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концентраций пиллар[5]арена коэффициенты самодиффузии выравниваются. Наиболее близки коэффициенты 

самодиффузии при относительной концентрации пиллар[5]арена 1 и 2. При дальнейшем увеличении концентрации 

коэффициент саммодифузии пиллар[5]арена начинает увеличиваться, при этом для ДНК он остается постоянным. Это 

свидетельствует о том, что не все молекулы пиллар[5]арена связываются с ДНК. Таким образом, можно 

предположить, что одна молекула палиндромного декамера ДНК может связать одну или две молекулы 

пиллар[5]арена. 
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Аннотация. Рибосомный белок L27 является особенностью бактериальной рибосомы. Из результатов 

структурных исследований известно, что вытянутый N-концевой «хвост» белка L27 достигает 

пептидилтрансферазного центра рибосомы, где он образует обширные контакты cо спиралями Н80-Н81 23S рРНК, а 

также несколько контактов с тРНК в А- и Р-участках рибосомы. Укорочение белка L27 из Escherichia coli с N-конца 

приводит к снижению функциональной активности рибосом. Предполагается, что белок L27 играет важную роль в 

позиционировании тРНК в двух тРНК-связывающих сайтах рибосомы. В настоящей работе исследована роль 

контактов N-концевого участка белка L27 с 23S рРНК в функционировании рибосомы. С этой целью был создан ряд 

штаммов E. coli, содержащих белок L27 с точечными заменами. Оказалось, что некоторые внесенные в белок замены 

(K4L или K4A/K5G) приводят к значительному замедлению роста клеток и снижению активности их аппарата 

трансляции. На основании имеющихся структурных данных в рибосоме эти консервативные аминокислотные остатки 

белка L27 взаимодействуют только с 23S рРНК, но не с тРНК. Полученные в работе данные указывают на важность 

контактов N-концевого участка белка L27 с 23S рРНК для формирования функционально-активной бактериальной 

рибосомы in vivo. 
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Abstract. Ribosomal protein L27 is a feature of the bacterial ribosome. Based on structural studies, the extended N-

terminal tail of protein L27 is known to reach the peptidyl transferase center of the ribosome, where it forms the extensive 

contacts with helixes H80-H81 of the 23S rRNA as well as several contacts with tRNAs at the A- and P-sites. Shortening of 

the Escherichia coli protein L27 from N-terminus led to the decrease of the functional activity of the ribosomes. It is supposed 

that protein L27 plays an important role in the positioning of tRNA in two tRNA-binding sites of the ribosome. In the present 

work, the role of the contacts of the N-terminal region of protein L27 with the 23S rRNA in the function of the ribosome has 

been investigated. For this purpose, a number of E. coli strains have been constructed containing protein L27 with the point 

replacements. It has turned out that some replacements (K4L or K4A/K5G) introduced into the protein lead to the significant 

slowdown of the cell growth and the decrease in the activity of their translation apparatus. Based on the available structural 

data, within the ribosome these conservative amino acid residues of protein L27 form the contacts only with 23S rRNA but not 

with tRNA. The data obtained in the work indicate the importance of the contacts of N-terminal region of protein L27 with the 

23S rRNA for the formation of the functionally active bacterial ribosome in vivo. 
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Введение. Рибосомный белок L27 является особенностью бактериальной рибосомы [1, 2]. Его глобулярная часть 

расположена в основании центрального протуберанца 50S субчастицы рибосомы, где она контактирует с 

нуклеотидами доменов II и V 23S рРНК [3-5]. Вытянутый N-концевой «хвост» белка L27 простирается в сторону 

пептидилтрансферазного центра рибосомы и может образовывать контакты с тРНК в А- и Р-участках [4, 6, 7]. Из 

анализа структурных данных [6, 7] следует, что в это взаимодействие могут быть вовлечены ряд аминокислотных 

остатков N-концевого участка белка L27, среди которых A2, H3, G6, L7 и R11. Удаление нескольких N-концевых 

остатков белка L27 приводило к замедлению роста клеток E. coli и снижению активности их аппарата трансляции [8]. 

