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S u m m a r y 

The interaction of the stable aminoacyl-tRNA analogue, tRNAP h e—С—C—A(3'NH)-Phe, 
with 70S ribosome is studied. It is shown that in the presence of poly(U) a ribosome 
can bind three molecules of tRNAP h e—С—C—A(3'NH) -Phe. The «additional» site for 
binding aminoacyl-tRNA analogue was shown to be similar to the ribosomal Ε-site for 
deacylate tRNA. 
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ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ 
БИОЛОГИЧЕСКИ НЕАКТИВНЫХ КОНФОРМЕРОВ тРНК 
С ЛЕЙЦИЛ-тРНК-СИНТЕТАЗОЙ ИЗ ПЕЧЕНИ КРОЛИКА 

Б. С. Негруцкий, А. В. Ельская 

Появление биологически неактивных форм тРНК наблюдается при некоторых состоя-
ниях организма животных, сопровождающихся изменением биосинтеза белков [1—3]. 
Ранее нами показано, что значения термодинамических параметров конформационно-
го перехода при ренатурации in vitro сходны для неактивных конформеров тРНК, вы-
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деленных при различных состояниях организма, а величины энтальпии активации, 
составляющие около 30 ккал/моль, свидетельствуют о заметном изменении пространст-
венной структуры т Р Н К при ренатурации [4]. Особый интерес вызывают принципи-
альная возможность и особенности взаимодействия биологически неактивных 
конформеров т Р Н К с аминоацил-тРНК-синтетазами. При изучении термоинактивацин 
лейцил-тРНК-синтетазы ( Л Р С ) из печени кроликов было показано, что неактивные 
конформеры т Р Н К способны взаимодействовать с Л Р С , причем термостабильность фер-
мента в комплексе с различными конформерами т Р Н К значительно уменьшалась в ряду 
т Р Н К а * · Л Р С > Л Р С > > т Р 1 1 К а + н * * · Л Р С [5]. Д л я объяснения обнаруженного явления 

Рис. 1. Влияние т Р Н К а (1) и т Р Н К а + п (2) на трипсинолиз Л Р С из печени кроликов. 
З а 100 % принято количество нерасщепленного белка, инкубировавшегося без трипсина 
и т Р Н К . Превышение 100 %-ного уровня при максимальной концентрации т Р Н К а , воз-
можно, является следствием защиты белка этой т Р Н К от действия эндогенных протеаз. 
Усреднение по 4—6 опытам. 
Fig. 1. Inf luence of tRNA a (1) and tRNAa+* (2) ( tRNA a +i — a mixture of biologically 
active and inactive tRNA conformers) on the part ial proteolysis of the leucyl-tRNA 
synthetase . Quant i ty of unspl i t t ing protein incubated without trypsin and tRNA is taken 
for 100 %. The exceeding of the 100 % level in the case of maximum concentrat ion of 
tRNA a may be a consequence of tRNA a protection of LRS agains t endogenous proteoly-
sis. The data result f rom 4-6 experiments. 

Рис. 2. Влияние т Р Н К а ( 1 ) и т Р Н К а + н (2) на активность Л Р С . Д о внесения дополни-
тельных количеств т Р Н К все пробы содержали избыток т Р Н К а — 20 мкг. Активность 
фермента в реакции аминоацилирования при «насыщающей» концентрации т Р Н К а при-
нята за 100 %. 
Fig. 2. Inf luence of tRNA a (1) and tRNA a +i (2) on the LRS activity. Before the addit ion 
of tRNA all probes contained the excess of tRNA a — 20 μg. The enzyme activity at the 
s a tu r a t i ng tRNA a concentrat ion is taken for 100 %. 

нами было высказано два предположения. Во-первых, наблюдаемый эффект может 
быть следствием более «рыхлой» пространственной структуры фермента в комплексе с 
неактивными конформерами т Р Н К . Во-вторых, неактивные конформеры т Р Н К , обра-
зуя с Л Р С стабильный, но непродуктивный комплекс, могут снижать концентрацию 
функционирующего фермента, вызывая не связанную с термоинактивацией потерю фер-
ментативной активности. В настоящей работе приведены результаты исследований по 
выяснению справедливости высказанных предположений. 

