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Показана возможность достижения высокой эффективности трансформации К pneu-
moniae методом злектропорации. Выявлена рееуляторная annoftwoeri белков LW 
Е. coli с нативной и измененной первичной структурой в отношении генов оперома 
rplJL К. pneumoniae? 

Продолжая наши исследования по изучению возможности регуляции 
экспрессии генов rplJL оперона энтеробактерий гетерологичнымк бел-
ками LIO [1, 2], мы провел» анализ влияния cyr^npto^yKninr.белков 
LIO Е. coli (нативного и с изменемной первичной структурой) на клет-
ки К. pneumoniae. В качестве реципиента использовали штам К. pneu-
moniae NCTC 5054 (National collection of type culture, Central Public 
Health laboratory, Лондон). Плаэмидную ДНК в клетки-реципиенты 
вводили методом электропорации, аналогичным ©писанному нами ра-
нее для1 Salmonella typhimurium [2]. Следует особо отметать, что вас 
интересовал выбор оптимального способа введения чужеродной ДНК 
для ряда энтеробактерий. До настоящего1 времени мы сравнили эффек-
тивность введения плазмидной ДНК в Е. coli, S. typhimurium « К. 
pneumoniae посредством трансформация клеток, обработанных СаСЬ 
по стандартной методике [3], ее модификацию [4] и электропорацией 
[2, 5]. Эксперименты показал», что введение юргересовавшгах нас' 
плазмид в клетки Е. coli наиболее эффективно трансформацией СаСЬ-
клеток цо стандартной методике и ее модификациям [3J. Для S. typhi-
murium и К. pneumoniae, напротив, наибольшей эффективности можно 
добиться электропорацией. Оказалось, что клетки Ё. coli гораздо более 
чувствительны к концентрации соли sr растворе ДНК, используемом 
для электропорации, и повышению температуры в процессе воздейст-
вия на клетки электрическим импульсом. В предварительных опытах 
была обнаружена прямая зависимость эффективности электропорации 
клеток К. pneumoniae от емкости конденсаторной батареи (времени 
импульса) и напряженности электрического поля вплоть до величии 
14,5 мкФ и 27 кВ/см соответственно. Эффективность трансформации при 
этой составляла примерно 107 колоний на 1 мкг плазмиды 19XmaCA Т 
(Стг-производной pUC19). Эти же условия были использованы и в 
дальнейшем для введения плазмид, обеспечивающих экспрессию бел-
ков L10. Нас интересовал эффект повышенного синтеза в клетка* 
К. pneumoniae нативного белка L10 Е. coli, который в случае сохране-
ния регуляторной способности в гетерологичиом хозяине цриводил бы 
s характерному эффекту — негативному влиянию повышенной продук-
щи L10 на жизнеспособность клеток-хозяев. Этот негативный эффект 
>бнаруживается по замедлению 'скорости роста клеток и снижению 
опийностй плазмид, кодирующих регуляторноспоообные белкй [2} 
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В данной работе проведено сравнение влияния высших уровней 
продукций ® К. pneumoniae белков L10 с разной первичной структу-
рой: натив'ного белка L1Q Е. coli, продуцируемого с рЕР20 и pESO-t 
'Щ,, L10 с делецией 22 С-концевых аминокислот (рЕР14) и мутацией 
lysl43, Glu 144-»-Gln (рЕР22) [6]. В качестве контроля использо-

вали рЕР12-1, с которой продуцировался L10. с делецией 45 С-концевых 
аминокислот, приводящей к потере регуляторной способности этого 
белка [6]. -

На рисунке представлены результаты электрофореза ДНК пере-
численных выше плазмид, выделенной щелочным методом1 [3] из транс-
формированных клеток К. pneumoniae. Как видно, копийность плазмид 

Картина электрофоретичеекого разделения ДНК плазмид, выделенных из аликвот 
жидкой культуры К. pneumoniae: 1—4, 6 — плазмиды рЕР20, рЕР20-1, рЕР12-1, 
рЕР14 и рЕР22, выделенные из клеток с £ас+-фенотшюм; 5, 7—плазмиды рЕР14 и 
рЕР22 из клеток с Lac--фенотипом. 

