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КАК ФАКТОР ЭЛОНГАЦИИ EF-Tu, 
ТАК И ФАКТОР ЭЛОНГАЦИИ EF-G 
МОГУТ ОГРАНИЧИВАТЬ СПОСОБНОСТЬ 70S РИБОСОМ 
ESCHERlCHiA COLI ТРАНСЛИРОВАТЬ ПОЛИ (dT) 

Для выяснения возможных механизмов влияния белковых факторов элонгации на 
специфичность рибосом к структуре Сахаров матрицы было изучено действие EF-Tu 
и!или EF-G на способность 70S рибосом Е. coli транслировать поли(сІТ) и поли(Ц). 
Показано, что оба фактора элонгации способны подавлять трансляцию поли(сІТ), 
наблюдаемую в их отсутствие, при определенных концентрациях ионов магния. Анти-
биотик неомицин может промотировать эффективнее считывание поли(сіТ) не только 
в присутствии обоих факторов, но и одного EF-Tu (в отличие от EF-G). Приведен-
ные данные свидетельствуют о том, что специфичность 70S рибосом к структуре Са-
харов матрицы, равно как и их чувствительность к действию неомицина, по-видимо-
му, определяется на уровне взаимодействия τPHК с Α-сайтом рибосомы. 

Введение. В рамках проверки гипотезы о стереоспецифичсской стаби-
лизации кодон-антикодоновых комплексов, предполагающей прямое 
взаимодействие декодирующего центра рибосомы с сахарофосфатным 
остовом кодон-антикодонового дуплекса [1—4], были получены дан-
ные, свидетельствующие о наличии определенной специфичности рибо-
сом к структуре Сахаров матричного полинуклеотида как в отсутствие,, 
так и в присутствии белковых факторов элонгации [5—7]. В частности,, 
была обнаружена способность 70S рибосом Е. coli к достаточно эф-
фективной бесфакторной трансляции поли(сіТ) (но не поли ( U ) ) . Бы-
ло также показано, что в полной факторной системе определяющим 
возможность трансляции поли(сІТ) является этап связывания амино-
ацил-тРНК и/или транслокация. Антибиотик неомицин, стимулирую-
щий трансляцию поли(сІТ) в присутствии факторов элонгации, инги-
бировал эту трансляцию в бесфакторной системе [6, 7]. Однако оста-
лось неясным, действие какого из факторов элонгации определяет раз-
ницу матричных свойств поли(сіТ) в бесфакторной и факторзависимой 
системах, а также различия в эффекте неомицина в этих системах. 

Целью данной работы было изучение влияния белковых факторов 
элонгации, EF-Tu и EF-Gy вместе и по отдельности на поли (dT)-зави-
симое взаимодействие фенилаланил-тРНК с 70S рибосомами Е. coli в 
присутствии и отсутствие неомицина. 

Материалы и методы. 30S и 50S субчастицы рибосом, а т акже 
[1 4C] Phe-TPHKp i l e (1460 пмоль/'1 ед. A2 6 0) Е. coli MRE600 были лю-

безно предоставлены В. И. Махно (ЛИЯФ им. Б. П. Константинова 
АН СССР, Гатчина) . Белковые факторы элонгации EF-Tu и EF-G из 
Е. coli были любезно предоставлены Н. В. Белициной (Ин-т биохимии 
им. Баха АН СССР, Москва) . Поли (U) производства фирмы «Reanal» 
(Венгрия); поли(сіТ) — Н И К Т И БАВ (Бердск); [ 1 4 C]фенилаланин 
(13,3 ГБк /ммоль) — Ч С Ф Р ; неомицин — фирмы «Boehringer» ( Ф Р Г ) ; 
ATP, GTP, креатинфосфат, креатинфосфокиназа — фирмы «Calbio-
chem» (США). 

П о л у ч е н и е [ 1 4 CJPhe-TPHK p n e и з д р о ж ж е й . Суммарный 
препарат т Р Н К получали по [8]; [ 1 4 CJPhe-TPHK p h e — по [9] с помо-
щью двух хроматографий на БД-целлюлозе. 

