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Аннотация. Двухдоменный рибосомный белок L1 является составной частью L1-выступа рибосомы и 

регулятором собственного синтеза и синтеза рибосомных белков, гены которых находятся в том же опероне, что 

и собственный ген белка L1. Хорошо изучена регуляция L11 оперона Escherichia coli (включает гены рибосомных 

белков L11 и L1) и L1 оперона архей рода Methanococcus (включает гены рибосомных белков L1, L10 и L12). 

Ранее нами было показано, что домен I бактериального рибосомного белка L1 Thermus thermophilus (TthL1dI) 

обладает регуляторными свойствами целого белка и взаимодействует с рибосомной РНК прочнее, чем с мРНК. 

В данной работе получена генетическая конструкция, выделен и очищен изолированный домен I рибосомного 

белка L1 археи Methanococcus jannaschii (MjaL1dI). Методом поверхностного плазмонного резонанса 

определены кинетические константы взаимодействия MjaL1dI со специфическими фрагментами рибосомной и 

матричной РНК. Показано, что домен I архейного рибосомного белка L1, также как целый белок, 

взаимодействует с рРНК прочнее, чем с мРНК. В сопряженной системе транскрипции-трансляции E.coli in vitro 

MjaL1dI ингибирует синтез рибосомного белка L1. Сделан вывод, что MjaL1dI, также как TthL1dI, может 

обладать регуляторными свойствами целого белка L1. Таким образом, полученные данные позволяют 

предположить консервативность регуляторных свойств домена I рибосомного белка L1 как в бактериях, так и в 

археях. 

Ключевые слова: рибосомный белок L1, регуляция трансляции, РНК-белковые взаимодействия, 

поверхностный плазмонный резонанс. 
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Abstract. The two-domain ribosomal protein L1 is a structural part of L1 stalk in ribosome and a translational 

repressor of protein synthesis of its own operon. The regulation of the L11 operon Escherichia coli (consists of genes of 

proteins L11 and L1) and L1 operon of Achaea from Methanococcus (includes genes of proteins L1, L10 and L12) is 

well-studied. Previously we have shown that domain I of ribosomal protein L1 Thermus thermophilus (TthL1dI) can 

regulate expression of L1 gene as an intact protein TthL1. Plasmid construct carrying the gene of truncation mutant of L1 

from Methanococcus jannaschii was obtained in this study and the isolated domain I of M. jannaschii (MjaL1dI) was 

overproduced and purified. Kinetic analysis of MjaL1dI interaction with specific 23S rRNA and mRNA fragments was 

performed by surface plasmon resonance technique. Here it was shown that domain I of archaeal ribosomal protein L1 

binds with rRNA with higher affinity than with mRNA as an intact protein L1. In a coupled transcription-translation 

system E.coli in vitro MjaL1dI inhibits synthesis of ribosomal protein L1. We conclude that MjaL1dI, as a TthL1dI, may 

have regulatory properties as an intact protein. Thus, these data suggest conservative regulatory properties of the domain 

I of L1 ribosomal protein as in Bacteria, and in the Archaea.  

Key words: ribosomal protein L1, regulation of translation, RNA-protein interactions, surface plasmon resonance. 

 

Введение. 

Рибосомный белок (р-белок) L1 в составе L1-выступа участвует в удалении транспортной РНК из E-сайта 

рибосомы. Кроме того, он является регулятором трансляции белков своего оперона по принципу обратной связи. 

При недостатке рибосомной 23S РНК белок L1 связывается со специфическим участком в последовательности 

своей мРНК и мешает ее трансляции. Наиболее подробно изучена регуляция L11 оперона E. coli [1] и L1 оперона 

архей рода Methanococcus [2]. В E. coli белок L1 связывается с участком перед первым геном L11 оперона, а в 

археях Methanococcus vannielii и M. jannashii регуляторный участок на мРНК располагается в начале кодирующей 

последовательности первого гена L1 оперона. Участки связывания белка L1 на мРНК и рРНК похожи по 

первичной и по вторичной структуре, однако сродство белка к рРНК значительно выше, чем к мРНК [3], что 

обеспечивает ингибирование трансляции соответствующей мРНК при избыточной продукции белка L1. 

Положение участка, соответствующего месту связывания рибосомного белка L1 на регуляторной РНК, в 

разных родах эубактерий варьирует. Биоинформатический анализ оперонов, кодирующих рибосомные белки в 

геномах различных эубактерий [4], показал, что в родах Proteobacteria, Spirochaetes, Thermotoga и Tenericutes 

предполагаемый L1-связывающий участок располагается перед геном белка L11 (как в E. coli), однако, у других 

бактерий он расположен перед геном белка L1 (Cyanobacteria, Actinobacteria и Chloroflexi). Более чем в 40 % 

геномов эубактерий потенциальный участок связывания белка L1 располагается как перед геном белка L1, так и 

перед геном белка L11. 

