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О НЕРИБОСОМНОМ ВКЛЮЧЕНИИ АМИНОКИСЛОТ
1 >, БЕСКЛЕТОЧНОЙ СИСТЕМЕ ИЗ П1ЕЛКООТДЕЛИТЕЛЬНОЙ

ЖЕЛЕЗЫ ТУТОВОГО ШЕЛКОПРЯДА

Значительная часть молекулы фиброина тутового шелкопряда ( так
называемый кристаллический фиброин ) состоит из монотонно повторя¬

ющейся последовательности ( X — тли — ала — гли — ала — гди) п, где
X — может быт; , серин , тирозин, валин ( ! ) . Вполне вероятно, что такой
простои полипептид образуется перлбособшдм путем , без матрицы иРНК .
И пользу этого свидетельствуют следующие косвенные данные: 1 ) не¬

смотря иа тщательные поиски, нРНК с преобладанием кодонов глицина
и аланина (т . е. богатая гуанином и цитозином) не была обнаружена
в железе; состав быстрометящейся РНК железы близок к составу ДНК
( г) ; 2) аминокислотный состав фиброинов близких видов шелкопрядов
сильно варьирует ( ^j , что противоречит матричной теории; 3} в отличие
от аминокислотного состава сершшна (г) , состав фиброина не подверга¬

ется стрентомнцшювоп модификации. Не исключена возможность, что
глицил-алннинонын олигоиептид является промежуточным звеном в син ¬

тезе фиброина; н дальнейшем он полимеризуется ферментами типа ли¬

га:? тт присоединяется к TBit называемой аморфной части фиброина, син¬

тезирующейся обычным, т, е . матричным , путем.
Дли проверни : >тон гипотезы нами была предпринята попытка обна¬

ружить включение глицина л аланина в осаждаемый трихлорукеусной
кислотой материал и гомогенатах шелкоотделительной железы, освобож¬

денных центрифугированием от мпкросомшш фракции. В опытах исполь¬

зовались гусеницы тутового шелкопряда разных пород, пак правило, во
второй половине пятого возраста , когда в шелкоотделнтслышй железе
in vivo происходит наиболее интенсивное включение глицина а алан it -
на (s ).
У живых гусениц отделяли фнброинопый отдел железы, промывали,

замораживали в жидком азоте , после чего растрали в ступке до пыле¬

видного состоянии и зкстparпровалн 2 объемами трис-НС1-буфора 0,05 М ,
рТГ 7,5, с добавлением 0,05 М MgClj, 0, 1 М КС! и 0,25 М сахарозы. Яд¬

ра , митохондрии , обрывки мембран осаждали центрифугированием при
15000 g 15 мни., затем из супернатанта осаждали мнкросомкую фрак¬

цию нептрнфугнроаанием при 105 000 g 2 часа (осаждаются не только
мшфпсоыы . но и рибосомы) . Конечный супернатант хранили при — 70°.
Однако после 6 — 7 дней хранения вэ оттаиваемого супернатанта выпа
дает осадок фиброина , и включение аминокислот сильно уменьшается.

Возможно, это связано с тем , что с осадком фиброина выпадают и от¬

ветственные за включение ферменты. Оптимальная концентрация белка
в инкубационной смеси 1 мг. Среда для инкубации содержит трис ITC1
0,05 М 1 )И 7.5; NfЕС 1 0,1 М ; NaCl 0,04 M;;CI : u .iЮЗ-0,05 М ;
4рМ Na-солн АТФ (производства Nutritional Biochem , corporation) ;
0,5рЛ/ дптпотреитола (ДТТИ ) ; 0.5 М феяилтиомочевгшы (ФТМ ) ;
по 1 (. LЛ/ немеченых аминокислот (кроме глицина и аланина ) . К некото¬

рые пробы добавляли по 1 мг панкреатической РНКазы ( « Reanal» ) ,
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200 fu л .шрамфеннкола, 50 цг пуромицина . Объем инкубационной смеси
пнчавлял 0,5 мл. Пробы инкубировали 20 мин . при 30°, затем фиксиро¬

вали равным объемом 10% ТХУ с избытком соответствующей немеченой
аминокислоты , отмывали один раз холодной 5% ТХУ , затем кипятили
и 5% ТХУ , наносили на ультрафильтры KUFS и отмывали 100 мл
5% ТХУ и 10 мл спирта . Включение считали в толуоловом сцинтилля¬

