
We have studied the distribution of Ser RS in organs and tissues of the different 
species of Vertebrates by immunochemical methods. It is shown that the highest Ser RS 
level is observed in the liver (from fish to humans) . S e r R S partially exists in the form 
of high-molecular complex that is stable in the lysates even under denaturat ing 
conditions. 
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БИОСИНТЕЗ БЕЛКА 
В БЕСКЛЕТОЧНЫХ СИСТЕМАХ ИЗ ПЕЧЕНИ КРОЛИКА 
ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ ИШЕМИИ МИОКАРДА 

Изучен уровень биосинтеза белка в бесклеточных системах из печени кролика в норме-
и через 12 ч после воспроизведения экспериментальной ишемии миокарда (ЭИМ). 
Показано, что повышение уровня включения /14C/ лейцина в продукт трансляции в 
бесклеточной белоксинтезирующей системе при ЭИМ связано с увеличением актив-
ности аминоацил-тРНК синтетаз. Электрофоретический анализ продуктов трансляции 
с последующей авторадиографией указал на перераспределение при ЭИМ в спектре 
синтезируемых в бесклеточной системе белков. 
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Введение. Ишемия миокарда приводит к значительным нарушениям 
биосинтеза белка как в самой сердечной мышце [1], так и в печени 
[2]. Ранее в экспериментах in vivo мы показали, что через 12 ч после 

воспроизведения экспериментальной ишемии миокарда (ЭИМ) в пече-
ни кроликов снижается уровень биосинтеза белка [3]. Однако остава-
лось неясным, какие компоненты трансляционного аппарата клеток в 
первую очередь ответственны за нарушение белоксинтезирующих про-
цессов при ЭИМ. 

В данной работе представлены результаты изучения биосинтеза 
белка в бесклеточных системах из печени кролика при ЭИМ, а т а к ж е 
факторов, влияющих на его уровень. Кроме того, проведен авторадио-
графический анализ продуктов трансляции эндогенных м Р Н К бескле-
точных белоксинтезирующих систем. 

Материалы и методы. Д л я экспериментов использовали кроликов-
самцов массой 2,5—3,5 кг. ЭИМ воспроизводили наложением лигатуры 
на переднюю нисходящую ветвь левой венечной артерии сердца кро-
лика [4]. 

Препараты суммарных т Р Н К выделяли из печени кролика, исполь-
зуя метод Брунграбер [5], основанный на денатурации белков экстрак-
та ткани фенолом с последующим фракционированием Р Н К на ДЭАЭ-
целлюлозе. 

Препараты полирибосом из печени кролика получали по методу 
Ветштейна и др. [6], а суммарные препараты аминоацил-тРНК синте-
таз (АРСаз) — по методу Келлера и Замечника [7]. Смесь аминоацил-
т Р Н К , в составе которых присутствовала [14C] лейцил-тРНК, выделяли, 
как описано в работе [8]. 

Бесклеточная белоксинтезирующая система в объеме 0,2 мл содер-
ж а л а : 50 мМ трис-HCl (рН 7,6), 5 мМ MgCl2 , 80 мМ KCl, 1 мМ ди-
тиотреитол, 0,5 мМ АТР, 0,2 мМ GTP, 10 мМ креатинфосфат, 1 мкг 
креатинфосфокиназы, 0,05 мМ каждую из нерадиоактивных аминокис-
лот (кроме лейцина) , 0,05 мМ [14C]лейцин, 10 мкг т Р Н К , 125 мкг сум-
марных АРСаз и 200 мкг полирибосом. Смесь инкубировали 30 мин при 
37 °С. Реакцию останавливали добавлением 0,5 мл 0,1 M КОН, пробы 
инкубировали 20 мин (для гидролиза аминоацил-тРНК) и осаждали 
10 %-й трихлоруксусной кислотой (ТХУ). Осадки собирали на нитро-
целлюлозных фильтрах и промывали 5 % - й ТХУ. Радиоактивность 
определяли в толуоловом сцинтилляторе на счетчике «Delta 300» 
(Голландия) . 

Другой вид системы бесклеточного синтеза белка вместо аминокис-
лот и т Р Н К содержал 300 мкг аминоацил-тРНК, в которых присутст-
вовала [14C] лейцил-тРНК. 

Активность АРСаз в суммарном препарате определяли по началь-
ной скорости реакции аминоацилирования т Р Н К . Инкубационная 
смесь в объеме 0,25 мл содержала: 100 мМ трис-HCl (рН 7,5), 2 мМ 
АТР, 10 мМ MgCl2 , 10 мМ KCl, 50 мкг АРСаз , 150 мкг т Р Н К и 2 мкл 
гидролизата 14С-белка хлореллы. Пробы инкубировали 3 мин при 25 °С. 
Реакцию останавливали добавлением 10 %-й ТХУ и определяли радио-
активность проб, как описано выше. 

