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Роботу присвячено дослідженню функціональної взаємодії рибосом та аміноацил-тРНК синтетаз 
(АРС) печінки кролів. Показано, що рибосоми здатні стимулювати активність лейцил-, ізо-
лещил- і фенілаланіл-тРНК синтетаз. Проаналізовано можливі механізми такого впливу. Зробле
но висновок стосовно того, що рибосоми мають иіапероноподібні властивості і таким чином 
можуть підтримувати активну конформацію АРС. 

Вступ. Білок-синтезуючий апарат вищих еукаріо
тів відрізняється високим рівнем організації. Будо
ва та функція особливих білок-синтезуючих ком-
партментів у клітинах ссавців досліджується і обго
ворюється в багатьох роботах [1 , 2 ] . Компартмен-
талізація трансляційного апарату відбувається за
вдяки різноманітним білково-білковим та Р Н К -
білковим взаємодіям. 

Так, показано, що більша частина, якщо не всі 
аміноацил-тРНК синтетази (АРС), а також факто
ри ініціації і елонгації, є асоційованими чи спів-
локалізованими з полірибосомами, до того ж багато 
АРС формують високомолекулярні комплекси [3— 
9 ] . 

Існують численні свідчення щодо переваг над
молекулярної організації білок-синтезуючого апа
рату вищих еукаріотів [1 , 2, 10, 11 ], однак функ
ціональне значення неканонічної взаємодії окремих 
його складових, зокрема, АРС та рибосом ли
шається недостатньо з 'ясованим, хоча є окремі 
відомості про вплив рибосом на активність деяких 
ферментів [12—14] і АРС [15, 16] . 

Статтю присвячено дослідженню впливу рибо
сом вищих еукаріотів на активність гомологічних 
АРС. Проаналізовано можливі механізми такого 
впливу. Показано, що рибосоми мають властивості, 
подібні до молекулярних шаперонів, тобто здатні 
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відновлювати активність частково денатурованих 
АРС та запобігати їхній денатурації . 

Матеріали і методи. У роботі використано АТР 
фірми «Boehringer Mannheim» ( Ф Р Н ) ; G D P , G T P 
від «Sigma» (США); фосфоцелюлозу Р - 1 1 , ДЕАЕ-
целюлозу, фільтри G F / C від фірми «Whatman» 
(Велика Британія) ; сефакрил S-400, сефадекс G-
200 від «Рпагтасіа» (Швеція) ; [ М С ] амінокислоти 
від «UVVVR» (Чехія) . 

т Р Н К з печінки кролів одержували з викори
станням методу фенольної депротеїнізації та хро
матографії на ДЕАЕ-целюлозі . 

Одержання 80S рибосом і рибосомних частинок 
та визначення функціональної активності рибосом 
у реакції зв 'язування [ , 4 С ]AcPhe- tRNA p h e детально 
описано в роботі [17] . 

В и с о к о м о л е к у л я р н і к о м п л е к с и а м і н о а ц и л -
т Р Н К синтетаз (ВМК) одержували з печінки кро
лів із застосуванням м'якої гомогенізації та хрома
тографії пострибосомного супернатанту на сефа-
дексі G-200. Активність лейцил-тРНК синтетази 
(LeuRS) у реакції аміноацилювання т Р Н К визна
чали при насичувальних концентраціях субстратів 
у 100 мкл інкубаційної суміші, яка містила 100 мМ 
трис-НСІ (рН 7,8), 15 мМ КС1, 7 мМ MgCl 2 , 10 мМ 
АТР, 0,09 мМ [ , 4 С]лейцин , 0,015—0,020 А 2 8 0 оди
ниць білка високомолекулярного комплексу, 80 мкг 
сумарної т Р Н К . Стандартну суміш інкубували про
тягом 3 хв при температурі 37 °С. Для визначення 
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Вплив 80S рибосом та рибосомних субчастинок на кінетичні 
параметри синтезу Leu-mPHK 