Т р а н с л я ц и я с и н т е т и ч е с к и х п о л и н у к л е о т и д о в . 
Пробы (50 мкл) содержали: 20 мМ трис-HCl (рН 7,6), 100 мМ NH4Cl 
12 или 20 мМ MgCl2 , 5—8 пмоль 30S субчастиц, 8—12 пмоль 50S суб-
частиц, 40—45 пмоль [ 1 4 CJPhe-TPHK r h e из Е. coli или дрожжей, 2 мкг 
поли(сІТ) или 5 мкм поли (U) . Количество образующихся олигофенил-
аланинов определяли с помощью хроматографии на бумаге FN-15 в 
растворителе я-бутанол : уксусная кислота : вода (78 : 5 : 17) [7, 10J. 
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Уровень связывания т Р Н К с рибосомами ν, т. е. количество связан-
ных с одной рибосомой остатков фенилаланина, определяли с помо-
щью фильтрования на нитроцеллюлозных фильтрах HW-45 («Millipo-
г е » ) по [11]. При изучении влияния фактора элонгации EF-Tu его до-
бавляли сначала к препарату аминоацил-тРНК, преинкубировали 10— 
15 мин на ледяной бане (в ионных условиях, использующихся в дан-
ном опыте) и лишь затем вносили рибосомы и матрицу. Рибосомы для 
предварительного заполнения Р-сайта также преинкубировали с эк-
вимолярным или немного большим количеством Phe-TPHK p h e в тех же 

Рис. 1 Рис. 2 

условиях. Пробы дополнительно содержали 0,2 мМ GTP, б мМ кре-
атинфосфат и 1 мкг креатинфосфокиназы. Аналогичную процедуру 
осуществляли и при изучении влияния EF-G и обоих факторов. 

Результаты и обсуждение. Поскольку приведенные в [6, 7] дан-
ные о бесфакторной трансляции поли (rIT) были получены с использо-
ванием дрожжевой Phe-TPHK p h e , необходимо было сначала проверить 
способность т Р Н К из Е. coli обеспечивать эту бесфакторную трансля-
цию. Из рис. 1 (где приведены результаты хроматографии олигофенил-
аланинов, образующихся на поли (dT) -программированных рибосомах 
в присутствии Phe-TPHK p h e из дрожжей (а) и Е. coli (б — г) в отсут-
ствие факторов элонгации (пробы содержали 7 пмоль 30S субчастиц, 
12 пмоль 50S субчастиц, 40 пмоль дрожжевой или 44 пмоль 
[ 1 4 ClPhe -TPHK p h e из Е. coli, 20 мМ MgCl2 ; инкубация 1,5 ч при 5 °С 
(а, б) или 15 мин при 37 °С (в, г ) ; в — в присутствии 100 мкМ неоми-
цина; стрелкой показано положение дифенилаланина) ) видно, что 70S 
рибосомы способны с помощью Phe-TPHK p h e из Е. coli транслировать 
поли(сІТ) в отсутствие факторов элонгации как при низкой, так и при 
высокой температуре, хотя и с несколько меньшей, чем при исполь-
зования дрожжевой т Р Н К , эффективностью. 

Внесение белковых факторов элонгации при этих же условиях 
(20 мМ Mg2+) не приводит к качественному изменению ситуации по 
сравнению с бесфакторной системой (рис. 2: хроматография олигофе-
нилаланинов, образующихся на поли (dT)-программированных рибосо-
мах в отсутствие факторов элонгации (а) и в присутствии EF-Tu (б), 
EF-Tu-\-EF-G (в) и EF-G (г) при 20 мМ Mg2+ (пробы содержали 
6 пмоль 30S субчастиц, 10 пмоль 50S субчастиц, 120 пмоль EF-Tu (б, 
в) , 35 пмоль EF-G (в, г) , 40 пмоль [ 1 4 CjPhe -TPHK p h e из Е. coli (в том 
числе 8 пмоль — преинкубация 90 мин при 40 °С); инкубация 15 мин 
при 37 °С; 1 — без неомицина, 2 — 1 0 0 мкМ неомицин; стрелкой пока-
зано положение дифенилаланина; величина ν после преинкубации со-
ставляла 0,09)) . Оба фактора как вместе, так и по отдельности не-
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сколько стимулируют трансляцию поли(сіТ), а добавление 100 мкМ 
неомицина приводит к ингибированию синтеза длинных (остаются на 
старте хроматограмм и могут быть осаждены ТХУ [7]) и накоплению 
коротких олигопептидов во всех случаях. 

