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На основании элентроппомикроскопичвскшо, цитохимическою > функ¬

ционального изучения кинетоиласта у представителей трпнанозомид была
установлена митохондриальная природа этой оргаиеллы Нами было
показано (3) , что кинетопласт, являющийся , невидимому, специализпро
паяным ынтохоыдриопои клетки эоофлагол.шта Strigomonas oncopelti,
содержит ДНК, ДНК-ш>добную PH1т и рибосомы. Таким образом, в кине -

топласте S, oncopelti, как и в митохондриях других организмов , имеются
компоненты, необходимые для синтеза белка.

Р настоящее время способность изолированных митохондрий к белко-
пому синтезу не вызывает сомнения. Особенностью митохондрий явля¬
ется то, что пх белокеннтезирующпп система отличается от цитоплазма
тической и напоминает бактериальную ( 4 ). Это сходство состоит втом.
что синтез белка в митохондриях in vitro и я бактериях одинаково чувст¬

вителен к таким антибиотикам, как, например, пуромацин, актипомицин Д ,
хлорамфеникол. и устойчив к циклогексимиду. Напротив, цитоплазма¬
тическая белокснятезирующая система ингибируется циклогексимидом и
нечувствительна к хлоромфеииколу (i) . Кроме того, такой сильный инги ¬

битор цитоплазматического белкового синтеза , как рибонуидеала , не влия ¬

ет на включение меченых аминокислот в белки митохондрий, что, uo-isu
дамому, связано с непроницаемостью их мембран для этого фермента.

Вследствие избирательности действия циклогексимнд и хлорамфени-
кол широко используются для научения различий белоксин тезирующего
аппарата митохондрий и цитоплазмы у животных н растительных ирга
ннзмов. Однако существует лишь небольшое число работ, касающихся
влияния этих антибиотиков на включение аминокислот в цитондазматн
чеекпе и митохондриальные белки простейших. Было показано, что ци¬

топлазматические рибосомы у различных представителей простейших
Crithidia (Strigomonaa ) oncopelti (*) , Crithidia fasciculata (’ ), Euglena
gracilis (*) , Paramecium ( s ) , как и у других эукариота, устойчивы к ден,
ствою хлорамфеникола и чувствительны к циклогексимиду п рибонук-
леаэе. Имеются также единичные сообщения о синтезе белка в нэолиро
ванных митохондриях (1 J, “ ) и кинетосомах ( lI ) у простейших. Так. при
исследовании действия хлорамфеникола и хлортетрациклина на включе¬

ние Си-лейдина в белки митохондриальной и микросомэлыкш фракция
Tetraliymena pyriformis было установлено, что эти два антибиотика нз-
бирательно ингибируют белоксинтезирующую систему митохондрий (14).

В нашей работе проводилось сравнительное: изучение влияния хлорам¬

феникола и циклегексимида да включение меченых аминокислот в белки
изолированных кинетопластов и рибосом цитоплазмы S. oncopelti.

Подобное исследование может дать информацию, с одной стороны,
о функциональных особенностях белоксинтезирующнх систем цитоплазмы
и кинетопласта зоофлнгеллят, а с другой - о возможном сходстве этих
систем в кинетопласте и в митохондриях других эукариота.

Для работы использовали культуру лептомонадиых форм Н. oncopelti,
выращенную в течение 70— 90 час. на жидкой среде с аэрацией ( п )
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Т а б л и ц а 1

j

Действие хлорамфенвкола и циклогекенмида на включение С14-аминокислот
п болон изолиршщнных кинетопластов S. <m?opelti

Опыт 1

Условия
С14-гидролнзтт белка

хлореллы С“ -лсйцнн
Опыт 2, С'4-лейЦИ1!

ИКП/ ННЦ
на 1 «г
белка

% мигиби -
довздия

шнх^нннна 1 яг 1

белка
% ингиби ¬

рования
ИМП.'мин
на 1 иг
белка

% нпгнСя -
рОВИНИК

Нилкшя система 837 455 981
С хлорамфеннколом 158 81 50 89 115 88
С ЦНKJIQ1 ПКС11мидоч 785 6 410 2 998 2
С хлорамфениколон и цттк-
логексиилдом 4В 80

