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НА СПЕЦИФИЧЕСКОЕ СВЯЗЫВАНИЕ АМИНОАДИЛ-тРПК
С РИВОСОМПОП 30 S СУБЧАСТИЦЕЙ

Рибосомы in vitro способны ассоциировать е некоторыми полинуклеоти¬

деми и амнноаиил-тРНК, образуя комплексы рибосома — матрица — пми-
=>9F8;-TPHK, При атом происходит строго специфический выбор амино-
ацпл-тРНК в соответствии с кодонами матричного полинуклеотида — так
называемое «специфическое снизывание* ампноацил-тРНК. Известно, что
основную ответственность за специфическое связывания аминоатшл-тРНК
на рибосоме в присутствии матрицы несет 30 S субчастица (') . Пто спепп-

фическое связывание в зна¬

чительной мере может зави ¬
сеть от понпых условий сре¬

ды (‘) . Целью настоящей ра ¬

боты было изучение влияния
различных одно- и двухва¬

лентных катионов на специ¬

фическое связывание фенид-
алаипл-тРНК с изолирован¬

ной субчастицей 30 S в при¬

сутствии нолиуридпловой кис¬
лоты (полиУ).

В работе использовали преператы полпУ (К+-соль) фирмы «Реапал*(Венгрия). Меченую С'-фенилаланил-тРПК получали как описано ра ¬

нее ( г ) . 30 S субчастицы получали путем диссоциации 70 S рибосом, вы ¬

деленных из Е. col ), штамм МНЕ-600, и последующего разделения субча-стпц путем центрифугирования в сахарозном градиенте; рнбосомные суб¬

частицы высаливали из фракции сахарозного градиента с помощью
( NH4 )SOI Г ). 30 S субчастицы, хранившиеся и вице осадка под ( NH*) 2S(X,
перед опытом центрифугировали I час при 13 000 об/мин, суспендировали
в соответствующем буфере и дналпзовали дважды по 40 мни. против этого
же буфера . Затем субчастицы освобождали от агрегатов центрифугирова¬

нием 30 мин.при 10 000 об/мпн.
Концентрации 30 S субчастиц, полпУ и С*1-фетшлалапнл-тРНК в каж¬

дой серии опытов были строго одинаковы , Проба в обкоме 0,3 мл состояла
из следующих компонентов: 30 S субчастицы (20 28 цг ) ; нолиУ (40 цг ) ;
С1’-фенидаланил-тРНК (40 рг). Концентрация трпс-буферл в системе была
0,01 М, pH 7,2 7.4. В разных опытах брали различные одно- и двухвалент¬

ные катионы в меняющихся концентрациях. В каждом варианте опытов
ставились контролп на несцсцифпческое связывание ф‘ пилаланпл-тРНКс 30 S субчастицей в отсутствие полиУ. Инкубацию проб проводили в те¬
чение 20 мин. при 24° С (или, в некоторых сериях опытов, при 4°). Затем
пробы быстро охлаждали во льду и добавляли по 3 мл холодного буфера,
в котором проводили опыт. Комплексы наносили на нитроцеллюлозные
фильтры, промывали три раза 2 мл соответствующего буфера, высушивали
и считали их радиоактивность на жидкостном сцинтилляционном счетчике
«Карботриметр» (Франция ). Величины специфического связывания

Т а б л и ц а 1

Илютине одиовалентш.тх катионов (концентрация
вводимых солей составляла 0,1 Л/) иа специфиче¬

ское связывание, пнп /мпп.С'-фенилалаютл-тРНК
с. АО S субчастицей

(Условия оиытов:Стриг.нс] 0,01 М ,

^MgCl, — 6,02 Л/, pH 7,2. t -ж 24°)

NH/II КГ.1 HW’ I СвС1 Li Cl NaCi

С ншшУ 840 Й80 610 40П 290
Пел полпУ 140 130 70 70 70 70
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(в нмп/мнн на пробу ) при различных концентрациях разных катионов при¬

ведены в табл, 1, 2 и 3.
Данные табл. 1 свидетельствуют о том, что нз испытанных одновалент¬

ных катионов NH;+ обеспечивает наиболее высокое специфическое связы ¬

вание Ии-феын.таланил-тРИК с 30 S субчастицей п налиУ. Это специфи¬

ческое связывание заметно уменьшается в ряду Ml . , К+, ТО>+, Cs+, Li*,
Na+, при этом с Li 1' и Na+ оно уменьшается особенно существенно,
@, 2— 3 раза. В отношении двухвалентных катионов следует заметить, что

