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ФИЗИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ РЕКОМБИНАНТНЫХ ПЛАЗМИД. 
НЕСУЩИХ РАЙОН argECBH ХРОМОСОМЫ

ESCHERICHIA COL! К-12

И. Л. МЕТТ. А .В. КОЧИКЯН, А. Л МЕТТ. М. 3. АСТВАЦАТРЯН, 
В. А САК АНЯ Н

Осуществлено молекулярное клонирование генон argECBH Е. coli К-12 на векто­
ру |։BR322. Построена ресгрнкцнонная карта плазмиды pALMI, иссушен BamHI 
фрагмент со всеми генами биполярного оперонп argECBH. С помощью различные 
||<'|-грнктаз получены делециолныс мутангы плазмиды pALMI, сохранившие, по край­
ней мерс, ген argE. Рекомбинантные плазмиды характеризуются многокопнйиостью.. 
способностью к амплификации и стабильностью н клетках Е. coll. Отмечен «эффект 
дозы ген.-!» по активности N-ацетнлорвитнн деацетилазы (продукт гена argE) в экс- 
трихтах штамма Е. coli, несущего рекомбинантную плазмиду.

Ключевые слова: гены argECBH. малекцлпрно.՝ клонирование, рестрикционная 
Kilpta.

Аргикиновый регулон Escherichia coli К-12 состоит из 10 генов, рас­
положённых в разных местах хромосомы. Четыре гена представлены 
в виде биполярного опсрона argECBH. в котором транскрипция генов 
argE и argCBH идет в противоположных направлениях с перекрываю­
щегося регуляторного участка ДНК [4]. Транскрипция этих геном 
находится под контролем репрессора, кодируемою геном argR. В рсгу- 
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ляции опсрона argECBH аргинин выступает в качестве корспрессо- 
ра [2].

Нами осуществлено молекулярное клонирование генов argECBH 
Е. coli К-12. Сконструированные рекомбинантные плазмиды представ­
ляют собой удобное средство для изучения структурной и функциональ­
ной организации генов биполярного ©перона argECBH.

Материал и методика. В работе использовали прототрофный штамм Е. coli 
К-12, а также ауксотрофные штаммы Е. coli К-12 МА 102 (pre՜ leu՜ ։hr~hjs 
argE rps L гесл) и MA 105 (pur՜ trp՜՜ argil recA).

Измерение активности К'-аистилОрнчтнн деацетилазы проводили согласно описан­
ной методике [5]. Генно-инженерные методики также описаны [3]

ДНК-лпгаза фага Т-1, регтрнктазы Sall и Bglll получены из Института биохимии 
физиологии мпкрочр;•■'■ннзмон АН СССР г Пущино-на-Оке; ресгриктазы Hindlll. 

Xinnl, Xhol, Kpnl, Pvull, EcoRI из ВНИИ прикладной .нзнмоло։ни. i Вильнюс.
Рестрикты Вак HI, Sau3A и Pstl выделены в нашей лаборатории по общеприня­

тым методикам.

Результаты и обсуждение. Клонирование генов argECBH Е. coli 
К-12, Расщепленную рсстриктазой BamHl или EcoRi хромосомную 
ДНК, выделенную из прототрофнбго штамма Е. coli К-12, сшивали с 
помощью лигазы с вектором pBR322. расщепленным теми же рестрик- 
i азами. Лигированной смесью трансформировали клетки штамма Е. со- 
li К-12 МА 102. Трансформанты отбирали па минимальной селективной 
среде без аргинина и в присх гствин ампициллина (Ар, 50 мкг/мл) и 
стрептомицина (200 мкг мл).

