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При диссоциации полирибосом с помощью хелирующих агентов, напри­
мер. ЭДТА (*,:’j образуются свободные полирибосомные субчастпцы и мо­
лекулы мРНК в форме рибоиуклеопротепдов (мРНП).

Было постулировано (2,3), что эти белки связаны с мРНК в нативном 
полирпбосомном комплексе и принимают участие в регуляции трансляции.

Однако нами было показано (4), что при диссоциации полирибосом 
с помощью ЭДТА из полирибосомного комплекса освобождаются белки, 
способные взаимодействовать с добавляемой извне мРНК с образованием 
стабильных мРНП, п что, следовательно, в этих условиях диссоциации, 
когда происходит депротеинизация рибосомных субчастиц (5), нельзя по­
лучить точную информацию о количестве и природе белков, связанных 
с мРНК в нативных полирибосомах. Более того, было показано (6), что 
при получении полирпбосомной РНК с помощью обычной фенольной де­
протеинизации некоторые структурные белки рибосом образуют прочные 
комплексы с поли А участком мРНК.

Таким образом, в настоящее время остается неясным, действительно 
ли мРНК в полирпбосомном комплексе связана с белками, каковы число 
п природа этих белков и какую роль в трансляции они выполняют.

Для решения этого вопроса необходимо выяснить в какой форме высво­
бождаются мРНК при других способах диссоциации полирибосом, с какими 
участками мРНК связаны эти белки и какова стабильность мРНП к раз­
личным воздействиям, способным диссоциировать белки от рибосомных 
субчастпц.

В данной работе мы исследовали продукты, возникающие при диссоциа­
ции полпрпбосом с помощью 0,547 КС1 (2), при совместном действии пуро- 
мпцпиа и <'..’>]/ КС1 (8) и с помощью полпвипилсульфата (ПВС) (9). Для 
первых двух приемов характерно образование биологически активных 40S- 
тт GOS-субчастиц и практически полная диссоциация полпрпбосом. В рабо-. 
тах было показано, что поливпнплсульфат диссоциирует рибосомы на суб­
частпцы (9) с коэффициентами седиментации, мепыпимп чем 40S и 60S 
(последнее указывает на частичную депротеинизацию субчастиц, пли на 
их денатурацию). Мы подробно исследовали эффект ПВС на полирибосо­
мы, имея в виду и чисто прикладную задачу, а именно, найти такие усло­
вия диссоциации, при которых происходила бы преимущественная депро­
теинизация мРНП, что позволило бы отделить мРНК от рибосомных суб­
частпц. Несмотря на создание методов выделения мРНК, основанных на 
наличии поли А участков в ее составе (11_13), проблему получения мРНК 
нельзя считать решенной, поскольку существуют классы мРНК, не содер­
жащие поли А (14).

Все опыты проводили на самцах крыс весом 150—160 г, голодавших 
24 часа. Для избирательного мечения мРНК внутрибрюшинно вводили ак­
тиномицин Д (из расчета 0,2 мг па 1 кг веса животного) и через 2 часа 
после введения меченого предшественника РНК животных забивали и из 
печени выделяли все рибонуклеопротеидные частицы цитоплазмы методом 
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осаждения их в среде с высоким содержанием ионов Mg2* С’’). Из осадка 
получали полпрпбосомы как описано в работе (|9) при концентрации ионов 
Mg2+ 0,001 М. Осадки полирибосом хранили при -SO0. Анализ в градиенте 
сахарозы и градиенте плотности CsCl проводили как описано ранее С“).

Диссоциацию полирибосом с помощью пуромпцппа проводили но мето­
дике Блобеля (8).

Рис. 1. Седиментационный анализ РНК, выделенных из полприбосом. об­
работанных п необработанных ЛВС. а — РНК контрольных полприбосом: 
б — РНК полирибосом, обработанных ПВС (4 мг/мл) в 0,01 М трис-буфере. 
0,1 М ХаС1, 5 мин. в ледяной бане. 1—профиль у.-ф. поглощения при 

260 мц, 2 — профиль радиоактивности

В первой серии опытов методом аналитического центрифугирования оп­
ределяли полноту диссоциации полприбосом под действием различных 
концентраций ПВС. Было установлено, что при концентрации .ПВС 4 мг/мл 
наступает полная диссоциация полпробосом п образуются субчастпцы с ко­
эффициентами седиментации, близкими к 40S и 60S. При концентрации 
ПВС 0,4 мг/мл диссоциации полприбосом не происходило, а при более вы­
соких концентрациях ПВС наблюдалась ступенчатая депротеинизация ри­
босомных субчастиц вплоть до образования свободных рибосомных РНК 
с коэффициентами седиментации 18S и 28S.

Чтобы исключить наличие деградации рРНК и мРНК под действием 
ПВС, исследовали их седиментационное распределение в сахароз ном гра­
диенте (|6). На рис. 1 видно, что ПВС не вызывает деградации полпрпбо- 
сомпых РНК.

