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Известно, что у прокариот существует одна ДНК-зависпмая РНК-по- 
лимераза, осуществляющая синтез всех видов РНК. В ядрах эукариот об­
наружено несколько форм этого фермента, различающихся по своим свой­
ствам, субъединичному строению и локализации (1_7). Так, у животных, 
высших растении и грибов находят три основных формы фермента: фор­
му I, локализованную в ядрышке, формы II и III — в нуклеоплазме. Сле­
дует отметить, что из трех форм РНК-полимеразы ядра только форма II 
чувствительна к а-аманитпну, что служит обычно средством идентифика­
ции данного фермента.

Формы I и II могут быть разделены па подформы (\ 2). Что касается 
ядерных РНК-полпмераз простейших, то такой множественности фермен­
тов в ряде случаев не удается обнаружить (8_и). Возможно, что число 
форм РНК-полимеразы зависит от уровня организации ядерпого аппарата. 
В связи с этим изучение структуры и свойств РНК-полимеразы жгутико­
вых простейших представляет особый интерес, так как считается, что эти 
древнейшие одноклеточные организмы имеют примитивный ядерный ап­
парат (*2).

К настоящему времени РНК-полимераза простейших почти не изучена. 
В литературе имеются лишь единичные сообщения о выделении РНК-по­
лимеразы из ядер Tetrahymena pyriformis С, 9), Acanthamoeba castella- 
nii (10) и Crithidia fasciculata (и).

При исследовании включения 3Н-УТФ в изолированные ядра жгутико­
вого простейшего Crithidia oncopelti в различных условиях нами было по­
казано, что в пих существуют, по-видимому, по крайней мере две формы 
ДНК-зависимых РНК-полимераз, различающихся по отношению к двух­
валентным катионам, ионной силе раствора и ингибиторам ()3). Для про­
верки этого предположения в настоящей работе проводилось выделение, 
фракционирование и изучение свойств ДНК-зависимой РНК-полимеразы 
из ядер С. oncopelti.

Выращивание культуральной формы С. oncopelti и получение ядер опи­
сано ранее (14). РНК-полимеразу выделяли по модифицированной методи­
ке (15). Для экстракции фермента ядра лизировали в 0,3 М растворе сер­
нокислого аммония и обрабатывали в гомогенизаторе Поттера для сни­
жения вязкости. Лизат центрифугировали 1 час при 150 000 g, и фермент 
высаливали из надосадочной жидкости сульфатом аммония в интервале 
40—65% насыщения. Осадок растворяли в 0,02 М трис-НCl-буфере, содер­
жащем 25% глицерина, 5 ммол. 2-меркаптоэтанола и 0,1 ммоля ЭДТА, и 
обессоливали путем гель-фильтрации на акрилексе Р-2 (,,Reanal“). По­
лученный раствор наносили на колонку с ДЭАЭ-целлюлозой (ДЕ-32, 
,,Whatman“) и белок элюировали линейным градиентом концентрации 
сульфата аммония от 0 до 0,5 М. Во фракциях измеряли поглощение при 
280 нм, определяли содержание белка по Лоури и РНК-полимеразную ак­
тивность.

Инкубационная смесь для определения РНК-полимеразной активности 
содержала в ммолях: трис-НС1, pH 7,9 50; ГТФ, АТФ, ЦТФ по 0,5 каж-
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Рис. 1. Профиль элюции РПК-полимеразпон активности при хроматографии па ДЭАЭ- 
деллюлозе. 1 - поглощение при л 280 нм; 2 - РПК-полимеразная активность; 3 - 

концентрация сульфата аммония

дого; 3Н-УТФ (удельная активность 1,37 С/ммоль) 0,174 мкС; MgCl2 1,5; 
МпС12 2,5: 2-меркаптоэтанол 2,5; ЭДТА 0,1; ДНК тимуса теленка (смесь 
нативной и денатурированной) 100 мкг/мл; препарат фермента — от 2 мг 
до 25 мкг на разных стадиях очистки.

Пробы объемом по 0,1 мл инкубировали при 37° в течение 15 мин., ох­
лаждали во льду, добавляли по 0,1 мл 10% НС1О4. Радиоактивность об­
разцов просчитывали в жидкостном сцинтилляционном счетчике ,,Магк-2“ 
(на фильтрах HUFS (Synpor)), которые промывали 30 мл 5% НС1О4 и 
2 мл абсолютного этанола. Рибонуклеазную активность препаратов РНК- 
полпмеразы определяли в той же системе, используя в качестве субстрата 
32Р-рРНК из печени крысы. За единицу активности РНК-полимеразы — 
Е принимали включение в кнслотонерастворимый продукт 1 нмоля УМФ 
за 15 мин.

Удельная активность исходного гомогената клеток С. oncopelti состав­
ляла 0,56 мЕ на 1 мг белка, а лизата ядер 1,1 мЕ на 1 мг белка. При выса­
ливании белков пз лизата ядер 90% РНК-полимеразной активности осаж­
далось в интервале 40—65% насыщения сульфатом аммония. На этой ста­
дии достигалась очистка фермента в 13 раз (удельная активность 7 мЕ на 
1 мг белка) по сравнению с исходным гомогенатом клеток.

При хроматографии на колонке с ДЭАЭ-целлюлозой РНК-полимераза 
С. oncopelti разделяется па три фракции, которые элюируются при 0,01 — 
0,04 М (фракция 1), 0,08—0,10 М'\ (фракция 2) п 0,3 М (фракция 3) суль­
фата аммония (рис. 1).