Препараты т Р Н К получали из печени голодавших 10—12 сут и контрольных кро-
ликов по стандартной методике [4]. Очищенный препарат Л Р С выделяли, как опи-
сано ранее [6], за исключением того, что элюцию фермента с ДЭАЭ-целлюлозы про-
водили в нелинейном градиенте 0,05—0,4 Μ NH4C1. Д л я дальнейшей очистки Л Р С 
хроматографировали на рРНК-сефарозе, оксиапатите, рН 6,5, сорбенте MonoQ и окси-
апатите, рН 8,0. Чистота полученного препарата Л Р С по данным электрофореза соста-
вила свыше 80 %. Ренатурацию биологически неактивных конформеров т Р Н К и опре-
деление активности Л Р С проводили, как описано в [5]. Трипсинолиз Л Р С проводили 
в 0,025 Μ Na-какодилатном буфере, рН 7,0, в течение 10 мин при весовом соотноше-
нии трипсин : Л Р С , равном 1 : 1 0 . Л Р С и т Р Н К преинкубировяли в отсутствие трипсина 
4 мин для образования комплексов. Пробу, содержавшую все компоненты реакцион-
ной смеси, кроме трипсина, подвергали идентичным процедурам, она служила контро-
лем на эндогенную протеазную активность препаратов т Р Н К и Л Р С . Электрофорез 
продуктов протеолиза проводили по [7]. При этом мы не обнаружили значительных 

* т Р Н К 3 — т Р Н К , содержащая только активные конформеры; ** т Р Н К а + н — 
т Р Н К , содержащая смесь биологически активных и неактивных конформеров. 

150 Б И О П О Л И М Е Р Ы И КЛЕТКА, 1986. т. 2. № 3 150 



по размеру триптичееких фрагментов ЛРС, что, вероятней всего, связано с присутстви-
ем в препарате трипсина фирмы «Спофа» (ЧССР) дополнительных протеазных актив-
ностей, приводящих к более полному гидролизу фермента. О ходе протеолиза в дан-
ном случае судили по степени сохранности исходной белковой субъединицы. Гели фо-
тографировали и денситометрировали на аппарате МК-2 «Джойс». Результаты обраба-
тывали статистически с использованием t-критерия Стьюдента в доверительном ин-
тервале 0,05. 

Результаты изучения влияния различных концентраций т Р Н К на ограниченный 
протеолиз Л Р С представлены на рис. 1. Видно, что увеличение концентрации тРНК 3 

приводило к защите субъединицы фермента от расщепления. В то же время т Р Н К а + н 

не оказывала на Л Р С защитного действия, а при увеличении ее концентрации наблю-
далась тенденция к ускорению протеолиза. Инкубация Л Р С с т Р Н К а + н в отсутствие 
трипсина не вызывала расщепления субъединицы фермента, что свидетельствует об 
отсутствии протеазной активности в препарате т Р Н К а + н . Результаты настоящих ис-
следований хорошо коррелируют с данными о влиянии т Р Н К а + н и тРНК 3 на термо-
инактивацию Л Р С [5] и подтверждают то, что в условиях, близких по ионному соста-
ву, величине рН и соотношению т Р Н К Л е й : Л Р С к условиям термоинактивации, про-
странственная структура Л Р С в присутствии т Р Н К а + н и тРНК 3 заметно отличается, 
причем, судя по большей доступности действию протеаз, она более «разрыхлена» в 
комплексе с биологически неактивными конформерами. Поскольку в препарате 
т Р Н К а + н содержатся приблизительно равные количества активных и неактивных кон-
формеров [4], отсутствие «видимого» защитного действия активных конформеров при 
протеолизе и термоинактивации фермента в присутствии т Р Н К а + н может свидетельство-
вать о меньшем воздействии на Л Р С активных конформеров т Р Н К по сравнению с 
неактивными. 

Для проверки второго предположения (о способности неактивных конформеров 
тРНК путем образования прочного комплекса с Л Р С вызывать не связанную с термо-
ппактивацией потерю ферментативной активности [5]) было изучено влияние т Р Н К а + п 

на скорость реакции аминоацилирования Л Р С нативной т Р Н К Л е й (рис. 2). Видно, 
что добавление возрастающих количеств т Р Н К а + п приводит к существенному инги-
бированию активности ЛРС, в то время как внесение в систему таких же количеств 
тРНК а не оказывает влияния. Следует подчеркнуть, что ренатурация биологически не-
активных конформеров, т. с. перевод т Р Н К а + н в тРНК а , приводила к исчезновению 
ингибиторного эффекта. Итак, т Р Н К а + н , очевидно, за счет образования прочного, но 
непродуктивного комплекса с ферментом способна ингибировать реакцию аминоацили-
рования нативной т Р Н К Л е й . 