Ефектор ^тах. пмоль/хв Км< мкМ Утах/Км 

Без рибосом 

80S рибосоми 

60S рибосоми 

40S рибосоми 

3 , 4 ± 0 , 0 5 

7 , 8 ± 0 , 0 2 

7 , 2 ± 0 , 0 3 

5 , 9 ± 0 , 0 2 

0 , 2 ± 0 , 0 6 

0 , 1 8 ± 0 , 0 7 

0 , 2 3 ± 0 , 0 5 

0 , 2 5 ± 0 , 0 6 

1 7 , 0 ± 0 , 0 8 

3 3 , 3 ± 0 , 1 2 

3 1 , 3 ± 0 , 0 7 

2 3 , 6 ± 0 , 0 8 

кінетичних констант реакці ї аміноацилювання 
т Р Н К досліджували залежність швидкості реакції 
від концентрації т Р Н К , яку варіювали від 0 до 
120 мкг. Активність і золейцил-тРНК синтетази 
(IleRS) у складі ВМК в и з н а ч а л и в 100 мкл 
інкубаційної суміші, яка містила 100 мМ трис-НСІ 
(рН 7,8), 20 мМ КС1, 5 мМ MgCl 2 , 2 мМ АТР, 
0,08 мМ [ 1 4 С ]ізолейцин, 0,015—0,020 А 2 8 0 одиниць 
білка високомолекулярного комплексу, 80 мкг су
марної тРНК. Суміш інкубували протягом 3 хв при 
температурі 37 °С. 

Фенілаланіл-тРНК синтетазу (PheRS) одержу
вали за методикою [18 ] з деякими модифікаціями. 
Початкові швидкості реакці ї аміноацилювання 
тРНК досліджували при насичувальних концент
раціях субстратів у 100 мкл інкубаційної суміші, 
яка містила 20 мМ трис-НСІ (рН 7,5), 100 мМ КС1, 
5 мМ MgCl 2 , 3 мМ А Т Р , 0,06 мМ [ , 4 С Іфенілаланін, 
150 мкг сумарної т Р Н К та 6,5 нМ PheRS. Суміш 
інкубували протягом 3 хв при 25 °С. 

Результати і обговорення. Як зазначалося ви
ще, частина АРС у клітинах ссавців існує в складі 
високомолекулярного комплексу. Видавалося до
цільним детально дослідити вплив рибосом на ак
тивність АРС, що входять до складу ВМК, зокрема 
LeuRS та IleRS. 80S рибосоми або 40S та 60S 
субчастинки вносили безпосередньо до інкубаційної 
суміші для аміноацилювання т Р Н К . У таблиці 
наведено результати вивчення впливу рибосом на 
кінетичні параметри реакції ам іноацилювання 
тРНК, що каталізується LeuRS. 

При додаванні рибосом спостерігається збіль
шення співвідношення Утгх/Км, яке є важливим 
критерієм ефективності реакції аміноацилювання. 
З наведених даних видно, що як цілі рибосоми, так 
і їхні окремі субчастинки здатні впливати на ак
тивність LeuRS, хоча сила їхнього впливу трохи 
різниться. Найменш виражений ефект спостерігали 
у присутності 40S субчастинок. 

Визначено концентрації рибосом, за яких вони 
максимально впливали на активність LeuRS. Пока
зано, що найвищий рівень стимуляції LeuRS (0,020 
А 2 8 0 одиниць білка високомолекулярного комплек
су) в реакції аміноацилювання спостерігається у 

Р и с 1. Залежність швидкості синтезу [ м С ] І 1 е - т Р Н К від концен
трації тРНК у присутності 80S рибосом (7) та без рибосом (2) 

присутності 0,7—0,75 мкМ концентрації рибосом 
або субчастинок у пробі. 

Зареєстровано аналогічний вплив рибосом на 
активність IleRS у складі ВМК (рис. 1). 

