Метод анализа движения рибосом по матрице
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Процесс трансляции генетической информации отнимает до 60% энергии клетки[Maaloe O., 1979, 487]. Он цикличен, он состоит из повторяющихся шагов рибосомы вдоль мРНК. Динамическое поведение самой рибосомы при трансляции исследуют уже более 40 лет с помощью косвенных методов. Но биохимические и биофизические методы в сумме ограничены временными и усредненными характеристиками, поскольку они исследуют ансамбль молекул, находящихся на разных этапах функционирования. В связи с этим в последнее время развиваются методы изучения отдельных молекул.

Подходы к изучению движения самой рибосомы вдоль матрицы фактически не развиты. Представление о движении (физическом перемещении) не развито. Движение рибосомы лучше всего изучать на матрице в которой существуют промежуточные сигналы терминации и инициации трансляции. Под эти требования подходит полицистронная мРНК бактерий. В качестве примера взят стрептомициновый оперон (str-оперон).

Str-оперон состоит из четырех генов: rpsL(кодирует белок S12), rpsG(кодирует белок S7), fusA(кодирует фактор элонгации EF-G), tufA(кодирует фактор элонгации EF-Tu). Регуляция стрептомицинового оперона – достаточно сложный и пока уникальный процесс. Известно, что четыре гена - rpsL, rpsG, fusA и tufA котранскрибируются и продукт второго гена – рибосомный белок S7 выступает в роли репрессора трансляции и регулирует свой собственный синтез и белка S12. Как предполагается, S7 взаимодействует с участком мРНК, находящимся между цистронами S12 и S7 [Saito K., 1994, 111].

Целью работы является разработка метода, позволяющего следить за паузированием при движении рибосом по мРНК, в предельном случае — терминации трансляции.

Методом полимеразной цепной реакции в реальном времени было показано, что:

1)не все праймеры показали одинаковую стехиометрию цистронов str-оперона. Прямым тестированием были подобраны адекватные праймеры; 2) при анализе РНК в виде кДНК был обнаружен самый явный эффект в районе терминации цистрона G-фактора элонгации, что связано с терминацией трансляции. 

Таким образом, разработанный метод множественных праймеров позволяет видеть паузирование рибосом при терминации трансляции.
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