На основании этих данных предполагается, что белок L27 играет важную роль в позиционировании тРНК в двух 

тРНК-связывающих сайтах рибосомы. В то же время, около десятка остатков N-концевого участка белка L27 

образуют множественные контакты и с 23S рРНК, а именно с нуклеотидами спиралей H80-H81 (район связывания 

тРНК) [6, 7]. Мы предположили, что укорочение белка L27 может влиять не только на его прямые контакты с тРНК, 

но и на структуру рибосомной РНК на данном участке. В связи с этим, в настоящей работе были заменены некоторые 

строго консервативные аминокислотные остатки (K4, K5 или R14) белка L27, которые образуют контакты с 23S 

рРНК, но не с тРНК (См. рис. 1). Влияние этих изменений в белке L27 на рост клеток E. coli и свойства их рибосом 

было исследовано. Полученные данные свидетельствуют о важности некоторых контактов белка L27 с 23S рРНК для 

формирования активной бактериальной рибосомы in vivo. 

Методы исследования. Штаммы и микробиологические методы. В работе были использованы стандартные 

микробиологические подходы, описанные Миллером [9]. Ростовые характеристики, а также активность аппарата 

трансляции клеток каждого из исследуемых штаммов оценивались по результатам 3 или 4 независимых 

экспериментов. Для β-галактозидазного теста клетки растили до ОП600 = 0,2, продукцию фермента индуцировали 

добавлением изопропил-β-D-тиогалактопиранозида до 1 мМ. Накопление фермента в культуре определяли с 

использованием цветной реакции преобразования 2-нитрофенил-β-D-галактопиранозида. Активность фермента была 

нормализована к клеточной массе. 

Внесение точечных мутаций в хромосомный ген белка L27. Направленные изменения в хромосому Escherichia 

coli вносили с помощью метода «recombineering», согласно [10]. Сначала с помощью ПЦР в два этапа получали ДНК-

кассету. ДНК-кассета содержала открытую рамку считывания (ОРС) гена белка L27 (rpmA) или его мутантной формы, 

спейсер из 12 пар нуклеотидов (несущий регуляторную последовательность Шайна-Дальгарно), ОРС гена бета-

лактамазы (bla), а также короткие (∼40 нуклеотидов) последовательности на 5'- и 3'-концах, гомологичные участкам, 
примыкающим к гену rpmA в хромосоме, необходимые для последующей рекомбинации. На первом этапе ОРС генов 

bla и rpmA (дикого типа или мутантную форму) амплифицировали независимо в двух разных ПЦР. Для амплификации 

ОРС гена rpmA дикого типа использовали праймеры 5rpmA_rec(F) и 3rpmA_5bla(R) (Таблица 1) и ДНК штамма 

MG1655 [11] в качестве матрицы. Для амплификации мутантной формы гена rpmA использовали ДНК штамма 

MG1655 [11] в качестве матрицы и обратный праймер 3rpmA_5bla(R) (Таблица 1), а в качестве прямого праймера 

использовали праймер 5rpmA(K4L)_rec(F), 5rpmA(K4A/K5G)_rec(F) или 5rpmA(R14A)_rec(F) (Таблица 1) в 

зависимости от вводимой мутации. Для амплификации ОРС гена bla использовали праймеры 3rpmA_5bla(F) и 

3bla_recL27(R) (Таблица 1) и плазмиду pBAD18 [12] в качестве матрицы. На втором этапе амплифицировали 

полноразмерную ДНК-кассету с обратным праймером 3bla_recL27(R) и прямым праймером 5rpmA_rec(F), 

5rpmA(K4L)_rec(F), 5rpmA(K4A/K5G)_rec(F) или 5rpmA(R14A)_rec(F) в зависимости от того, содержала ДНК-кассета 

ОРС rpmA дикого типа или его мутантную форму (см. табл. 1). При этом матрицей служили отжигающиеся друг на 

друга ПЦР-продукты, полученные на первом этапе. Полученные ДНК-кассеты вставляли в хромосому клеток штамма 

DY330 [10]. Селекцию проводили на чашках с LB-агаром в присутствии ампициллина. Проверку и секвенирование 

rpmA-локуса полученных штаммов производили при помощи ПЦР с праймерами rpmA_check(F) и rpmA_check(R) (см. 
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табл. 1). После этого мутантные аллели переносили в хромосому штамма MG1655 с помощью общей трансдукции 

бактериофагом Р1, как описано в работе Томасона с соавт. [13]. В качестве контроля во всех экспериментах был 

использован штамм MF01 (MG1655 rpmA-1::bla), содержащий аллель rpmA-1::bla (ОРС rpmA дикого типа). 