В каждом из опытов по клонированию было получено несколько 
трансформантов. Плазмндные ДПК. из всех Arg Apf клонов характе­
ризовались большим молекулярным весом, чем ДНК вектора pBR322. 
При неретрансфор.мации штамма Е. coli К-12МА 102 плазмидной ДНК 
приблизительно с одинаково высокой частотой (2—6-Ю5 трансформал- 
гов/мкг ДНК) для всех образцов ДНК возникали Arg 4 Ар’ колонии. 
Рестрикционный анализ плазмидных ДНК ферментами BamHl или 
EcoRI, использованными ия к юннрова'Нпя, подтвердил их рекомби­
нантную природу.

Размер EcoRI-вставок колебался в пределах 18,1- 21.6 тысячи пар 
оснований (т. п. о.) у разных плазмид. a BamHl-.вставок—8 г. п. о. 
Клетки, несущие рекомбинантные плазмиды с BamHl-неганкой, были 
чувствительны к тетрациклину вследствие ннсерционной инактивация 
let гена вектора pBR322.

Эти данные свидетельствуют о том, что рекомбинантные плазмидй 
содержат геи argE.

Трансформация клеток штамма Е. coli К-12 МА 105. дефектного, 
по гену argH, образцами как BamHl-, так в EcoRI-рекомбинантных 
плазмид также дает высокий выход Arg -колоний. Нискольку г.лы 
argE и arg’ll являются дистальными в опероне argECBH. можно заклю­
чить, что в составе рекомбинантных плазмид отклбпирован весь кластер 
argECBH генов.

Для дальнейшей работы использовали одну из рекомбинантных 
плазмид, несущую BamHl-фра՛ мент размером 8.0 г. и. о. Эта плазмида, 
обозначенная как pALMl, имеет молекулярную длину 12,3 т. п. о.
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Рестрикционное картирование плазмиды pALMI. Рестрикционная 
карта рекомбинантной плазмиды pALMI построена на основания ана­
лиза фрагментов, образующихся при расщеплении плазмидной ДНК 
различными ресгриктазамн в отдельности и в комбинации друг с другом.

Клонированный Bamlil-фрагмснт не содержит сайтов расщепле­
ния для ферментов Xhol, Xmal, Кри I. EcoRI и PsH, но содержит I сайт 
для: BglH, по 2 сайга для Hind Hi и Sall и 4 5 сайтов для рестриктазы 
Pvull. Локализация сайтов расщепления ферментами Hindill. Sall л 
Bgill в геноме pALMI показана на рис. 1.

Рис. 1. Рестрикционные кпртц плазмид pALMI и рА!М2. Томкой линией 
обозначена Д1Н\ вектора pBR322, толстой—клиннрогмпнук B:։rnlII—фраг­
мент хромосомы, пунктиром.—участки, делегированные и геноме рА1М2, 

Стрелками обозначено направление транскрипции геноа orgE »• argCBIi по [4j

Генерирование делеций в геноме pALMI. Для удобства последую­
щей работы были получены делеционные мутанты плазмиды pALMI. 

[ Один из мутантов генерирован в результате расщепления плазмиды 
pALMI одновременно ростр нктаза.ми Bainlll и Hindill и отбором Arg* 
трансформантов в штамме Е. coli К-12 МЛ 102. Плазмидные ДНК, вы­
деленные из нескольких десятков Arg* клонов, имели одинаковый мо­
лекулярный вес и характеризовались утратой небольшого HindlH/ 
ВатНЬфрагмента (^О.Зт п. о.) вектора и Hindi! I/BamHI-фрагмента 
(—1.8 т. л. о.) исходной вставки (рис. 2). К тому же в геноме таких 
плазмид изменилась ориентация клонированной вставки. Рестрикци­
онная карта одной из делециоиных плазмид, обозначенной pALM2, пред­
ставлена на рис. 1.

Поскольку argE-плазмида pALM2 (как и все другие делеционные 
мутанты) сохраняют смежные BamHI/Hindl 11-фрагмент (4,0 т. п. о.) и 
Hindlll/Hindl! 1-фрагмент (1.8 т. п. о.), то HindIII-сайт, разделяющий 
зтн два фрагмента, расположен в гене argE. Следовательно, плазми­
да pALM2 возникла либо в результате неполного расщепления по сай­
гам Hindill генома pALMI, либо в результате лигирования двух ука­
занных смежных фрагментов ДНК с восстановлением интактного гена 
.argE.