С РНКааой — — — — 901 8
»@7 энергетической системы 110 87 120 88

* П р и м е ч а н и е Состав инкуёаитонной среды (ц*ОД . в 1 мл}. Опыт Л> 1 -з j.uec 11С1 *Суфе]& ,pH 7. Ft пО ; МьгС 1. 10; KLI У); сахароза 2S.4J . *-мвркаптог-гаиол •; K «UPO« 5; ФшСюэнодцмруват ;ФЭЙ .
фирна CalbitKjJiCui) &; АТФ t\ ЦТФ 0,1; ГТФ 0,5; УТФ 0 , 4 (нее пуклгмиьндтрнфисфаты фирмы PubstI jilinratiiiitt); |1н 1Г 1Кпшилпирувдткнназа (ФЛП-ннн.ч.за ) JO ijcr; кпнетгимасты -Н мг белка : Си-гндролнлат Оелка х;л »рсллм 1 \л.С (у .а ко мс хм) ; С̂ лейцня ‘1 рС (у *а , мС/г). Опыт JN1 2- составгог же, что л и опыте 1 , за вшюнмгх ЭДТА _ -лмол ; ивнет «>плас 1м — 3 мг белка ; С+ лсйпнн
1 ÿ€; PH Kama (Фирма Зцгта ) 20 JOT ? - пытах .V» 1 и JV* ^ ^лорамфеникола и циклогекенмидафирмы ЭДша ) по 100 |ы- . Результаты среднее иа двух ПОВто^остей .

Клетки разрушали при помощи стеклянных бус в среде А ( трис-НС1-
буфер pH 7,5 0,1 Мч р-меркяпто +танол 0.005 Д/, сахароза 0,25 Л/ ). Гомо¬

генат разводили в 10 раз средой Б ( та же. что среда А. но с 0,03 М трис
буфером ) . Неразрушенные клетки, ядра , биполярные тельца и «тяжелые»
мембраны осаждали 3 кратным центрифугированием при 1000 g в тече¬

ние 10 мин* н отбрасывали. Из надосадочной жидкости «сырую» фрак
цито кинетопластов получали центрифугированием при 4500 g в течение
15 мин. Фракцию загрязненных мембранами кинетопластов суспендиро¬

вали к среде Б и обрабатывали рибонуклеазой (50 рг / мл, / = 20^,
30 мни.) . Затем кинетопласты промывали дважды средой Б при тех же
условиях. В результате получали фракцию - 'чищенных от цитоплдаматн
четких рибосом кинетопластов, в которые включали С14-лейцин н С1 , гид ¬
ролизат белка хлореллы (опыт .V 1 ). Кроме т >. мы проводили включе¬

ние С“ -лейцина в к инетопласты, очищенные от мембран центрифугиро¬

ванием н линейном градиенте концентрации сахарозы ( опыт 2 ). Для
«того суспензию «сырой» фракции кинетопластов наслаивали на поверх ¬

ность 27 мл линейного градиента концентрации сахарозы (1,2 М - 2.0 М )
и центрифугировали в роторе SW-25 1 (центрифуга Spinco L-2) в тече¬

ние 1 часа при 22 000 об / мин и температуре +2°. Зону кинетопластов
отсасывали пастеровской пипеткой, разводили п отношении 1 : 2 средой
Б и осаждали при 15000 g в течение 15 мин. (опыт Лг 2) .

Из надосадочной жидкости после осаждения мнкросомалыюй фрак¬

ции выделяли цитоплазматические рибосомы путем однократного центри ¬

фугирования при 157 000 g в течение 1 часа. Фракцию « pH 5 ферментов»
получали по методу ( и ) .

В целях предотвращения бактериального .’ нгрязнеиин выделение ки¬

нетопластов и цитоплазматических рибосом проводили по возможности
в стернльпых условиях. Все реактивы готовили на стерильной воде и хра
пили в замороженном состоянии.

Для включения С1^гидролизата белка хлореллы и Си-лейципа в кисло ¬

тонерастворимые белки кинетопластов использовали среду ( Ai ) с неболь¬

шой модификацией. Состав среды для включения С14 аминокислот в ри¬
босомы цитоплазмы был взят нами из работ Чостерса ( ° ) с некоторыми
изменениями. В тех вариантах опыта, где использовали хлорамфеникол
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и цикло!ексимид. радиоактивные аминокислоты добавляли после 15 мни ,

преинкубации фракций киветопластов и цитоплазматических рибосом
с этими антибиотиками. Инкубацию с радиоактивными предшественни¬

ками проводили при 30° в течение 30 мин , с периодическим перемешива ¬

нием . Во всех опытах был доставлен контроль на адсорбцию радиоак¬

тивности.
Включение останавливали добавлением равного объема холодной

10% ТХУ, содержащей 200 цмод. смеси С1 “ -аминокислот (в случае С 1 '1-
гидролнзатз белка хлореллы) или 10 цмол. С"-лейцина (для С ' лейцн-

Т а б л и ц а 2
Действие хлорамфвипкояа н цнк.тогексимнда на белоксинтеаирующую

систему цитоплазмы S. опсореШ

Условия

С**-гндроллзат белка
хлореллы С|4-л®йцин

имть'мин
на 1 мг
белка

% ингиОи
ровииия

ИМП/Э!И 1!
11U 1 МГ
белки

% ингнби-
ров&нзш

Полная система 10067 5540
_

С хлорамфеияколом 9750 3 5527 0 , 2
С циклогексимидом 1817 82 1000 82
С рнбонуклеазои 212 98 113 98
Без энергетической системы 357 96 202 9В