 

Таблица 1 – Использованные в работе праймеры 

Праймер Последовательность (5'→3') 

5rpmA_rec(F) 
CTGGCATCAGCGCCTAAGACCTGAGGAGAGATTTCAAATGGCACATAAAAAG

GCTGG 

3rpmA_5bla(R) CACGGAAATGTTGAATACTCATGATCTTCTCCACTTATTCAGCTTCGATGCT 

5rpmA(K4L)_rec(F) 
CTGGCATCAGCGCCTAAGACCTGAGGAGAGATTTCAAATGGCACATCTGAAG

GCTGGCGGCTCCACAC 

5rpmA(K4A/K5G)_rec(

F) 

CTGGCATCAGCGCCTAAGACCTGAGGAGAGATTTCAAATGGCACATGCGGGT

GCTGGCGGCTCCACACGTAAC 

5rpmA(R14A)_rec(F) 
CAAATGGCACATAAAAAGGCTGGCGGCTCCACACGTAACGGTGCGGATTCAG

AAGCTA AACGCC 

3rpmA_5bla(F) AGCATCGAAGCTGAATAAGTGGAGAAGATCATGAGTATTCAACATTTCCGTG 

3bla_recL27(R) 
GTTGCGGGGCTTTCATCCGTTACCGGGACGCGAAAAACTTACCAATGCTTAAT

CAGTG 

rpmA_check(F) CGTCGTCGTAAACACTATCG 

rpmA_check(R) GCGCATTTGCGGATTAACG 

23S_2301 СTCCTGATGTCCGACCAG 

 

Выделение и анализ рибосом и рибосомных субчастиц. Рибосомы из клеток контрольного и мутантных штаммов 

выделяли согласно опубликованным методикам [14, 15], с модификациями, описанными в работах [16, 17]. Анализ 

распределения рибосом и рибосомных субчастиц в образцах рибосом осуществляли центрифугированием в градиенте 

плотности сахарозы, как описано в работах [16, 17].  

Обработка рибосомных субчастиц модифицирующими реагентами и анализ модификаций в рРНК. Обработку 

50S рибосомных субчастиц модифицирующими реагентами (диметилсульфатом, кетоксалем и карбодиимидом 

(СМСТ)) проводили в буфере 20 мМ НЕPES-KOH, pH7,5, 100 мМ NH4Cl, 10 мМ MgCl2, 3 мМ β-МЭ согласно [18] с 

модификациями, описанными в работе [19]. Анализ модификаций в рибосомной РНК проводили согласно выше 

перечисленным работам с использованием праймера 23S_2301 (Таблица 1). 

Результаты и обсуждение. В работе исследована важность межмолекулярных контактов нескольких 

консервативных аминокислотных остатков (K4, K5 или R14) N-концевого участка рибосомного белка L27 для 

формирования функционально-активной бактериальной рибосомы in vivo. На основании имеющихся структурных 

данных эти остатки белка L27 в рибосоме взаимодействуют только с 23S рРНК, но не с тРНК (См. рис. 1). Создан ряд 

штаммов Escherichia coli, содержащих белок L27 с заменой указанных остатков. Детали получения 

мутантных штаммов подробно описаны в главе «Материалы и методы». 