Ранее мы детально исследовали взаимодействие р-белка L1 T. thermophilus (TthL1) со специфическим 

участком связывания на 23S рРНК из того же организма и провели сравнительный структурно-кинетический 

анализ взаимодействий белка TthL1 в комплексах со специфическими фрагментами рРНК и мРНК [5, 6]. Был 

получен белок TthL1dI в изолированном виде и исследованы его РНК-связывающие свойства. Недавно мы 

показали, что TthL1dI, как и целый белок TthL1, ингибирует экспрессию белков L1-оперона архей [7] и, 

следовательно, может обладать регуляторными свойствами целого белка.  

В данной работе описано получение домена I белка L1 из термофильной археи M. jannaschii и кинетический 

анализ его взаимодействия со специфическими фрагментами мРНК и рРНК из архей. Показано, что MjaL1dI 

взаимодействует с рибосомной РНК прочнее, чем с матричной РНК и способен ингибировать синтез архейного 

рибосомного белка L1 в сопряженной системе транскрипции-трансляции E. coli in vitro. Данные исследования 

позволяют предположить универсальность ведущей роли домена I белка L1 в регуляторных свойствах целого 

рибосомного белка L1 как в бактериях, так и в археях. 

Методы исследования. 

Получение MjaL1dI. 

Генетическая конструкция, содержащая ген белка MjaL1dI, была получена на основе плазмиды pET-11a, 

несущей ген целого белка MjaL1. Для получения штамма-суперпродуцента использовали систему Штудиера. Во 

избежание ошибочного включения аминокислот в архейные белки (лизина вместо аргинина) клетки штамма 

BL21(DE3) были котрансформированы плазмидой pUBS 520. Эта плазмида несет ген аргининовой тРНК 

(тРНКArg 
AGA/AGG), узнающей редкие для E. coli кодоны аргинина AGA и AGG. Клетки разрушали на 

ультразвуковом дезинтеграторе. Клеточный дебрис, из разрушенной биомассы, удаляли низкоскоростным 

центрифугированием (14000g, 30 мин, 4 С). Из полученного супернатанта рибосомы осаждали 

высокоскоростным центрифугированием (90000g, 1 ч, 4 °С). C помощью стадии прогрева лизата при 60 °С 

избавлялись от термолабильных белков. Дальнейшую очистку белка MjaL1dI проводили с помощью 

хроматографий на CM-Sepharose и Heparin-Sepharose.  
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Кинетический анализ взаимодействия белков MjaL1, MjaL1dI со специфическими фрагментами мРНК и 

рРНК. 

Кинетический анализ взаимодействия между белками и специфическими фрагментами 23S рРНК и мРНК 

проводился с использованием метода поверхностного плазмонного резонанса (ППР) на системе ProteOn XPR36 

(Bio-Rad, USA). Биотинилированные фрагменты мРНК M. jannaschii [8] или 23S рРНК М. vannielii [9] наносили 

на сенсорные NLS чипы с иммобилизованым авидином (Bio-Rad). Кинетический анализ проводили, как описано 

ранее [9]. Набор из 5 сенсограмм обсчитывался в программе BIAEvaluation с использованием простой 

бимолекулярной модели (1:1). 

Анализ ингибирования синтеза белка MvaL1 в сопряженной системе транскрипции-трансляции in vitro. 

Для эксперимента в сопряженной системе транскрипции-трансляции in vitro использовали набор RTS 100 

E. coli HY Kit (Roche, США). Исследования проводились как описано в работе 7. 

Результаты и их обсуждение. 

Домен I рибосомного белка I объединяет N- и С-концевые части белка L1, домен II является вствкой в домен 

I (см. рис. 1).  

 
Рисунок 1 – Модель структуры белка MjaL1.Синим показан домен I белка, красным – домен II 

 

Был получен очищенный препарат белка MjaL1dI (см. рис. 2), который использовался нами в ППР 

экспериментах и в системе транскрипции-трансляции in vitro. 

 

 
Рисунок 2 – Электрофореграмма очищенного препарата MjaL1dI (15% ПААГ в присутствии ДСН) 

 

 

 
Рисунок 3 – Сенсограммы взаимодействия MjaL1dI со специфическими фрагментами мРНК (А) и рРНК (Б) 
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Кинетический анализ взаимодействия MjaL1dI со специфическими фрагментами мРНК (см. рис. 3А) и рРНК 

(см. рис. 3Б) показал, что домен I архейного рибосомного белка L1, также как и целый белок, взаимодействует с 

матричной РНК слабее, чем с рибосомной РНК (см. табл. 1), что позволяет предположить, что MjaL1dI может 

обладать регуляторными свойствами. 