При понижении концентрации Mg2+ до 12 мМ ситуация резко ме-
няется. Присутствие EF-Tu и /или EF-G вызывает ингибирование н е 
только довольно слабой в этих условиях бесфакторной трансляции 
поли(сПГ), но и, по всей видимости, поли (dT) -зависимого связывания 
Phe-TPHK p h e (рис. 3: хроматография олигофенилаланинов, образую-
щихся на поли (dT)-программированных рибосомах в отсутствие фак-
торов элонгации (а) и в присутствии Et-Tu (б), EF-Tu-^-EF-G (в) и 

EF-G (г) при 12 мМ Mg 2+ (пробы 
о ν =0,7? содержали 5,6 пмоль 30S субчас-

тиц, 9 пмоль 50S субчастиц, 
120 пмоль EF-Tu (б, в) , 27 пмоль 

Рис. 3 Рис. 4 

EF-G (в, г) , 40 пмоль [ 1 4 C]Phe-TPHK p l i e из Е. coli (в том числе 
8 пмоль — преинкубация 90 мин при 4 °С); инкубация 20 мин при 
37 °С; 1 — без неомицина; 2 — 1 0 мкМ неомицин; стрелкой показано 
положение дифенилаланина; ν после преинкубации — 0,85)) , посколь-
ку в присутствии белковых факторов снижается не только количество 
синтезируемых олигофенилаланинов, но и уровень связывания т Р Н К . 
Последний уменьшается даже по сравнению с исходным уровнем за-
полнения рибосом, наблюдаемым после преинкубации, что, очевидно, 
связано с диссоциацией т Р Н К при повышении температуры до 37 °С. 

Внесение неомицина в присутствии обоих факторов элонгации при-
водит к сильнейшей стимуляции трансляции п о л и ^ Т ) с образованием 

достаточно длинных пептидов, о чем свидетельствует увеличение ра-
диоактивности на старте хроматограмм (см. рис. 3) . Следует особо 
подчеркнуть, что количественно равный эффект наблюдается и при на-
личии одного EF-Tu, но не EF-G. Это свидетельствует об определяю-
щей роли ^ - Г ^ - з а в и с и м о г о связывания Phe-TPHK p h e с рибосомой в 
разблокировании неомицином считывания п о л и ^ Т ) в полной фактор-
ной системе. 

В системе с поли (U)-программированными рибосомами, как и сле-
довало ожидать, оба фактора вместе стимулируют трансляцию (рис. 4: 
хроматография олигофениліаланинов, образующихся на поли(U)-про-
граммированных рибосомах в отсутствие факторов элонгации (а) и в 
присутствии EF-Tu+EF-G (б), EF-G (в) и EF-Tu (г) при 12 мМ Mg2+ 
(экспериментальные условия такие же, как указаны в рис. 3; ν после 
преинкубации — 0,87)) . По отдельности они также способствуют обра-
зованию некоторого количества три- и тетрафенилаланина, но не более 
длинных пептидов. Неомицин во всех случаях подавляет трансляцию 
поли (U). 
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Таким образом, белковые факторы элонгации, EF-Tu и EF-G, в 
условиях, оптимальных д л я считывания поли (U) , способны п о д а в л я т ь 
бесфакторную трансляцию поли(сІТ) уже, по всей видимости, на уров-
не связывания аминоацил-тРНК. Особенно интересен эффект ингиби-
рования трансляции поли(сГГ) фактором EF-Tu. С одной стороны, имен-
но EF-Tu-зависимая однофакторная система о к а з а л а с ь чувствитель-
ной к стимулирующему трансляцию поли(сІТ) действию неомицина и, 
с другой стороны, снижение эффективности трансляции в однофактор-
ной системе с EF-G наблюдалось и д л я поли (U)-зависимого процесса 
[12], что, очевидно, является следствием его (EF-G) действия в усло-
виях пониженного сродства а м и н о а ц и л - т Р Н К к рибосоме. Ингибирую-
щее ж е влияние EF-Tu свидетельствует, вероятно, о повышении в его 
присутствии специфичности рибосомы к сахарофосфатному остову де-
кодируемого в Α-сайте кодона. Известно, что EF-Tu играет, по-види-
мому, существенную роль в обеспечении высокой точности отбора ами-
н о а ц и л - т Р Н К на рибосоме, о чем свидетельствуют результаты работ 
с мутантными формами этого фактора [13, 14], іа т а к ж е данные о 
большей точности декодирования в EF-Tu-зависимоРі системе трансля -
ции по сравнению с бесфакторной [15]. Сходная корреляция между 
неоднозначностью считывания поли (U) и эффективностью трансляции 
поли(сІТ) д л я рибосом с различными м у і а ц и я м и в белке S12 была по-
к а з а н а в [16] . Это наводит на мысль об определенной общности ме-
ханизмов, обеспечивающих специфичность рибосомы и к нуклеотид-
ной последовательности, и к структуре Сахаров декодируемого кодона. 
Факторы элонгации ж е (в первую очередь EF-Tu), по-видимому, мо-
гут увеличивать эту специфичность в обоих случіаях и, возможно, так-
ж е по сходному механизму. Примером такого механизма может быть 
постулированное гипотезой [1—4] прямое взаимодействие декодиру-
ющего центра рибосомы с сахарофосфатным остовом кодон-антикодо-
нового дуплекса , происходящее при отборе а м и н о а ц и л - т Р Н К в А-сай-
те и ее последующей транслокации в Р-сайт. Конформационный пере-
ход этого рибосомного участка, необходимый для циклического осу-
ществления такого взаимодействия, предположительно стимулируется 
белковыми факторами элонгации [4] . 