 

 
Рисунок 1 – Межмолекулярные контакты N-концевого участка белка L27 в рибосоме. Для построения модели 

использовали структуру бактериальной рибосомы (PDB code 4V6F). Указано положение тРНК в Р-участке, 

аминокислотных остатков К4, К5 и R14 N-концевого «хвоста» белка L27 и спиралей H80-H81 23S рРНК. 
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Одной из основных характеристик любого штамма является скорость роста, выраженная во времени удвоения 

клеток. Данные показатели определяли для контрольного и мутантных штаммов при температуре 37°C на богатой 

питательной среде LB. Как видно на См. рис. 2а, замена R14A в белке L27 практически не влияла на рост клеток E. 

coli, тогда как замена K4L или K4A/K5G в белке приводила к заметному замедлению роста клеток этой бактерии (в 

1,5 и 2 раза, соответственно). Для того чтобы оценить, как внесенные в белок L27 изменения повлияли на синтез белка 

in vivo, был использован β-галактозидазный тест. Результаты этих экспериментов согласуются с данными по ростовым 

характеристикам клеток (См. рис. 2а и 2б). В клетках мутантного штамма, содержащего белок L27 с мутацией R14A, и 

в клетках контрольного штамма активность β-галактозидазы была сравнима. В то же время, в клетках, содержащих 

белок L27 с мутацией K4L или К4A\K5G, наблюдалось заметное снижение уровня синтеза β-галактозидазы в 

сравнении с контролем. 

а.                                                                                   б. 

 
Рисунок 2 – Влияние мутаций в белке L27 на рост клеток E. coli и функциональные свойства их рибосом. а – Рост 

клеток, содержащих белок L27 дикого типа (1) или с мутацией R14A (2), K4L (3) или K4L/K5A (4). В скобках указано 

время удвоения клеток данного штамма, мин. б – Функциональная активность рибосом контрольного и мутантных 

штаммов in vivo (обозначения – как в секции а). Активность β-галактозидазы представлена в единицах Миллера 
. 

Рибосомы из клеток исследуемых штаммов были выделены, как описано в главе «Материалы и методы». 

Внесенные в белок L27 изменения не оказали заметного влияния на стабильность ассоциации рибосомных субчастиц 

(См. рис. 3а). Для изучения влияния мутаций в белке L27 на конформацию прилегающего к нему участка 23S рРНК 

был использован метод химического пробинга РНК. Как видно на См. рис. 3б, в рибосомных субчастицах, 

содержащих белок L27 с мутацией K4L или К4A/K5G, изменилась доступность для модифицирующих агентов 

нуклеотидов G2269, G2271 и U2272, расположенных в торцевой петле спирали H81 домена V 23S рРНК.  

п

а 

 

б

б 

 
Рисунок 3 – Влияние мутаций в белке L27 на свойства рибосом E. coli. а – Седиментационные профили рибосом, 

содержащих белок L27 дикого типа или его мутантную форму. б – Результаты химического пробинга 23S рРНК 

контрольных и мутантных 50S субчастиц. Слева представлен фрагмент электрофореграммы анализа модификаций 

РНК из рибосом, содержащих белок L27 дикого типа (1) или с мутацией R14A (2), K4L (3) или K4A/K5G (4). 

Звездочками отмечены нуклеотиды 23S рРНК, изменившие доступность для модифицирующих агентов. Справа 

представлена схема участка домена V 23S рРНК. Красным цветом отмечены нуклеотиды, доступность которых 

изменилась в рибосомах при мутациях K4L или K4A/K5G в белке L27 
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Таким образом, показано, что замена R14 в белке L27 практически не влияет на рост клеток E. coli и активность 

их рибосом. В то же время, замены остатков K4 и K5 в белке L27 приводят к значительному замедлению роста клеток 

и снижению активности их аппарата трансляции. При этом наблюдается изменение доступности для 

модифицирующих агентов ряда нуклеотидов в торцевой петле спирали H81 домена V 23S рРНК (район связывания 

тРНК). Изменение доступности для модифицирующих агентов нуклеотидов 23S рРНК может указывать на изменение 

конформации рибосомной РНК в этом участке, что, по-видимому, является причиной снижения функциональной 

активности мутантных рибосом. Полученные результаты позволяют предположить, что контакты K4 и K5 белка L27 с 

23S рРНК важны для поддержания правильной структуры участка связывания тРНК с рибосомой. 
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