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ВПЛИВ РИБОСОМ НА ТЕРМОСТАБІЛЬНІСТЬ 
АМІНОАЦИЛ-тРНК СИНТЕТАЗ ПЕЧІНКИ КРОЛІВ 

Проведено порівняльне дослідження ступеню термостабільності вільних та асоційова-
них з полірибосомами аміноацил-тРНК синтетаз печінки кролів. Показано, що фермен-
тивиділені у асоційованому з полірибосомами стані, більш стійкі до теплової інак-
тивації, ніж у вільному. Встановлено, що додавання як 80S рибосом, так і 40S і 60S 
субчасток рибосом підвищує термостабільність лейцил-тРНК синтетази у складі высо-
комолекулярного комплексу печінки кролів. 

Вступ. Визначальні особливості еукаріотичних аміноацил-тРНК синте-
таз полягають у їх здатності створювати високомолекулярні комплек-
си [1], зв'язуватися з високомолекулярною PHK [2] та асоціюватися 
з рибосомами [3]. Припускають [3, 4], що ці еволюційно набуті вла-
стивості необхідні аміноацил-тРНК синтетазам для їх компартменталі-
зації у клітині в місцях функціонування. Крім того, показано, що у 
комплексі з рибосомами вони характеризуються підвищеною фермента-
тивною активністю [5—7] та термостійкістю [8, 9]. Проте питання про 
безпосередній механізм синтетазно-рибосомної взаємодії залишається 
нез'ясованим. 

У даній роботі проведено порівняльне дослідження ступеню термо-
стабільності чотирьох вільних та .асоційованих з полірибосомами амі-
ноацил-тРНК синтетаз печінки кролів. Разом з тим вивчено вплив 80S 
рибосом та 40S і 60S субчасток рибосом на термостабільність лейцил-
тРНК синтетази у складі високомолекулярного комплексу аміноацил-
тРНК синтетаз, який, за даними Данга [1], у клітинах ссавців є по-
в'язаним з рибосомами. 

Матеріали і методи. О д е р ж а н н я п о л і р и б о с о м . Печінку 
кролів гомогенізували у двох об'ємах 0,02 M трис-НСІ буферу (рН 
7,5), який містив 0,03 M KCl, 0,002 M MgCl2, 0,25 M сахарозу, 0,1 мМ 
дитіотреїтол, 0,1 мМ фенілметилсульфонілфторид. Гомогенат центри-
фугували при 12 000 об/хв на протязі 15 хв у роторі 6 x 2 5 мл у цент-
рифузі К-24 (Німеччина) для видалення уламків клітин, ядер та міто-
хондрій. Надосадову рідину фільтрували крізь чотири шари марлі, на 
протязі 20 хв обробляли розчином, який містив тритон Х-100 (кінцева 
концентрація 2 % ) та дезоксихолат натрію (1 ,3%), нашаровували на 
1 M сахарозу і центрифугували при 47 000 об/хв на протязі 2 год у ро-
торі Т-50 у центрифузі УЦП-65. Отримані осади полірибосом суспенду-
вали у буфері для гомогенізації, освітлювали центрифугуванням при 
10 000 g на протязі 15 хв. Аміноацил-тРНК синтетази відділяли від ри-
босом промиванням 0,05 M трис-НСІ буфером (рН 7,5), який містив 
0,5 M KCl, 0,01 M MgCl2, 0,25 M сахарозу, на протязі 20 хв при 4 0C 
з наступним центрифугуванням при 105 000 g на протязі 90 хв. 

В и д і л е н н я 40S τ а 60S с у б ч а с т о к р и б о с о м детально 
описано у роботі [10]. Рибосомні білки з 40S та 60S субчасток рибо-
сом екстрагували, як наведено [11]. Рибосомну PHK виділяли з пе-
чінки кролів за методикою, запропонованою у роботі [12]. 

В и д і л е н н я к о м п л е к с у а м і н о а ц и л - т Р Н К с и н т е -
т а з . Високомолекулярний комплекс аміноацил-тРНК синтетаз виді-
ляли з печінки кролів шляхом м'якої гомогенізації тканини з наступ-
ною хроматографією безрибосомної надосадової фракції на сефадексі 
G-200 [13]. 

А к т и в н і с т ь а м і н о а ц и л - т Р Н К с и н т е т а з визначали за 
початковою швидкістю реакції аміноацилювання тРНК при насичених 
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концентраціях субстратів. Склад реакційної суміші наведено у ро-
боті [14]. 