Таким образом, получены новые экспериментальные доказательства в пользу вы-
сказанного ранее предположения о том, что биологически неактивные конформеры 
тРНК образуют с Л Р С комплексы, отличающиеся по своим свойствам от комплексов 
фермента с активными конформерами тРНК. 

INTERACTION OF BIOLOGICALLY INACTIVE tRNA CONFORMERS 
WITH LEUCYL-tRNA SYNTHETASE FROM RABBIT LIVER 

B. S. Negrutsky, Α. V. El'skaya 
Institute of Molecular Biology and Genetics, 
Academy of Sciences of the Ukrainian SSR, Kiev 

S u m m a r y 

The partial proteolysis of leucyl-tRNA synthetase (LRS) was carried out in the pre-
sence of different tRNA conformers. Active tRNA conformers (tRNA3) were found to 
protect the LRS against proteolysis, while inactive conformers (tRNA*) did not show 
the protecting effect. tRNA a + i inhibited the rate of aminoacylation as evidenced by the 
inhibitory analysis, but tRNA a + i renaturation eliminated this effect. 

These results as well as recent data on LRS thermoinactivation demonstrate the 
difference between tRNA 3 -LRS and tRNA a + i -LRS complexes. 
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ВЛИЯНИЕ БИОМАССЫ КУЛЬТИВИРУЕМЫХ КЛЕТОК 
POLYSCIAS FILICIFOLIA B A I L E Y НА АКТИВНОСТЬ тРНК 
И АМИНОАЦИЛ-тРНК-СИНТЕТАЗ ПЕЧЕНИ КРОЛИКОВ 

Р. Ю. Славинскене, Л. 10. Лукошявичюс, В. А. Кунах, 
Л. И. Слепян, М. И. Коваленко, Л. Л. Иванов 

Первым этапом биосинтеза белка является образование аминоацил-тРНК, уровень ко-
торых в клетке определяется специфическим взаимодействием тРНК и аминоацил-
тРНК-синтетаз (АРСаз). Ранее показано существенное изменение активности ряда 
тРНК и АРСаз, выделенных из печени кроликов через 6—24 ч после воспроизведения 
экспериментального инфаркта миокарда (ЭИМ) [1]. Полученные данные явились ос-
новой для изучения возможности направленного воздействия на функциональную ак-
тивность компонентов трансляционного аппарата клеток печени при стрессовом состоя-
нии организма, вызванном ЭИМ. 

Полисциас папоротниколистный, Polyscias filicifolia B a i l e y , произрастает в тро-
пиках, где используется в народной медицине как заменитель женьшеня. Культура 
ткани этого растения была получена в Ленинградском химико-фармацевтическом инсти-
туте в 1971 г. Предварительные химические исследования биомассы культивируемых 
клеток полисциаса показали наличие в ней тритерпеновых гликозидов, а настойка, по-
лученная из этой биомассы, оказывает на мышей действие, аналогичное действию жень-
шеня [2]. Настоящая работа посвящена изучению влияния биомассы культивируемых 
клеток полисциаса папоротниколистного на уровень аминоацилирования т Р Н К Л е й и 
ферментативную активность лейцил-тРНК-синтетазы печени кроликов через 6 ч после 
ЭИМ. Выбор аминокислоты обусловлен значительным снижением акцептирования лей-
цина тРНК печени кролика в первые сутки ЭИМ, в то время как лейцил-тРНК-синте-
тазная активность в этот период увеличивается на 30 %. Установлено, что снижение 
акцепторной активности препаратов тРНК является следствием перехода некоторых 
тРНК печени в биологически неактивную конформацию при ЭИМ. Что же касается 
АРСаз, то в отличие от тРНК наблюдается увеличение лейцил-тРНК-синтетазной ак-
тивности в экстрактах печени через 6 ч после окклюзии коронарной артерии [1]. Иссле-
дования проведены на кроликах-самцах массой 2,5—3,0 кг. Моделью ЭИМ служила ок-
клюзия коронарной артерии сердца [3]. Кролики получали перорально три раза в день 
в течение двух дней до операции по 13 мг высушенной биомассы культуры ткани по-
лисциаса. Непосредственно перед операцией доза была увеличена до 26 мг. Методы вы-
деления суммарных тРНК и АРСаз, условия определения акцепторной активности опи-
саны ранее [4]. 

Согласно данным, приведенным в таолице, способность тРНК печени акцептиро-
вать лейцин существенно снижается при ЭИМ. При введении животным перед опера-
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