рЕР20 и рЕР20-1 значительно ниже, чем у pEP12-L Таким образом, бе-
лак LW Е; coli способен регулировать экспрессию геяов rpUL К. рпеи-
tnaniae {подавлять синтез белка Lt2, кодируемого геном: rplL 
хромосомы). 

Очень интересен тот факт, что белки с измененной первичной 
структурой (делецией 22 С-концевых аминокислотных остатков и му-
тацией Lys 143, <iIul44->Gln), не обладающие регуляторной способ-
ностью в клетках Е. coli [1] и S. typhimurium [2], оказывали негатив-
ное действие на клетки К. pneumoniae (копийность плазмид рЕР14 и 
рЕР22 в этих клетках заметно снижалась по сравнению с контрольной 
плазмидой рЕР12-1). Это наблюдение коррелирует с отмеченным Со-
ром и Номурой. [7] различием в регуляторной способности белка L1 
Е. coli по отношению к собственной и гетерологичным (Serratia таг-
cescens и Proteus vulgaris) мишеням на мРНК. 

Еще один из отмеченных нами феноменов — зависимость степени 
негативного эффекта регуляторнаспособных белков L10 от Lac-феноти-
па клеток-хозяев К. pneumoniae. Как можно заметить (см. рисунок), 
в Lac^-клетках К• pneumoniae (исходный штамм) копийность плазмид, 
рЕР14 и рЕР22 была значительно ниже, чём в клетках с /,ас~-феноти-
ром (спонтанная мутация). £ас+-фенотип усугубил негативное влия-
ние присутствия в «летках К. pneumoniae плазмид рЕР20 и рЕР20-1. 
Причина этого явления пока неясна. Экспериментально показана ток-
сичность для клеток Е. coli суперпродукции1 р-галактозидазы [8]. По-
этому на дайнам этапе исследований можно предположить, что продук-
ция р-галактозидазы усугубляет негативный эффект повышенного син-
теза регул яторноспособн ых белков ЫО в клетках К- pneumoniae. 

S u m m a r y . High efficiency transformation of K. pneumoniae cells by' high voltage 
electroporation, was achieved. The E. coli L10 protein with native and altered primary 
structures were found regulatory capable for genes of the K. pneumoniae rpUL operon. 
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ВЛИЯНИЕ НЕОМИЦИНА 
НА ТРАНСЛЯЦИЮ ПОЛИ (И) И ПОЛИ (dT) 
В БЕСКЛЕТОЧНЫХ БЕЛОКСИНТЕЗИРУЮЩИХ СИСТЕМАХ 
ИЗ SACCHAROMYCES CEREVISIAE И NEUROSPORA CRASSA 

Исследовано влияние различных концентраций ионов магния и аминогликозидного ан-
тибиотика неомицина на трансляцию поли(и) и noAu(dT) в бесклеточных белоксинте-
зирующих системах из S. cerevisiae и N. crassa. Показано, что трансляция поли(и) и 
поли(йТ) осуществляется цитоплазматическими рибосомами. Повышенные концентра-
ции ионов магнця стимулируют трансляцию поли (dT), неомицин в отличие от прока-
риот ических систем оказывает угнетающее действие на трансляцию обеих матриц. 
Высказано предположение об эволюции структуры декодирующего центра рибосомы в 
направлении возрастания избирательности по отношению к структуре сахаро-фосфат-
ного остова матрицы 

Введение. Гипотеза стереоспецифической стабилизации кодон-антико-
доновых комплексов была предложена для объяснения селекции ами-
ноацил-тРНК на рибосоме [1, 2](. Она постулирует прямое взаимодей-
ствие декодирующего центра рибосомы с сахаро-фосфатным остовом 
кодон-антикодоновых комплексов, благодаря чему рибосома «оценива-
ет» стерические параметры последних. Предполагается, что изменение 
стереохимических параметров кодон-антикодоновых Дуплексов или де-
кодирующего центра способно оказывать существенное влияние на точ-
ность процесса трансляции. 

Природным полимером с измененным сахаро-фосфатным остовом 
является ДНК. Параллельное исследование трансляции поли(11) и 
iKwm(dT) р бесклеточныж системах из прокариот показало, что повы-
шенные концентрации .ионов Mg2+ и антибиотик неомици» интибиру-
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