
Д о к л л ды А к а д е м н н п а у к С С С Р
1971. Том 199, As I

УДК 57G, 343 БИОХИМИИ

Г. Н. ЗАЙЦЕВА, Н. А. ШАНИНА, Е, II. ЭЛЛИДИНА. М. К , ПАХОМОВА
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Важный вклад п таксономию н филогению живого мира может днтк
изучение не только ДНК, но и белоксинтезиругощего аппарата клетки —
рибосом. Интерес представляют простейшие, и особенно жгутиковые, как
наиболее древние представители типа простейших ,

Однако о рибосомах жгутиковых простейших, и особенно зоофдпгел-
лята , имеется относительно мало данных ( \ 2 ) ,

Перед нами стоял вопрос, существуют ли какие-либо особенности в
согтапй ДНК и в строении рибосом у наиболее уволюционно древних фла-
геллята по сравнению с другими представителями простейших.

Изучали гедиментациоияые свойства рибосом и рРНК, и также иук-
лсотндиый состав ДНК и рРНК и качественный набор рибосомалыних
белков у Trypanosoma lewdsi. Сравнивали их с уже известными свопетва-
ми рибосом Strigomonas oncopelti (s). Эти два представителя зоофлагел-
лята отпосптся к разным родам: Trypanosoma и Crithidia одного . 'емейст-
ва Trypauosomidia, В работе использовали культуральную форму иприлити¬

ческого простейшего Trypanosoma lewisi в лептомотмиой стадии (куль¬

туру любезно предоставил нам В. И, Хачоин). Клетки Т. lewisi выращивали
на модифицированной среде, рекомендованной II , Н, Сухаревой для S. опсо-
реШ (3) . Клетки разрушали стеклянными бусами (баллотини Л: 14) в
тмогенплатпре MSI1! (среда A : n '.u'-HCI, pH 8,0, 0,03 М ; КС! 0,1 М ; MgO
0,01 М ; р-меркаптоэтанол 0,005 М ) . Гомогенат центрифугировали при
10000 g 15 мин. Верхнюю часть жидкости осторожно сливали и добавля¬

ли тритон X 100 до конечной концентрации 0,5%, После часового переме-
шплэпия на холоду мембранный материал осаждали при 104 000 g 2- 1 мни.
(центрифуга Soporspeed 50, MSE) , а надогадочмую жидкость снова цент-
рифугяровалп нрн 104 000g в течение 120 мин. Плотную часть осадка ри¬

босом суспендировали в среде Б (та же, что среда А, но с сахарозой —
0,4 М и pH 7,(3) и центрифугировали при 23 OTOg в течение 20 мин. Эту
процедуру очистки рибосом от мембранного материала проводили 3— 4
раза. Осветленный супернатант, содержащий рибосомы, центрифугирова ¬

ли при 105 000g в течение 80 мин. Плотный стекловидный осадок — чи¬

стые рибосомы (около 50 мг ил 20 г сырых клеток ) .
Рибосомал г.ные субчастицы получали диссоциацией мономеров при

снижении концентрации ионов магния от 0,01 до 0,001 М ( 12 час. диализ
в буфере: трис-HCt, pH 7,0, 0,015 М; КС1 0,1 ;Vf ; Мдг+ 0,001 М ) .

Исследование седиментационных свойств рибосом и их субчастиц про¬

водили в аналитической ультрацентрифуге Beckman с «шлирен »- оптикой.
Коэффициенты седиментации рибосом определяли в 4 концентрациях
(от 1 до 4,5 мг ) , Константу седиментации рибосом рассчитывали путем
экстраполяции к бесконечному разделению значений SB(t, I V , Концентра¬
цию рибосом определяли, считая 1 ' — 23 мг/мл РНК; количество
РНК узнавали спектрофотометрически J: A орцшшм ( ' ) , а белка - по
Лоурн .
Сбднментацнонные свойства рРНК последовали при центрифугирова¬

нии в линейном градиенте концентрации сахарозы в основном по мето ¬

ду ( ' ) . При этом использовали способ непосредственного выделения рРНК
обработкой препаратов рибосом додоцнльсульфатом натрии, который лт?ля-
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ется хорошим ингибитором рнбинуклеаз, Для отделения рРНК от белков
к 0.8 мл суспензии рибосом и буфере (трис- HCl. рИ 7,0. 0,01 -V; NaCl
0,1 М \ MgCh 0,015 .1/, полнвппилсу.ть-
фвт 100 цг/мл ) , добавляли 0,2 мл 25%
раствора Nа-додеиилсульфата до конеч¬