На рис. 2д представлено седиментационное распределение в сахарозном 
градиенте продуктов диссоциации полирибосом под действием ПВС в кон­
центрации 4 мг/мл. Видно, что мРНК седиментирует препмзацественно 
в зоне рибосомных субчастиц и, следовательно, по освобождается в свобод­
ном состоянии. Анализ плотностного распределения продуктов диссоциа­
ции в градиенте CsCl (рис. 26) подтверждает этот вывод. Сходные относи­
тельные распределения получены и для более высоких концентраций ПВС. 
Итак, пи в одном случае пе происходило преимущественной депротепнпза- 
цип мРНП тто сравпенто с рибосомными субчастпцамп. Следовательно, оба 
класса РНП — рибосомные субчастпцы и мРНП — в одинаковой степени 
нестабильны при действии депротеинизирующих концентраций ПВС.
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Поскольку при диссоциации полприбосом с помощью ЭДТА образуются 
денатурированные рибосомные субчастицы крайне чувствительные к де­
протеинизирующим агентам (17), мы исследовали действие ГГВС па продук­
ты диссоциации, возникающие при действии ЭДТА на полирибосомы. Из 
представленных данных (рис. 36) видно, что, во-первых, ЭДТА-субчастп- 
цы чувствительны к ПВС и в значительной степени депротеинизируются; 
во-вторых, в этих условиях депротеинизируется и мРНП. Последнее об-

Рис. 2. Диссоциация по­
лирибосом с помощью 
ПВС. Полирибосомы, об­
работанные ПВС (см. 
подпись к рис. 1) в 15— 
30% сахарозном градиен­
те с 0,5 мл подслойкой 
50% сахарозы, на 0,01 М 
ff-фосфатпом буфере (pH 
7,5 при 20°), 0,05 ЛГ КС1 
и ПВС в концентрации 
4 мг / мл при центрифу­
гировании 4 часа при 48 
тыс. об/мпн в роторе 
SW-50 при 3° (а) и в
'радтгепте плотности 
CsCl (б). 1, 2 в рис. 2, 3, 
4 то же, что и на рис. 1

Рис. 3. Совместное 
действие ЭДТА и 
ПВС на по.дпрпбосо- 
мы. Полирпбосомы 
инкубировали в ле­
дяной бапе с 2 рЛ/ 
ЭДТА па I мг поли- 
рибосом и затем 
5 мин. с ПВС (в ко­
нечно й концентрации 
4 мг/'мл). а — сахароз­
ный градиент см. под­
пись к рис. 2, б — 
градиент плотности

CsCl

стоятсиьство представляется очень интересным, оно показывает, что 
мРНП, возникающий при диссоциации полприбосом с помощью ЭДТА, 
разрушается при действии небольших концентраций ПВС. т. е. в условиях, 
когда при действии ПВС на полирпбосомы, из последних освобождается 
мРНП. Можно предположить, что состав и структура мРНП, возникающих 
при действии ЭДТА и при действии ПВС, различаются. Следует также под­
черкнуть, что и в этих условиях воздействие ПВС на полирпбосомы не при­
вело к преимущественной депротеинизации рибосом.
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Во второй части работы исследовали диссоциацию полирибосом с по­
мощью пуромицпна в высокой ионной силе. Вопрос о том, в какой форме 
освобождается в этих условиях мРНК, оставался спорным. Первоначаль­
ные данные об освобождении свободной 9S-MPHK (10) при дпссоциап ип 
полирпбосом ретикулоцитов оказались ошибочными (18).

В нашей работе, которая была закончена до публикации этих данных, 
представлены следующие результаты: при действии только высокой ионно а 
силы (рис. 4а) диссоциирует примерно 60% полприбосом. При добавочном
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Рис. б. Диссоциация полирпбосом пуромицппом в высокой ионной силе. На 15—30% 
сахарозный градиент, приготовленный на 0.05 М ТЭА (триэтаноламип-буфер) pH 7.5 
0.5 М КС1. 0.001% ПВО. наслаивали: а — полиробосомы в 0,05 71/ ТЭА, pH 7,5, 0,5 М 
КС1 п 0,001 М MgCL; б — те же полирибосомы, обработанные пуромицппом; в — по­
лиробосомы. обработанные пуромпципом, в градиенте плотности CsCl. а, б — цент­

рифугирование см. подпись к рис. 2

действии пуромпцшта (рис. 46) диссоциирует 90% полприбосом. В этих 
условиях лишь 20—25% мРНК седиментирует в сахарозном градпентс- 
медлеппее, чем рибосомные субчастицы и может быть отделена от них. 
Результаты анализа продуктов диссоциации полприбосом под действием пу- 
ромиципа в градиенте плотности CsCl (рис. 4в) также указывают, что 
мРНК и здесь высвобождаются в форме рпбопуклеопротепдов.

Поскольку при различных способах диссоциации полирпбосом, приво­
дящих к образованию нативных 40S- и бОЭ-субчастпц, мРНК освобождает­
ся в форме мРНП, мы склонны допустить, что по крайней мере часть бел­
ков связано с мРНК в полпрпбосомном комплексе до диссоциации и, воз­
можно, участвует в регуляции трансляции. Вероятно, что эти белки связа­
ны со служебными последовательностями мРНК.
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