IT р н м е ч а и и е . Состав инкубационной среды (в имел. на 1 м.ч'п трис HGI буфер ,
pH J.ti 50; MftCI, 6 , КС . :>0: S-меркаитдат;.но.) ФЭП 5; ЛТФ С; ЦТФ 0,25; СТФ 0 ,25;
N ТФ O.i'v; ФОН-киназд ш мг; рибосомы 1 ,25 мг Седин; *рН ь франция - t мг Селма ;
(’.“ -гидролизат Селма хлореллы 1 у.С; С 'Чтнйоин 1 рС ; смеет, С.|г -аминокислот Оел леп¬
нина 0 ,5 каждой ; тлораыФеннкол и циклягеконмид — по 100 рг; РНКнан 1*1 р. г . Ре¬
зультаты — среднее из двух повторностей -

на ) . Радиоактивный осадок иссколько рал промывали холодной 5% ТХУ
и обрабатывали 5% ТХУ при 90е, в течение 15 мин. Затем суспензию
белка наносили на мембранные фильтры (Хемапо.т , ЧССР ) с 3-кратаой
промывкой 5% ТХУ. Радиоактивность просчитывали на жидкостном
сцннтилляциониом счегчнке Mark-1 с эффективностью 70% .
В табл, 1 представлены данные но влиянию хлорамфентикола п цикло

гекепмнда на включение С“ -гидролизата белка хлореллы u С“ -лейцина
в белки изолированных кинетоиластов S, oncopelti . При этом киыето-
пласты были выделены или дифференциальным центрифугированием с об¬

работкой рпбопук.теа .чой (опыт 1 ) , или очищены центрифугированием
в линейном градиенте концентрации сахарозы (опыт 2) .
Из табл. I видно, что хлорамфеникол почти полностью подавляет

включение С“ -амннокислот (гидролизат белка хлореллы) , а также С ' 1-
леицпна в белок кныетопластов, в то время как циклогексимнд црактпчеекя
не снижает включения. Инкубация кинетолластов с С“ -лейцином в при¬

сутствии обоих антибиотиков дает такое же низкое включение, кап и при
инкубации с одним хлорамфениколом . Отсюда следует , что включение
меченой аминокислоты происходит в процессе синтеза белка, осуществ¬

ляемого не цитоплазматическими, а кинетопластными рибосомами.
В опыте Лй 2 ( табл . 1 ), где использовали кинетон.шеты, очищенные

центрифугированием в линейном градиенте концентрации сахарозы, наб¬

людалось наиболее интенсивное включение С“ лейцина , что объясняется ,

вероятно, отсутствием балластных белков в препарате. Характер действии
двух антибиотиков на белокеннтезирующую систему кинетопласта как
в опыте Лг 1 , так н Лг 2 был сходный. Интересно, что присутствие РНКазы
в инкубационной среде ирпвело лишь к незначительному снижению вклю
чения С“ -ленцнва в изолированные кннетонласты. Отсутствие в среде
энергетической системы (всех нуклеозндтрцфосфдтов, фосфоэно.ширува-
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га н фосфшнолппруваткипачы ) в сильной степени подавляло включение
меченых аминокислот, что указывает на зависимость процесса синтеза
белка в изолированных книетопластах от обеспеченности энергией в виде
АТФ.

В табл . 2 приведены результаты действия двух антибиотиков па вклю¬

чение смеси С1‘-аминокислот (гидролизат белка хлореллы ) и Си-лейцина
и рибосомы цитоплазмы S, oncopelti, Полученные данные указывают, что
цигиплазматические рибосомы, выделенные из клеток зоофлагеллята , ус
тойчипы п хлорамфенпнолу, но весьма чувствительны к цикдогекенмиду .
Без лнергодающей системы и при наличии в инкубационной среде РНКазы
цитоплазмзгические рибосомы не включают метку в белок .

Полученные нами результаты относительно действия антибиотиков
на белоксинтезирующий аппарат цитоплазмы S. oncopelti хорошо ооглл*

суются с литературными данными (" ).
Таким образом , рибосомы изолированных кинетопластои S, oncopelti

оказались чувствительными к действию хлора мфеннкола п устойчивыми
к циЕлогепсимиду. Влияние этих антибиотиков па рибосомы цитоплазмы
н кпнетопластов противоположно. Этот факт служит важным доводом в
прльзу существования автономного белоксиитезирующего аппарата в кп-
нетонластах трипанозомпд. Эти результаты могут свидетельствовать так
же о том, что рибосомы кинетопластои трипанозомпд но ряду свойств сход¬

ны с рибосомами эукариота.
Московский государственный университет Поступило

им. М. В. Ломоносова 10 VIII 1970
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