ном концентрации 5%. Смесь рибосом
встряхивали 1 мин. л центрнфугирова-
лн 5 мин. при 500g-; супернатант содер¬

жал рРНК.
Для определения коэффициентов се¬

диментации проводили одновременное
осаждение в градиенте концентрации
сахарозы исследуемой рРНК Т . lewisi
н меченной но Н3-ураннлу рРНК G, coli,
которая служила маркером с известны- j
ми коэффициентами седиментация 23S
и 16S. Значения коэффициентов седи- Н"
ыептанни большого п малого компетен¬

тен рРНК Т. lewisi рассчитывали по
формуле ( 6) ,

ДНК выделяли из ядер , полученных
из клеток Т. lewisi, но методу (;!) . Со¬

став ДНК и рРНК определяли после
хроматографического разделении на бу¬

маге оснований и нуклеотидов ( 7). Эти
данные статистически обрабатывали.
Получение рибосомальных белков и их
разделение методом элекрофорозя н
полиакриламидном геле проводили, как
описано (-) , с некоторой модификацией.
Для лучшего разделения белков гели
подвергали предварительному электро¬

форезу, который, как и основной про¬

цесс, вели при комнатной температуре.
Даппые по нуклеотидному составу

ядериой ДНК Т. lewisi приводятся л
табл. 1, в которой для сравнения дан
также нуклеотидный состав ядерний
ДНК У. oncopelti ( ь).
Из табл. 1 видно, что ДНК Т. lewisi

и S. оисореШ имеет довольно сходный
состав оснований. ДНК этих зоофлагел
лят относится к ГЦ-типу и имеет коэффициент специфичности (Г Ц) / .
/ {А 4- Т ) , равный {.26 для Т. lewisi и 1,18 для У. cmoopelti. Полученные
нами с помощью хроматографического метода данные но содержанию
Г + Ц R ДНК Т. lewisi и S, oncopelti (") близки к литературным, рассчи ¬
танным по величине плавучей плотности (* ) .
Для изучения некоторых физико-химических свойств пп клеток Т. lewi¬

si были выделены чистые рибосомы со спектральными данными ( D^.0 / D̂
1,70 н DwtJD:,, 1 ,95) , свидетельствующими о том, что содержание t ‘111 »
н белка и них близко к эквимолярному. Сходные соотношения оптических
плотностей были получены для цитоплазматических рибосом S, oncopelti
{ D -* s / D m 1,65 IT Дчп / />,.< „1,80) {“ ) . В рибосомах Т . lewisi количество РНК
составляло 51,1%, а белка 68,9 %. Такое же содержание РНК п белка ха ¬

рактерно для рибосом У. oncopelti.
Для химической характеристики рибосом Т. lewisi был изучен нуклео¬

тидный состав рРНК, который сравнивался с уже известным составом
рРНК S. oncopelti ( 2 ) ,
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Рис, 1 . Электрофоретичесиог,- распре¬

деление белков цитоплазматических
рибосом Т. lewisi ( 7 ) п S. oncopelti

(.2). 2R фракций белков
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Т а б л и ц а i

Нуклеотидный состав ДНК и рРПК аоофлагеллята (мол , ''/ а)

Т<У ) ПУ Г+ ц
ПИ А +Т<У)

ДИН
Т , lewisi
S. oncopelti

рРНК
Т lewisi
S. oiKopelti

28,07 ± 0,58
27 ,13 ± 0, 45

27 ,01 ± 1.10
28,48 ± 0,36

27,73 ±0,75
27,12 ±0.61
22.98 ± 0, НО
23.98 ± 0,38

21,97 ± 0,65
22,84 ± 0,51

26,63±0,90
25, 57 ±0, 29

22.23 ± 0 , В1
22.81 ± 0,58

23.38 ± 1,02
21,97 ±0,20

1 ,00
1,00

1.16
1,18

1 ,20
1 ,18
1,00
1.13

Из даттпых табл. 1 следует, что рРНК Т. lewisi имеет эквимолярные со-s. oncopelti принадлежит к слабо
выраженному ГЦ-тину. Тем не
менее. нуклеотидный состав
рРТТК этих зоофлагеллята имеет
большое сходство.
Используя метод электрофо¬

реза в полиакриламидном геле,_
мы прове.ти изучение качествен¬

ного набора основных белков ри¬

босом Т. lewisi. Для сравнения
приводятся данные по составу
рнбосомальных белков S. опсо-PITC , 2. Седагмшггог рамма рибосом (я ) н суб- рещ ('- ) . Из представленныхчастиц ( <Т) Т. lewisi электрофореграмм {рнс. 1) вид¬