Активность неорганической пирофосфатазы регистрировали по при-
росту неорганического фосфата в пробах после инкубации в течение 
20 мин при 30 °С, как описано в работе [9]. 

Электрофорез белков в 13 %-м полиакриламидном геле в присутст-
вии DS-Na проводили по методу Лэммли [10]. Д л я выявления продук-
тов трансляции в бесклеточной белоксинтезирующей системе использо-
вали метод авторадиографии. Окрашенные гели обрабатывали препара-
том Amplify («Amersham», США) в течение 1 ч, высушивали и экспо-
нировали с пленкой PM-B при температуре —80 °С 6—8 дней, после 
чего пленку проявляли. 

Результаты и обсуждение. В работе использована комбинирован-
ная бесклеточная белоксинтезирующая система из печени кролика. 
В состав данной системы входили отдельно вносимые оптимальные ко-
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личества ее компонентов. Об уровне биосинтеза белка судили по вклю-
чению [14C] лейцина в продукт трансляции эндогенных м Р Н К . В пред-
варительных экспериментах установлено, что внесение в бесклеточную 
систему ИЗ печени контрольных кроликов (норма) полирибосом ИЗ пе-
чени экспериментальных животных не оказывает влияния на уровень 
синтеза белка. Такая же ситуация повторялась и при изучении влия-
ния т Р Н К (данные не приведены). Внесение же в систему бесклеточ-
ного синтеза белка из печени контрольных кроликов суммарных АРСаз , 
выделенных из печени через 12 ч после воспроизведения ЭИМ, значи-
тельно увеличивало уровень биосинтеза белка (табл. 1). С другой сто-
роны, добавление АРСаз печени контрольных кроликов в систему из 
печени животных, которым воспроизводили ЭИМ, снижало биосинтез 
белка практически до контрольного уровня. 

Таким образом, после воспроизведения ЭИМ трансляционный аппа-
рат печени не теряет своей эффективности. Установленное нами ранее 
in vivo снижение уровня биосинтеза белка в печени при ЭИМ [3] , по-
видимому, связано с нарушением энергетического обеспечения клеток 
[11]. Используемая же в работе система бесклеточного синтеза белка 
содержала оптимальные количества энергетических соединений. Этим 
фактом можно объяснить разнонаправленность изменений уровня био-
синтеза белка при ЭИМ, установленных in vivo и in vitro. 

Полученные результаты позволили предположить, что увеличение 
уровня биосинтеза белка в бесклеточной системе при ЭИМ связано с 
повышением, активности АРСаз . Д л я проверки этого предположения 
была определена активность этих ферментов в составе суммарных пре-
паратов, выделенных из печени исследуемых групп животных. Из экс-
периментальных данных (табл. 2) следует, что через 12 ч после вос-
произведения Э И М АРСазная активность печени кроликов в два раза 
превышает контрольное значение. 

Увеличение активности АРСаз при ЭИМ может иметь компенса-
торный характер в ответ на уменьшение акцепторной активности т Р Н К 
[12]. Так, появление при ишемии миокарда биологически неактивных 

форм т Р Н К , по-видимому, компенсируется более интенсивным исполь-
зованием активных молекул, что требует высокой активности АРСаз . 
Одним из факторов, вызывающих повышение активности АРСаз при 
ЭИМ, может быть неорганическая пирофосфатаза, которая стимулирует 
образование аминоацил-тРНК, расщепляя неорганический пирофосфат, 
образующийся в ходе реакции активации аминокислот. Возможность 
регуляции такого рода показана для высокомолекулярных комплексов 

Т а б л и ц а 1 
Уровень включения [14C] лейцина в продукт трансляции в бесклеточных 
белоксинтезирующих системах из печени кролика (пмоль на 1 мг рибосомной 
РНК за 1 мин; М±т; п=10) в норме и при ЭИМ 

Система, содержащая аминокислоты и тРНК Система, содержащая аминоацил-тРН 

АРСаза тРНК и рибосомы, 
норма 

тРНК и рибосомы, 
ЭИМ Норма ЗИМ 

Норма 133,3 ± 8 , 3 139,7±9,9 21,6±1,8 24,6±2,0 
ЭИМ 255,1 =±z 12,9 241,4±12,5 — — 

Т а б л и ц а 2 
Аминоацил-тРНК синтетазная и пирофосфатазная активности суммарных препаратов 
АРСаз печени кролика (М±т; п = 8) 