Следует отметить, что в процессе выделения и храпения фермента про­
исходит его быстрая инактивация. Особенно нестабильным фермент ста­
новится после хроматографии на ДЭАЭ-целлюлозе: его полная инактива­
ция происходит за двое суток при хранении в сухом льду. Использование 
для стабилизации фермента таких приемов, как добавление сывороточно­
го альбумина, 2-меркаптоэтанола, повышение концентрации глицерина 
до 50%, хранение в жидком азоте, оказалось неэффективным.

Показано, что ядерпые РНК-полпмеразы других изученных представи­
телей простейших (9, 10) п низших грибов (:1, 5) также характеризуются 
нестабильностью и быстро инактивируются при очистке и хранении.
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Рис. 2. Зависимость включения 3Н-УМФ в кпс- 
лотоперастворимый продукт от времени инкуба­

ции. 1 — фракция 1; 2 - фракция 2

Поскольку активность 
фракции 3 была незначитель­
на, для дальнейшего исследо­
вания нами использовался 
фермент из фракций 1 и 2, 
которые были очищены по 
сравнению с исходным гомо­
генатом в 170 и 130 раз соот­
ветственно.

Для этих фракций были 
изучены: а) кинетика вклю­
чения 3Н-УМФ в кислотоне­
растворимый продукт; б) от­
ношение к ионам Мп2+ и 
Mg2+; в) действие на фер­
мент ряда антибиотиков.

Кинетика РНК-полиме­
разной реакции оказалась сходной для фракций 1 и 2 (рис. 2). Величина 
включения 3Н-УМФ достигает максимального уровня за 10 мин. и остается 
постоянной в течение 60 мин., что указывает на отсутствие рибонуклеаз 
в полученных фракциях. Действительно, определение рибонуклеазной 
активности в обеих фракциях показало, что в течение 30 мин. инкубации 
при 37° не происходит уменьшения радиоактивности, добавленной в систе­
му !2Р-РНК.

Рис. 3. Зависимость РНК-полимсразпой активности от концентрации 
ионов Mg2+ (2) и Мп2+ (7). а ~ активность фракции 1; б — активность 

фракции 2

При изучении зависимости РНК-полимеразной активности от концент­
рации ионов Мд и Мп’+ было показано, что без добавления двухвалент­
ных катионов обе формы фермента почти не работают. Активность фрак­
ции 1 проявляется в присутствии как Mg2+, так и Мп2+: при этом опти­
мальной концентрацией Mg2+ является 1,0—1,5 мТР, а Мп2+ 1,5 мМ 
(рис. За). При оптимальных концентрациях этих попов фермент 1 в 3,2 
раза более эффективен в присутствии Ми2+, чем Mg2+. Активность фрак­
ции 2 проявляется только в присутствии Мп2+ с оптимумом действия при 
концентрации 2 мМ (рис. 36).

Ферментативные фракции 'I п 2 ингибируются актиномицином D 
(20 мкг/мл), что может указывать на матричный характер реакции. На 
это указывает также подавление реакции ДНКазой (50 мкг/мл). Продукт 
реакции полностью разрушается РНКазой (25 мкг/мл, 37°, 10 мин.) и 
/щелочью (0,75АКОН, 37°, 16 час.).

125:



Нами изучалось действие ряда специфических ингибиторов на актив­
ность полученных ферментативных фракций. Ингибиторы бактериальной 
РНК-полимеразы: рифампицин (50 мкг/мл) и стептолидигин (100 мкг/мл) 
не подавляют активности обеих фракций. Этот факт согласуется с данны­
ми для других эукариот (', 2), но отличает ядерные ферменты С. oncopelti 
от РНК -полимеразы II Acanthamoeba castellanii, которая ингибируется 
рифампицином (10).

Поскольку на ядрах С. oncopelti нами было показано (13), что цикло­
гексимид ингибировал синтез РНК в присутствии Mg2+ при низкой ионной 
силе (0,12) на 50% при концентрации 150 мкг/мл, в настоящей работе 
изучалось действие этого антибиотика на очищенные фракции фермента. 
Было установлено, что в концентрации 200 мкг/мл циклогексимид не ин­
гибировал ни одну из полученных ферментативных фракций. Очевидно, 
циклогексимид оказывает опосредованный эффект на синтез РНК в яд­
рах. Большинством авторов (2, 4, 5) также не обнаружено дейстие цикло­
гексимида in vitro на ядрышковую РНК-полимеразу. Однако в некоторых 
случаях описывается подавление цпклогексимидом активности РНК-по­
лимеразы I, например, из Blaslocladieila (6) и Acanthamoeba (10).

Для идентификации РНК-полимеразной активности полученных фрак­
ций 1 и 2 из ядер С. oncopelti представлялось важным определить их от­
ношение к а-аманитину. Было показано преимущественное ингибирование 
этим антибиотиком (в концентрации 50 мкг/мл) активности фракции 2, 
что может свидетельствовать о ее принадлежности к РНК-полимеразе II.

Таким образом, на основании данных о характере элюции ферментов с 
ДЭАЭ-целлюлозы, о зависимости их оптимальных активностей от ионов 
Мп2+ и Mg2+, о действии на них антибиотиков и, прежде всего, а-аманп- 
тина, можно считать, что РНК-полимеразные фракции 1 и 2 из ядер С. on­
copelti соответствуют формам I и II высших эукариот. Однако при дальней­
шем подробном изучении свойств ДНК-зависимых РНК-полимераз, выде­
ленных из ядер простейших, а именно при исследовании множествен­
ности форм и субъединичной структуры, эффективности транскрибиро­
вания разных матриц и участия в этом процессе факторов транскрипции, 
могут выявиться особенности, отличающие их от ферментов высших 
эукариот.
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