торе тта енинтнллитшлнеш счетчике Mark В опытах использовали гли -

Т а б л и ц а 1
Включение, % лг контроля

л* л*п. в Вярнагсты
Л* 1 Л* 2 .Ай 3 4 X? 5 X

t Р

I Сустсрчатлкт (С) 100 100 90 105 100 100 0 ,1 <0,1
С4- АТФ - ала -Сч 3;9' * '. 214 100 215 ЮТ1 —S С - - АТФ ХФН in — 2,3 >0,05

4 С - АТФ ФТМ 122 шшт 2.0 <0,05
5 G -- АТФ ФТМ 4- ДТТИ 137 Ш 130 130 2,Тв >0,05
rl С I АТФ - f ФТМ 4. ДТП!4-

| PHКял,1 — 10*5 104 80 108 99,5 ;з <0.1
1

8
С !- АТФ - - ФТМ -f ДТП!

4- ХФН
С 4- АТФ-ФТМ 4- ДТТИ

4- ПМ — 110

137 — 1.15
2,00

<0,1
>0,02

0 С -Г АТФ 4-ФТМ 4 ДТТИ -ь+риНосомм — 101 — — — — 0,2 <0,1
10 г. — АТФ ФТМ s ДТТИ 4-

4- ME1* 0,003 — — — 130 180 шп 13.3 >0,001

11 с 4- 0BD 4- ФТ.м 4- дтти 4-
4- М«**0,0Сй м — ХФН — “ 149

_
2.8 >0,05

12 С 4“ ФТМ 4- ДТТИ — — — BS — - — —
цнн-Н 3 с удельной активностью 90 мС/мДО чешского производства . Конт¬

ролем служили пробы с нулевым временем инкубации . Результаты пред
ставлены в табл, 1.

Каждый вариант опыта был представлен не менее чем 5 параллеля¬

ми . 13 табл . 1 указаны средние значения по вариантам, а также средние
значения по ряду опытов (JNIUStf 1— 5) t критерий Стыодента t и уровень
достоверности разницы между опытом и контролем Р .
Из результатов опытов можно сделать следующие заключения. Ибез-

рибосомном супернатанте фиброиноного отдела железы наблюдается пе¬

аначительиое ( 120% т ко з IT|>оля ) т но доспжерш iе включение гл111щна
и аланина . Это не образование бедок-хштон-иминпых комплексов (е ) ,
так как требует источника энергии — АТФ (вариант JVs 12) п пи инги
бируется, а , наоборот , стимулируется фенилтиомочевиной (варианты

JVfi 4, 5, 10, И ) . Это и не эндогенное включение, обусловленное остав¬

шимися после центрифугирования рибосомами, так как не ингибируется
нуромпцином (вариант JS6 8) и стимулируется низкими концентрациями
Mg2+ (варианты 10, 11 ) . В то же время оно ингибируется ГНКазой
почти на 100 % , что позволяет предположить, что промежуточным зве
ном в этом синтезе является аминовцнл — тРНК. В этом отпотпеняи об¬

наруженное включение напоминает Х -концеяое присоединение амино¬

кислот, открытое Соффером у Е . coli « По-видимому для включения нужен
дитнотреитол или аналогичное ему соединение ( {J-меркаптоэтанол, но>
становлеплый глютатион ) . Впрочем, п одном опыте (опыт JNls lt вари¬

ант Дг 2Т шелкопряд скорциошцюйой лшши ) очень высокое включение
наблюдалось н без этих добавок. Любопытно, что хлорамфепикол как
будто не ингибирует, а стимулирует это включение (варианты ДБДй Л,
71 11 ) , хотя известно ( 7 ) , что in vivo этот антибиотик тормозит биосин¬

тез белков гусениц пятого возраста .
Как нам кажется, можпо заключить, что результаты наших опытов

не опровергают гипотезы о нерибосомном ( не .матричном ) механизме би¬

осинтеза кристаллической части молекулы фиброида тутового шелко-
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прлда. Однако наши данные должны считаться предварительными до
идентификации конечного продукта.
Б заключение мы выражаем глубокую признательность Г. В , Само¬

хваловой н директору Пятигорской шелкостапцин П, Ф . Белову за любез¬

ное предоставление гусениц шелкопряда и А. А . Богданову за интерес
к работе п ценные указания.
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