Для перевірки специфічності стимулювальної 
дії рибосом здійснено цілу низку контрольних екс
периментів. Замість рибосом до інкубаційної суміші 
додавали рибосомні білки, р Р Н К або бичачий сиро
ватковий альбумін (БСА) у концентраціях, рівних 
концентрації рибосом. Ніякої дії цих макромолекул 
на активність АРС не було виявлено. 

Не виключено, що підвищення активності 
LeuRS у реакції аміноацилювання може бути обу
мовлено інактивацією деяких інгібіторів аміноаци
лювання рибосомами. Для перевірки цього припу
щення було вивчено можливий ефект рибосом на 
пригнічення реакції аміноацилювання неорганіч
ним пірофосфатом — природним інгібітором, що є 
продуктом цієї реакції. Пригнічення реакції аміно
ацилювання спостерігалося в однаковій мірі як у 
присутності, так і за відсутності рибосом, тобто 
рибосоми не здатні запобігати дії інгібітора (даних 
не представлено). 

Постає питання, чи спостерігатиметься стиму-
лювальний ефект рибосом, якщо швидкість реакції 
аміноацилювання знижено за рахунок неоптималь
них умов її проведення? Ми дослідили утворення 
Leu-тРНК у присутності різних концентрацій іонів 
магнію та за різних співвідношень M g 2 + / A T P . 

Встановлено, що для максимальної швидкості 
реакції аміноацилювання необхідною є присутність 
у пробі 7 мМ MgCl 2 та 10 мМ А Т Р . Як видно з р и с 
2, найвищий рівень стимуляції спостерігався при 
нижчих порівняно з оптимумом концентраціях 
Mg 2 + (1—4 мМ), у той час як за оптимальних умов 
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Концентрація Mg2 , мМ 

Рис. 2. Вплив різних концентрацій M g 2 + на здатність 80S 
рибосом стимулювати активність LeuRS у реакції аміноаци-
лювання тРНК у присутності 10 мМ АТР: / — активність LeuRS 
без додавання рибосом; 2 — активність LeuRS у присутності 
0,75 мкМ концентрації рибосом 

проведення реакції рівень стимуляції був значно 
меншим. При більших за оптимум концентраціях 
Mg 2 + рівень аміноацилювання т Р Н К був так само 
меншим, як і за нижчих концентрацій Mg 2 + , однак 
стимуляції аміноацилювання рибосомами при цьо
му не відмічалося. Відомо, що для підтримання 
функціональної активності рибосом необхідна від
носно низька концентрація іонов магнію (3— 
5 мМ), подальше ж зростання їхньої концентрації 
призводить до значної зміни конформації рибосом. 
Цілком вірогідно, що зміна конформації рибосом 
при підвищеній концентрації Mg 2 + зумовлює їхню 
нездатність до продуктивної взаємодії з АРС. 

Раніше нами показано, що очищені рибосоми 
вищих еукаріотів мають АТРазну активність [17, 
19] , яка може впливати на конформаційний стан 
самої рибосоми і, ймовірно, на її здатність стиму
лювати АРС. Для перевірки можливого зв 'язку 
стимулювальнго впливу рибосом з функціонуван
ням рибосомної АТРази ми використали алкалоїд 
еметин, відомий як інгібітор рибосомної АТР. По
казано, що при концентрації еметину, при якій 
вдвічі зменшується АТРазна активність рибосом, 
але не змінюється активність АРСаз , рівень стиму
ляції рибосомами активності LeuRS також лишався 
незмінним (рис. 3) . При подальшому підвищенні 
концентрації еметину спостерігався його помітний 
негативний вплив на реакцію аміноацилювання, 
при цьому величина стимулювального ефекту ри
босом зростала. Таке підвищення стимулювальної 
дії рибосом важко пояснити, оскільки механізм 
впливу еметину на реакцію аміноацилювання 
тРНК невідомий. Однак можна стверджувати, що 

Рис. 3. Вплив різних концентрацій еметину на здатність рибосом 
стимулювати активність LeuRS: / — активність LeuRS без дода
вання рибосом; 2 — активність LeuRS у присутності 0,75 мкМ 
концентрації рибосом 

стимулювальний вплив рибосом на активність 
LeuRS, скоріш за все, не пов 'язаний з АТРазною 
активністю рибосоми. 