Т а б л и ц а 2

Влияние двухвалентных катшшпв (концентрации вводимых солон 0,02 0/)
па специфическое связывание, ими митцС^-фенилалаии.ыТ 'ЛК с 30 S субчастицей

(Условия опытов; б’трис-НС! V/ , CNHiC] 0,1 V, рП 7 , 2)

MAC!, СлС], ИпС], N1CJ, м^сь СиС1, Mmil, НЮ1,

‘2 1е С an.inУ 1030 1670 1730 70 1° С полиУ 870 1280 1260 70
Бет ?>;8# 310 330 350 1 70 | Без полиУ 200 500 300 70

Т а б л и ц а 3

Влияние <0;KE концентраций двухвалентных катионов па фона значительной
концентрации Mg2* ua специфическое связывание, ими . чин. С ‘-фвтнилилинн .д-тРНК

с. 30 S субчастицсй
(Условия опытов: CTfllI|-.-Ht4|t= 0,01 М , = 0.1 Л/, pH 7, 2; ( - - 2-г« а )

,.ё
к

М5С1Ц0.И» ля
гаерчвдкн
(Р.001 ля

МкСЫС.оон лп
CaCI, <a,<JU1 MJ

месщо.о® ло
Xi П(Я,(0,001 Л!)

МдС!,(0.009 ля
МП],(0,«И М )

м^смо .ам ля
ZnCJ.(9,801 ЛЯ

Опыт 1 С нолиУ ГИн 660 570 460 90 70
Ьез поляУ во 110 110 100 70 70
Опыт 2 г: полиУ - 980 870 дао 120 130
Без поляУ - 100 110 но 00 80

для образования тройственного комплекса требуются сравнительно высо¬

кие концентрации Mg,+: так, при 0,02 М Mg‘+ специфическое связывание
происходит полнее, чем при 0,01 М Mg ' (табл, 2, il ). Са:' + и Ми,+ ири их
концентращш 0.02 .If не только вполне заменяют Mg"% по и обеспечивают
даже существенную стимуляцию специфического связывания. Наоборот ,
при замене Mg!+ на Ni в '* п Zn:'+ в концентрации 0,02 М специфического
связывания по происходит (табл. 2).

Предполагая, что высокие концентрации Ni 2+ и Zn2 t могут как-то отри¬

цательно действовать на саму структуру 30 S, мы попытались обнаружить
аффект этих двухвалентных катпопоп, плодя пх в систему в небольших
количествах (0,001 М ) на фоне довольно высокого содержания Мд2+
(0,009 Л/ ) , Однако в этих условиях Nr 4- и Zn31 также значительно ииги
бнрппалн образование комплексов (табл. 3) . Мм21 , Са 21 и спермндин на
фоне Mg2* не оказывали заметного влияния на специфическое связывание
(табл. 3).
Опыты, проведенные при V , показали, что специфические комплексы

могут образовываться и при этой температуре, правда с несколько меньшей
эффективностью, чем при 24° (табл . 2) . Во всех случаях наблюдали неко ¬

торое связывание фепилалавнл тРИК с 30 S частицами н и отсутствие
полиУ (до 20% от связывания п присутствия полиУ). Не исключено, что
ото объясняется примесью 50 Й в препаратах 30 S субчастиц.
Итак , в условиях описанного эксперимента образование специфическо¬

го комплекса 30 S субчастица — фенилаланнл-тРНК — полиуриднлоннн
кислота происходит как и присутствии 0,1 М 1ЧН.+ илн К% так я 0,1 М Rb1"
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или Cs \ Эти ионы можно, по видимому , считать долее или менее взаимоза ¬

меняемыми, хотя небольшое уменьшение эффективности п ряду NH,+, К \
ПЬ , Сй+ все же наблюдается. Аналогичный ряд (КН ~, К -1", !9+) был отме¬

чен ранее по способности шпионов активировать 30 S еубчастицы для спе¬

цифического связывания аминоацил-тРНК (‘). Замена этих попал на 1л 4

или Na+ в той же концентрации (0,1 М ) существенно ингибирует образо¬

вание комплекса, что согласуется с данными других исследователей, изу¬

чавших специфическое связывание амнпоацнл-тРНК как с полными 70 S
рибосомами (’ т ), так и с изолированными 30 S субчастицами ( ;, я ).
Двухвалентные катионы Мд!+, Са 2 ' и Мп !_ вполне взаимозаменяемы

для образования комплекса , при атом Са 24' п Мгг- даже более эффективны,
чем Mg* Наоборот , Nii 4 и f,п да;ке в малой концентрации (0,001 М ) но
фоне значительной концентрации Mgr практически нацело ингибируют
специфическое связывание фенилаллнпл-тРНК с ,30 S субчастицей .
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