Активность 

Фермент 
ЭИМ 

Фермент 
Контроль ЭИМ 

АРСаза, ими. на 50 мкг белка за 1 мин 1 1228±860 22256+2209 
Пирофосфатаза, 1 нмоль фосфата на 1 мг белка за 1 мин 20,2±1,0. 53,2d=2,2 
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АРСаз из миокарда свиньи и печени кролика при Э И М [9]. Данные, 
приведенные в табл. 2, свидетельствуют о резком увеличении при Э И М 
пирофосфатазной активности суммарных препаратов А Р С а з печени кро-
лика. На основании этих данных можно предположить, что одной из 
причин увеличения активности АРСаз при ЭИМ может быть стимулиру-
ющее влияние неорганической пирофосфатазы на реакцию аминоаци-
лирования т Р Н К . 

Вопрос о влйянии АРСаз на уровень биосинтеза белка исследован 
т а к ж е с помощью бесклеточной системы, в состав которой вместо ами-
нокислот и т Р Н К вносили смесь аминоацил-тРНК, содержащую 
[ 1 4 C]лейцил-тРНК. В такой системе исключается 
протекание первого этапа трансляции (образование 
аминоацил-тРНК) , в котором ключевую роль иг-
рают АРСазы, а происходит непосредственный 
процесс синтеза белка на рибосомах. Результаты 
исследований, приведенные в табл. 1, свидетельст-
вуют о том, что в гомологичных бесклеточных сис-
темах при наличии оптимальных количеств пред-
шественников в виде аминоацил-тРНК уровень 
биосинтеза белка практически одинаков. 

Исходя из представленных выше данных мож-
но предположить, что одним из основных факто-
ров, ответственных за изменение уровня биосинте-
за белка в печени при ЭИМ, являются АРСазы. 
С другой стороны, не исключено, что изменение 
функциональной активности А Р С а з при Э И М от-
ражается на спектре синтезируемых в печени ци-
топлазматических белков. Поэтому в последующих 
экспериментах был проведен анализ продуктов 

Радиоавтография электрофореграммы белков, синтезируемых 
в бесклеточной системе из печени кролика в норме (1) и 
через !12 ч ЭИМ (2). Стрелками указаны положения маркер-
ных белков: а — бычий сывороточный альбумин (67 000); б — 
овальбумин (43 000); в — химотрипсиноген (25 000); г — мио-
глобин (18 000) 

трансляции эндогенных м Р Н К в бесклеточных белоксинтезирующих 
системах из печени кроликов. Электрофоретическое исследование про-
дуктов трансляции с последующей авторадиографией указало на не-
которое перераспределение при данной патологии в спектре синтезиру-
емых белков (рисунок). Наиболее выраженные изменения наблюдают-
ся в зонах с молекулярной массой (м. м.) 60 000—70 ООО и 30000— 
35 000'. В этих зонах включение радиоактивной метки в синтезируемые 
белки в случае ЭИМ происходит гораздо интенсивнее, чем в норме. 
Причинами качественного изменения синтезируемых белков печени 
кроликов при ЭИМ могут быть перераспределение рибосомного мате-
риала между классами свободных и мембраносвязанных рибосом [13], 
а также изменение спектра транслируемых м Р Н К [14]. Можно т а к ж е 
предположить, что увеличение при ЭИМ интенсивности включения 
радиоактивных аминокислот в зоне с м. м. 60 000—70000 связано 
с синтезом стресс-белков, которые обнаруживаются в тканях при экс-
тремальных состояниях организма. Так, например, в ишемизированной 
печени синтезируются два наиболее характерных стресс-белка с м. м. 
70 000 и 89 000 [14]. Изучению этого вопроса будут посвящены наши 
дальнейшие исследования. 

S u m m a r у. The level of protein biosynthesis in cell-free systems from rabbit li-
ver was studied both in norm and 12 h after experimental myocardial ischemia (EMI). 
The results demonstrate that the rise in the level of [14CJ-Ieucine incorporation into 
translational product in cell-free system under EMI is related to the increase of amino-
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acyl-tRNA synthetase activity. Electrophoretical analysis of the translational products 
with subsequent f luorography has revealed redistribution in the spectrum of the pro-
teins synthesized in cell-free system under EMI. 
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III. СИНТЕЗ И ИЗУЧЕНИЕ АРГИНИНСОДЕРЖАЩИХ 
ОЛИГОНУКЛЕОТИДИЛ- (P-^N) -ПЕПТИДОВ 

Синтезированы аргининсодержащие олигонуклеопептиды фосфамидного типа. Изучено 
влияние пептидной модификации на способность олигонуклеопептидов к аффинному 
связыванию и их устойчивость к трипсину. 

* Приставка «дезокси» в обозначениях олигонуклеотидов опущена. 
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