Максимальний рівень стимуляції звичайно спо
стерігався при роботі з LeuRS, яка частково дена
турувала при тривалому зберіганні. При викори
станні комплексу АРС відразу після очистки, тобто 
за умов, які забезпечують його нативну структуру, 
стимуляція активності LeuRS була незначною. Мо
жна припустити, що підвищення активності част
ково денатурованого ферменту у присутності рибо
сом є результатом відновлення його активної кон
формації, тобто підвищення активності ферменту 
слугує індикатором зумовленого присутністю рибо
сом відновлення нативної конформації А Р С Відо
мо, що прокаріотні 70S рибосоми здатні здійсню
вати рефолдинг частково денатурованих глюкозо-
6-дегідрогенази, лактатдегідрогенази [12, 14,] та 
роданази [13] . 

Показано, що, крім 70S рибосоми, її велика 
50S субчастинка і 23S рРНК можуть відновлювати 
активність частково денатурованих ферментів, у 
той час як 30S субчастинка подібних властивостей 
не виявляє. На підставі отриманих результатів 
автори припустили можливість виконання рибосо
мами функцій, подібних до молекулярних шапе-
ронів — класу поліпептид-зв 'язувальних білків, які 
беруть участь у білковому фолдингу та забезпечу
ють ренату рацію білків, зокрема, їхнє складання в 
олігомерну структуру, захищають їх від денату
рації. У згаданих вище роботах показано, що на 
відміну від багатьох молекулярних шаперонів, що 
потребують АТР для рефолдингу денатурованих 
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Рис. 4. Реактивація PheRS. Частково денатуровану PheRS 
(26 нМ) прогрівали протягом 3 хв при температурі 25 °С у 
присутності різних концентрацій 80S (7) рибосом і БСА (2) . 
Після прогрівання активність PheRS визначали в реакції аміно
ацилювання, де кінцеві концентрації PheRS та рибосом склада
ли 7,5 нМ та 0—1,2 мкМ відповідно 

Рис. 5. Стабілізація PheRS у присутності рибосом і БСА. PheRS 
(5,2 мкМ) розводили в 200 разів буфером, який містить 10 мМ 
трис-НСІ, рН 7,6, 10 мМ 2-меркаптоетанол (7) , або цим же 
буфером з додаванням 3 мкМ БСА (2) чи 3 мкМ рибосом ( і ) . 
Після розведення проби прогрівали при температурі 42 °С 
протягом 10 хв. Залишкову активність PheRS визначали в 
реакції аміноацилювання тРНК. Кінцеві концентрації БСА (2) 
та рибосом ( і ) у пробі для аміноацилювання складали 0,75 мкМ 

білків, рефолдинг у присутності рибосом відбувався 
без гідролізу АТР. На жаль , при визначенні актив
ності АРС у реакції аміноацилювання АТР є одним 
із субстратів цієї реакції, що виключало в наших 
експериментах можливість виявлення АТР-залеж-
ності стимуляції активності АРС рибосомами. 

Припущення щодо шапероноподібної ролі ри
босом було перевірено при вивченні можливого 
впливу рибосом на каталітичну активність високо-
очищеної PheRS. У цих експериментах використо
вували високоочищений фермент як у нативній 
формі, так і попередньо денатурований розведен
ням у 200 разів та прогріванням при темепературі 
42 °С. Відомо, що АРС вищих еукаріотів, зокрема, 