Что касается стимуляции неомицином EF-Tu-зависимой трансля-
ции поли(сІТ), то ее, вероятно, можно было бы объяснить стабилизи-
рующим ослабленное в присутствии фактора связывание P h e - T P H K p h e 

с поли (dT)-программированной рибосомой действием антибиотика. Та-
кое объяснение хорошо согласуется с данными [17] о способности нео-
мицина стабилизировать EF-Tu-зависимое образование комплекса ами-
н о а ц и л - т Р Н К с Α-сайтом рибосомы, программированным «чужим» или 
укороченным до динуклеотида кодоном. Кроме того, подобной стаби-
лизацией могло бы объясняться и наблюдаемое ингибирование неоми-
цином транслокации. 

Таким образом, в соответствии с рассматриваемой гипотезой [1—4] 
специфичность 70S рибосом Е. coli по отношению к структуре Сахаров 
матрицы, равно как и их чувствительность к действию неомицина, оп-
ределяется прежде всего на уровне взаимодействия P h e - T P H K p h e с A-
сайтом, проявляясь либо на этапе EF-Tu-зависимого связывания ами-
ноацил-тРНК, либо на этапе транслокации. Белковые факторы элон-
гации (в первую очередь EF-Tu) способны повышать эту специфичность 
в пользу рибонуклеотидной матрицы. 

Авторы благодарят С. В. Кириллова , В. И. Махно, Н. В. Белицину 
за содействие в выполнении данной работы. 

Р е з ю м е 

Д л я з ' ясування можливих механізмів впливу білкових факторів елонгації на специ-
фічність рибосом до структури цукрів матриці була вивчена д ія EF-Tu та /або EF-G 
на здатність 70S рибосом Е. coli транслювати полі(dТ) і полі (U) . Показано, щ о обид-
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ва фактори елонгації здатні пригнічувати трансляцію полі(dТ), що спостерігається за 
їх відсутністю, при певних концентраціях іонів магнію. Антибіотик неоміцин може 
промотувати ефективне зчитування полі(dТ) не тільки в присутності обох факторів, 
але і одного EF-Tu (на відміну від EF-G). Приведені дані свідчать про те, що специ-
фічність 70S рибосом до структури цукрів матриці, як і їх чутливість до дії нео-
міцину, очевидно, визначається на рівні взаємодії т Р Н К з Α-сайтом рибосоми. 

S u m m а г у 

То elucidate the question whether the e longat ion factors influence the specificity of the 
r ibosome to a template sugar structure, the effect of EF-Tu and/or EF-G on the ability 
of Escherichia coli 70S ribosomes to t rans la te poly (U) or poly(dT) was invest igated. 
Both e longat ion fac tors appeared to suppress poly(dT) t rans la t ion observed in their 
absence under certain magnes ium ion concentrat ions. Antibiotic neomycin promoted ef-
fectively poly(dT) t rans la t ion in the presence not. only of both factors but of EF-Tu 
alone (in contras t to EF-G) as well. The results presented sugges t that tRNA interac-
tion with the ribosomal A site is mainly responsible for the specificity of the 70S 
ribosomes to a template sugar s t ructure as well as r ibosomal specificity to neomycin 
action. 
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