 

Таблица 1 – Кинетические константы взаимодействия белков со специфическими фрагментами мРНК и рРНК 

Белок Константа скорости  

ассоциации 

(x104 M-1s-1) 

Константа скорости  

диссоциации 

(x10-4 s-1) 

Равновесная константа 

диссоциации 

(нМ) 

 

 

MjaL1 

мРНК  рРНК мРНК  рРНК мРНК   рРНК 

280 797 2,4000 0,0200 0,0600  0,0003 

MjaL1dI 52 102 1280 1,6200 248  0,1580 

 

Для проверки регуляторных свойств белка MjaL1dI была использована сопряженная система транскрипции-

трансляции E. coli in vitro в присутствии меченого [35S] метионина и плазмиды, несущей ген белка L1 M. vannielii 

(MvaL1). Участок мРНК, с которым связывается белок L1 (L1-специфичный участок), располагается в ОРС 

примерно в 30 нуклеотидах от инициаторного кодона. Таким образом, по интенсивности синтеза 

полноразмерного белка MvaL1 можно определить способность белка L1 или его домена I регулировать 

трансляцию соответствующей мРНК. Ранее нами было показано, что домен I бактериального белка L1 T. 

thermophilus ингибирует синтез MvaL1 доз-зависимым образом [7]. Мы показали, что MjaL1dI также способен 

осуществлять ингибирование синтеза белка MvaL1, хотя и в меньшей степени, чем целый белок (см. рис. 4). 

 

 
Рисунок 4 – График зависимости уровня синтеза белка MvaL1 от количества добавляемых белков MjaL1  

(синие точки) и MjaL1dI (малиновые точки) 

 

Таким образом, полученные данные о РНК-связывающих свойствах MjaL1dI позволяют предположить 

консервативность регуляторных свойств домена I рибосомного белка L1 как в бактериях, так и в археях. В домене 

II архейных рибосомных белков L1, в отличие от бактериальных рибосомных белков L1, имеется консервативная 

спираль, положительно заряженные аминокислотные остатки которой образуют водородные связи с сахаро-

фосфатным остовом РНК. Отсутствие этих контактов приводит к довольно значительному понижению сродства 

MjaL1dI к рРНК и мРНК по сравнению с целым белком MjaL1. 

Работа выполнена при финансовой поддержке Российского фонда фундаментальных исследований (грант 

№ 16-34-01056 мол_а) и Программы МКБ Президиума РАН. 
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Аннотация. При помощи методов кругового дихроизма и малоуглового рассеяния рентгеновских лучей 

(SAXS) получены данные о пространственной структуре мультимеризующего N-концевого домена 

инсуляторного белка CTCF Drosophila melanogaster. По аминокислотной последовательности данный домен не 

имеет гомологии ни с одним известным белковым доменом. По данным кругового дихроизма N-концевой домен 

белка CTCF Drosophila практически не имеет вторичной структуры. По данным SAXS этот домен имеет 

стабильную компактную структуру в растворе и является тетрамером. Получены модели низкого разрешения 

структуры тетрамера в растворе. Формирование тетрамеров также подтверждается при помощи методов 

динамического рассеяния света (DLS) и гель-фильтрации. 

Ключевые слова:  мультимеризация, малоугловое рассеяние рентгеновских лучей, круговой дихроизм, 

хроматин. 
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Abstract. Spatial structure of N-terminal multimerization domain from Drosophila melanogaster CTCF insulator 

protein was studied using circular dichroism and small-angle X-ray scattering (SAXS). This domain has no significant 

homology in amino acid sequence with any other known protein domain. Circular dichroism spectra revealed that N-

terminal domain of Drosophila CTCF protein almost completely lacks secondary structure. SAXS data indicated that 

domain possess a stable compact conformation in solution and exists as a tetramer. Low-resolution models of spatial 

structure of the tetramer were built. Tetramer formation is also supported by dynamic light scattering (DLS) and size-

exclusion chromatography. 

Keywords: multimerization, small-angle X-ray scattering, circular dichroism, chromatin. 

 

Инсуляторы – геномные элементы, участвующие в разобщении независимых хроматиновых доменов, 

обладающие способностью блокировать  энхансер-промоторные взаимодействия и препятствовать 

распространению гетерохроматина. При этом инсуляторы способны взаимодействовать между собой на больших 