олігомірні PheRS (аф2), є надзвичайно лабільними. 
При розведенні до низьких концентрацій і про
гріванні вони частково втрачають свою активність, 
що може бути результатом часткової інактивації 
ферменту через спровокований розведенням зсув 
рівноваги активний олігомер -» неактивні мономе
ри, який спостерігався у випадку кількох АРС [15, 
16] . Якщо активність PheRS досліджували безпосе
редньо після очистки ферменту та за умов, що 
забезпечують його нативну структуру, наприклад, 
при розведенні буфером, який містив 4 м г / м л БСА, 
то додавання рибосом ніяк не впливало на його 
активність. При розведенні ж ферменту (5,2 мкМ 
PheRS) у 200 разів буфером, який не містив БСА, 
та наступному прогрівання протягом 10 хв при 
42 °С спостерігали зниження його активності на 
50—70 % . 

Додавання рибосом майже повністю відновлю
вало активність АРС (р и с 4 ) . Т а к и м чином, пока
зано, що рибосоми здатні відновлювати активність 
частково денатурованої PheRS. Контрольний білок 
(БСА) у тій же концентрації не зумовлював реак-
тивації денатурованого ферменту. Встановлено, що 
для максимального відновлення активності PheRS 
(7,5 нМ — концентрація в пробі для аміноаци
лювання) необхідна 0,75 мкМ концентрація 80S 
рибосом. Варте уваги те , що саме таке молярне 
співвідношення рибосом та АРС (приблизно 1:100) 
існує в цитоплазмі клітин вищих еукаріотів [5, 
2 0 ] . 

У подальших експериментах показано здат
ність рибосом підтримувати продуктивну конфор
мацію PheRS в умовах розведення. Повна ак
тивність ферменту зберігалася при додаванні рибо
сом до буфера для розведення ферменту, в той час 
як БСА за тих же концентрацій не виявляв подіб
ного ефекту (рис 5 ) . Можливість стабілізації рибо
сомами активної конформації АРС добре узгод
жується з нашими попередніми даними щодо здат
ності рибосом п і д в и щ у в а т и термостаб ільн ість 
LeuRS [21] . 

Таким чином, якщо прийняти підвищення ак
тивності ферменту в реакції аміноацилювання пі
сля ренатурації у присутності рибосом за кількісну 
міру рефолдингу денатурованого ферменту в його 
нативну конформацію, то одержані в роботі резуль
тати дають підставу стверджувати, що рибосоми 
здатні підтримувати та відновлювати продуктивну 
конформацію АРС, тобто проявляють дію, подібну 
до молекулярних шаперонів. Виявлена функція 
рибосом може бути важливою для забезпечення 
активності білок-синтезуючого апарату трансля
ційних компартментів протягом послідовних циклів 
елонгації. 
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Т. О. Lukash, G. V. Turkovskaya, А. V. Etskaya 

Restoration of the activity of higler eukaryotic aminoacyl-tRNA 
synthetases and their stabilization in the presence of ribosomes 

Summary 

The present work concerns the functional interaction between the 
rabbit liver ribosomes and aminoacyl-tRNA synthetases. We have 
shown that the ribosomes are able to stimulate the activity of leucyl-, 
isoleucyl- and phenylalanyl-tRNA synthetases. Possible mechanisms 
of this effect have been analysed. It is concluded, that the ribosomes 
have chaperone-like property in the maintenance of the ARS active 
conformation. 

T. А. Лукаиі, Г. В. Турковская, А. В. Ельская 

Восстановление активности аминоацил-тРНК синтетаз высших 
эукариотов и их стабилизация в присутствии рибосом 

Резюме 

Работа посвящена исследованию функционального взаимодей
ствия рибосом и аминоацил-тРНК синтетаз (АРС) печени 
кроликов. Показано, что рибосоми способны стимулировать 
активность лейцил-, изолейцил- и фенилаланил-тРНК синте
таз. Проанализированы возможные механизмы такого влия
ния. Сделан вывод о том, что рибосомы имеют ишперонопо
добные свойства и могут таким образом поддерживать ак
тивную конформацию АРС. 
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