но, что сколько-нибудь сущест¬

венных качественных отличий в распределении белкой цитоплазматиче-
ских рибосом у этих представителей тринанозомнд не обнаружено. Можно
отметить только количественну ю разницу в содержании некоторых бел¬

ковых фракций у двух сравниваемых организмов. Так , например, рибосо-
мальных белков с малой электрофоретической подвижностью у S. oncopel¬
t i больше, чем у Т, lewisi. Итак, по ряду химических свойств рибосомы
двух представителей разных родов семейства тринанозомнд оказались
весьма сходными.

Одной из основных характеристик рибосом является изучение их се¬

динептанионных свойств.
При исследовании в аналитической ультрацентрифуге рибосомы Т. le¬

wisi ( в буфере 0,0! М трнс-НСЛ, pH 7,6; 0,01 М MgCP) имели один четкий
пик мономера с константой седиментации 78,4S (рпс. 2а ). При снижении
концентрации Mg-+ от 0,01 М до 0,001 М мономеры рибосом Т. lewisi дис¬

социировали на суичастлцы с козффнцнептемп седиментации 44S и 60S
(рнс. 26) , Значении коэффициентов седиментации рнбосомальныхсубчастнц
у Т. lewisi совпадают с их значениями, полученными для S. oncopelti ( 2)
И других флагеллята (10),

При изучении седиментациииных свойств рРНК мы столкнулись с ее
нестабильностью. Для предотвращения деградации рРНК под действием
РНКазы цри выделении ее на рибосом был использован додецилсульфат
натрия. Исследуя лрепарататы рРНК Т. lewisi при оптимальных услови¬

ях центрифугирования в линейном градиенте концентрации сахарозы,

мы обнаружили два компонента с коэффициентами седиментации (в раз¬

ных опытах ) , равными 2Г» — 26S и 17— 1SS. Аналогичные результаты по
седимеитационным свойствам рРНК S. oncopelti были получены ранее (5 ) .
Из наших и литературных данных (", 1г ) следует, что почти у всех из¬

ученных представителей простейших (за исключением Euglena gracilis)

отношения нуклеотидов, а рРНК
±

78,8
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большой компонент рРНК по (-е-
диментационным свойстпам бли¬

же к животным, а малый — к
растительным рРНК,

Интересной особенностью ри¬

босом флагедлята . обнаружен ¬

ной нами ранее ( 5 ) у S, oncopel-
ti и и настоящей работе у J ,

lewisi, является их почти пол
паи диссоциация на субъедини ¬

цы уже при 0,001 Л/ концентра ¬

ции ионов магния и ионной
силе буфера 0,1— 0,01 р, что
сближает их в этом отношении
с рибосомами прокариота . По
характеру диссоциации в дан ¬

ных условиях рибосомы зпофла-

геллята и фитофлагеллята С3 )
сходны, но отличаются от рибо ¬

сом других простейших, напри¬

мер, ресничкокых и саркодо-

вых ( \ н , , 2 ) ,

Таким образом, сравнитель¬

ное изучение рибосом подтвер¬

ждает существующее предполо¬

жение о том , что флагедлята яв ¬

ляются наиболее древней груп¬

пой организмов среди простей¬

ших.
Другим свидетельством

пользу этой гипотезы являетен
сравнительное изучение состава
оснований ДНК у различных
организмов типа простейших.
Установлено , что ДНК всех из¬

ученных представителей фла-
геллята принадлежит преиму¬

щественно к эволюционно древнему ГЦ-типу, итроко распространенному
среди прокариота и некоторых низших форм эукариота ( '* ) .

Таким образом, сравнительное изучение ДНК и рибосом может дать
важную информацию об эволюции живого мира.
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Рис. 3. Седиментация рРНК Т. lewisi и К. eoli
л градиенте концентрации сахарозы. Дтгней-
иый градиент концентрации Сахаровы от 5 до
20% . Буфер: трнс-НСГ, pH 7,6, 0,Ш .V ; NaCl
9,5 W; SDS 0,2%. Растворы сахарозы обраЛа*
тыкали бентонитом (400 цг /мл). Ротор SW-50,
объем 5 мл, скорость осаждено» 39000 об /мин,
время 4 часа , температура 18— 20°. > — 3 опти¬
ческих единицы рРНК Г lewisi; 2 0,13 опти¬

ческих единиц Н1 рРНК Е. coll
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