Т е р м о і н а к т и в а ц і ю а м і н о а ц и л-т P H K с и н т е т а з ви-
вчали при 42 °С. Константи швидкості термоінактивації визначали за 
методикою, що наведена у роботі [15]. Рибосоми і рибосомні субчастки 
для вивчення впливу на термостабільність лейцил-тРНК синтетази вно-
сили до реакційної суміші у концентрації 0,7 мкМ. 

Результати і обговорення. У табл. 1 наведено результати визна-
чення ступеню термоінактивації чотирьох аміноацил-тРНК синтетаз. 

Термюінактивація лейцил-тРНК синггетаот у окладі високо їм о лекуляр ного комплексу 
аміноацил-тРНК синтетаз з печінки кроля у присутності 60S (a),40S (б) субчасток рибо-
сом таї 80S рибосом (в) при 42 0C. По осі абсцис — тривалість прогрівання (хв); по осі 
ординат — залишкова активність ферменту (%); 1 — без додавання рибосом; 2 — у 
присутності рибосом 

Дані таблиці свідчать про те, що зазначені аміноацил-тРНК синтета-
зи, які були виділені у асоційованому з полірибосомами стані, є більш 
стійкими до теплової інактивації, ніж вільні ферменти. 

Які ж саме компоненти рибосом відповідають за підвищення стій-
кості аміноацил-тРНК синтетаз до температурного впливу? Для відпо-
віді на це запитання ми дослідили вплив 40S і 60S субчасток рибосом, 
а також 80S рибосом на термостабільність лейцил-тРНК синтетази, яка 
є компонентом високомолекулярного комплексу аміноацил-тРНК син-
тетаз печінки кролів [13]. Дані, наведені на малюнку, свідчать про те, 
що додавання 80S рибосом, 40S та 60S субчасток рибосом підвищує 
термостабільність лейцил-тРНК синтетази приблизно однаково. Задля 
перевірки специфічності стабілізуючої дії рибосом та їх субчасток на 

T а б л и ц я 1 
Термоінактивація аміноацил-тРНК 
синтетаз, асоційованих з полірибосомами 
печінки кроля та вивільнених 
від полірибосом (середнє 
від 4—6 дослідів) 

Амінокислотна 
специфічність 

Kr х в " 1 

Амінокислотна 
специфічність Асоційовані 

з полірибо-
сомами 

Вивільнені від 
полірибосом 

Аргінін 0,218+0,0)21 
Лейцин OlOfcb 0,011' о,юч=одо 
Лізин1 0,0!9±0,Ю!І( 0,315,±0,013 
Валін .OlOSd=OiOr олзььоде 

Т а б л и ц я 2 
Вплив рибосом, субчасток рибосом, 
БСА та рРНК на термостабільність 
лейцил-тРНК синтетаз у складі 
високомолекулярного комплексу 
аміноацил-тРНК синтетаз з печінки 
кроля 

Эфектор Kt., х в - 1 

, 0,16 
SO1S рибосома 0,01? 
40S субчастка рибосо-
ми/ ο,οβ 
60IS субчастка рибосо-
ми ο,οβ 
BCAj OtIO 
ρ PHK' 0,13 
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лейцил-тРНК синтетазу було вивчено термоінактивацію цього фермен-
ту у присутності бичого сироватчиного альбуміну (БСА), рРНК, а та-
кож суміші екстрагованих рибосомних білків. З'ясувалося (табл. 2), що 
БСА виявляє слабкий протекторний вплив на лейцил-тРНК синтетазу 
печінки кролів, а рРНК практично не впливає на термостабільність 
ферменту. Не спостерігалося захисного ефекту і при додаванні суміші 
рибосомних білків (результати не наведено). Ці дані дозволяють ви-
ключити неспецифічний вплив рибосомних субчасток і рибосом на лей-
дил-тРНК синтетазу печінки кролів, а також свідчать про необхідність 
їх нативної структури для стабілізації ферменту. 

Таким чином, отримані результати відповідають літературним да-
ним про те, що асоціація аміноацил-тРНК синтетаз з рибосомами або 
компонентами мембран значно підвищує їх стійкість до теплової ін-
активації. Так, наприклад, фенілаланіл-тРНК синтетаза з печінки щу-
рів у асоційованому з рибосомами стані є більш термостабільною, ніж 
у вільному [8]. Показано, що додавання рибосом до лейцил- і аргініл-
тРНК синтетаз попереджає їх термоінактивацію [9]. Можна припусти-
ти, що присутність рибосом запобігає конформаційним змінам аміно-
ацил-тРНК синтетаз при термоінактивації, які ведуть до втрати фер-
ментативної активності. 

Автори висловлюють вдячність Т. В. Демченко за надання ! пре-
паратів сумарної тРНК з печінки кролів. і 
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