащих полные опероны rplJL и 
rplKA, возможно в единственной ориентации, при которой экспрессия 
содержащихся в них генов снижается благодаря конвергентной транс-
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крипции, инициируемой Piac вектора. Логично было бы предположить, 
что в основе однонаправленной ориентации фрагментов, включающих 
интактные опероны rplKA и rplJL, лежит существование и нарушение 
в случае сверхпродукции белков каждого из оперонов взаимной регу-
ляции активности генов rplKAJL. Тем не менее клонирование в pUC 
Sa/GZ-фрагмента, включающего гены rplKAJL под контролем промото-
ров Pliι и Рыо, оказалось невозможным и является, по-видимому, сви-
детельством сложной взаимной регуляции этого оперона с другими 
генами (оперонами) Е. coli. 

UNIDIRECTIONAL ORIENTATION OF E S C H E R I C H I A COLI rplKAJL-rpoBC 
O P E R O N FRAGMENTS ON A MULTICOPY pUC PLASMID 

E. B. Paton, I. V. K r o u p s k a y a , A. N. Zhyvoloup 
Inst i tute of Molecular Biology and Genetics; 
Academy of Sciences of the Ukrainian SSR, Kiev 

S u m m a r y 

A series of recombinant pUC p lasmids w a s constructed to determine the funct ional do-
mains of the regula tory ribosomal L1O protein of Escherichia coli, encoded by the rplJ 
gene. The possibility and peculiarities of cloning of the E. coli rplKaJL-rpoBC operon 
f r agmen t s caused by an overproduction of ribosomal proteins in pUC were studied. 
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РЕСТРИКЦИОННОЕ КАРТИРОВАНИЕ ХЛОРОПЛАСТНОЙ ДНК 
ПЯТИ ВИДОВ Nicotiana 

И. К. Комарницкий, А. М. Самойлов, Ю. Ю. Глеба 

Введение. Хлоропластная (хл) Д Н К рода Nicotiana, как и большинст-
во хлДНК высших растений, характеризуется наличием двух инверти-
рованных повторов, между которыми находятся большая и малая уни-
кальные последовательности [1]. К настоящему времени определена 
полная нуклеотидная последовательность хлДНК N. Iabaeum 
(155844 п. н.) и картирована значительная часть генов тРНК, рибосом-
ных 23S, 16S, 4,5S, 5S РНК, а также генов ряда белков [2]. Выпол-
нена также работа по рестрикционному картированию пластома 17 
видов Nieotiana. Большинство изменений, найденных в пластоме этих 
видов, явилось, по-видимому, результатом точечных мутаций, малых 
вставок, делеций и (или) перемещений [3—7]. 

В настоящей работе приведены результаты рестрикционного кар-
тирования еще пяти видов Nieotiana, три из которых австралийского — 
N. eastii (N. eas.), N. oceidentalis (N. осе.), N. exigua (Ν. ex.) — и два 
американского — N. undulata (N. und.)} N. ehinensis (Ν. chin.)—про-
исхождения. 

Т а б л и ц а 1 
Величина (т. п. н.) и стехиометрия (в скобках) фрагментов хлоропластной ДНК 
N. tabacum, полученных при гидролизе эндонуклеазами рестрикции 
Size in kbp and stoichiometry (in brackets) of N. tabacum chloroplast DNA fragments 
produced by SalGIf PstI, XhoIy PvuII restriction endonucleases 

SalGI PstI Xhol Smal Pvui I 

27 25 21,9 27,8 42,9 
23,8 22,2 (Χ 2) 17,9 25,7 19,6 
22 18,85(Χ2) 15,6 17,4 17,5 
19,7 9,6 12,7(Χ2) 11,6(Χ2) 14,3 
16,7 8,25 (Χ2) 11,75 9,5 12,1 
15,2 7,0 10,5 8,6 10,3 
13,2 5,1 (Χ2) 9,2 8,5 10,0 
11,4 4,3 8,9 7,4 8,6 

5,6 3,1 5,8 5 , 3 ( χ 2 ) 6,35 
2,9 2,4 5,4 3 ,6(Χ2) 4,1 (Χ2) 
0,65 1,83 3,8 3,0 3,5 0,65 

1,5 (Χ2) 3,1 (Χ2) 2,9 2 ,5(Χ2) 
— 1,25 3 ,0(Χ3) 2,3 — 

— — 2,6 0,9 — 

— — 1,55 — — 

— — 0,8(Χ3) — — 

* 0,7 
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