Возможно, ген argE инактивируется также в результате расщепле-
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ния рестриктазий Sall, гак как жизнеспособных VgE*’ трансформан­
тов не удалось генерировать при одновременной обработке ДПК 
pALMl рестриктазамн BamHI/Sall.

Чтобы получить более протяженную делению с сохранением гони 
argE. ДНК плазмиды pALMl. неполностью расщепленную рестрикти-- 
зон Sau3A, персклокирояа.чн на векторе pBR322 но Bam HI-сайту,- В 
результате среди ArgE трансформантой обнаружено несколько деледк-1 
онных вариантов, сохранивших вставки различной мины. Самая ма*| 
ленькая из этих плазмид, обозначенная рАЕМЗ; имеет вставку разме­
ром ~ 2,6 т. п. о.

По данным Бени с соавт. [1]. ожидаемый размер биполярного 
рана argECBH составляет около 5 г. п. <». Поскольку величина вставка 
з геноме рАЩЗ значительно меньше указанного размера, в нем не дол­
жен присутствовать, ио крайней мерс, ген argil. Аналогично в Hindlll- 
фрагменте (1.8 г и. о.) плазмиды pALM2 нс могут присутствовать зсс- 
гены (/перона. Эти предположения подтверждаются результатами 
трансформации шдамма Е. coli К-12 МА 105 плазмидами pALM2 и 
р.ММЗ. В отличие м плазмиды pALMl эти деленной и ыс мутанты пе| 
лают Argil՜1՜ трансформантов.

Рек:;л(би1:а1 гные плазмиды pALMl и pALM2 сгабнлыю наследует-] 
ся в пи а ммс Е. coli К-12 МА 102 по прошествии более чем 20 генейв- 
пин. Все три плазмиды—pALMl. pALM2 и pALM.3- хзрактеризуютсй| 
сравнимой с вектором pBR322 копнйностьью. Кроме того, они амнлн- 
фицируются при инкубации клеток с хлорамфениколом. Следователь-- 

), у рекомбинантных плазмид pALMl, :»ALM2 и рАЕМЗ сохранены 
репликационные функции исходного вектора.

В экстракте клеток штамма Е. coli К-12 МА 102. несущего плазми-1 
ту pALM2, активность N-аиетилорнитин деацетилазы (продукт гена 
-rgE) приблизительно в 10'раз выше, чем в экстракте клеток проготроф- 
ного штамма Е. coli К-12. Имея в виду многокопийность плазмиды 
;՝ALM2. повышение активное ги М-ацетилориитин деацетилазы может 
быт։, объяснено «эффектом дозы гена».

В настоящее время изучается экспрессия генов argECBH оперона 
в условиях репрессии и дерепрессии и и разном цитоплазматическом 
окружении.

1 «аучно-нсследовательскнн технологический
институт аминокислот, г. Ереван Поступило I6.VJI 1981г.

Е coli К-12-1* +'1'11 H im 11 Uh argECBH Ш1Ш1. hl’ll'l. iHPinil'in’blM.S 
‘П1,и.0|ГЬ%ЪЬР1« IbbfZbhUJiU.i, й.ЬР1,ПМгПЬР’ЗПЬЪе

:. i. truss, ц. -I., гоанчшъ. ц. i.. truss. и՛, g uus‘i,iwusi‘?.u.u ц. u. uumsub

!’ршl/шhшg>[шд t> I. coli K.-/2-/։ argECBH Jnihlpuipup 1цпЪип(п-
ptittip pBR322 If in tip ft tfptu։

huindi/uid I, pALAll ицшгр!iif>4mp{iliylnib piupinf.i/pi pALMl
'tp k BaniHl 4шчп{шдр, npp и/u>pitthm//uni Z argECBH l(pl(1iuipLbit 
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