
теинов осадков из сердечной мышцы крупного рогатого скота (рис. 3) 
т а к ж е отличаются от печени и сыворотки крысы. Полученные результа-
ты хорошо воспроизводимы. Применение конканавалина-А с последу-
ющей обработкой осажденных гликопротеинов моносахаридами (глю-
коза, манноза) , их фракционирование и окрашивание фореграмм можно 
использовать для выделения и анализа гликопротеинов при одновремен-
ном сопоставлении с суммарными белками и надосадочной фракцией. 
Метод дает возможность получить характеристики соотношений глико-
протеинов с другими белками без дополнительной затраты времени. 
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S u m m a r y 

A combinat ion of the methods for precipi ta t ion of g lycopro te ins by concanaval in-A, fo r 
their release by monosacchar ides (glucose, m a n n o s e ) and for subsequen t sepa ra t ion in 
the po lyacry lamide gel has been used for s imul t aneous and para l le l de te rmina t ion of cer-
tain g lycoprote ins and other t issue proteins . A good reproducibi l i ty of the resu l t s is e s t a -
blished. 10-20 f rac t ions of g lycoprote ins being, ma in ly , in b a n d s co r respond ing to o ther 
prote ins яге shown to be present in d i f fe ren t ra t and bovine t issues. 
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РОЛЬ ПЕРЕКИСНОГО ОКИСЛЕНИЯ ЛИПИДОВ 
В ФОРМИРОВАНИИ КОМПЕТЕНТНОСТИ ДРОЖЖЕВЫХ 
ПРОТОПЛАСТОВ К ГЕНЕТИЧЕСКОЙ ТРАНСФОРМАЦИИ 

Ю. И. Горлов, В. С. Кириллова, Л. Г. Жарова 

Введение. Известно, что клетки микроорганизмов способны взаимодей-
ствовать с экзогенной Д Н К (генетически трансформироваться) только в 
определенном, компетентном, состоянии. В нашей предыдущей работе 
[1] сообщалось об индукции у дрожжевых клеток компетентности к 
трансформации плазмидной Д Н К после их обработки хелаторами, кото-
рые вызывают интенсификацию эндогенного перекисного окисления 
(ПО) липидов у этих организмов. Ингибирование окисления липидов 
антиоксидантом ионолом приводило к значительному снижению часто-
ты трансформации дрожжевых клеток в случае индукции их компетент-
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ности хелатором. В связи с этим было предположено, что ПО липидов 
как фактор модификации структурно-функционального состояния мемб-
ран может играть важную роль при формировании компетентности у 
дрожжей [1]. В плане дальнейшей проверки этого предположения 
представлялось интересным выяснить, наблюдается ли подобная корре-
лятивная зависимость между уровнем ПО липидов и компетентностью к 
трансформации в случае иных способов получения компетентного со-
стояния у дрожжей, в частности при использовании общепринятого ме-
тода трансформации дрожжей с использованием стадии протопласти-
рования клеток [2]. 

В связи с этим задачей данной работы являлось исследование взаи-
мосвязи между уровнем накопления продуктов ПО липидов и эффек-
тивностью трансформации дрожжевых протопластов плазмидной Д Н К 
в том числе на фоне действия ингибиторов окислительных превраще-
ний липидов — антиоксидантов. 

Материалы и методы. Ш т а м м ы д р о ж ж е й : Saccharomyces cerevisiae LL-20 (leu 2-3 
leu 2-112 his 3-11 his 3-15). Выращивание д р о ж ж е й на среде YNP проводили, как опи-
сано в [1] . Протопласты получали по методике [3], позволяющей за 8 мин превращать 
клетки в протопласты. Эндогенный уровень П О липидов в протопластах и клетках оп-
ределяли по содержанию диеновых конъюгатов [4]. Д л я трансформации протопластов 
ауксотрофного по лейцину мутанта cerevisiae LL-20 использовали плазмиду, имею-
щую в своем составе д р о ж ж е в о й ген 1еи2 (плазмида получена от д-ра Ботстейна (Анг-
л и я ) ) . Плазмидную Д Н К получали щелочным методом [5]. Трансформацию прото-
пластов проводили, как описано в работе [2] . Процедура трансформации протопластов 
включала следующие этапы: прединкубация протопластов в течение 1 ч (30°С) в среде 
YPD (1,5 % пептона, 1 % д р о ж ж е в о г о экстракта, 2 % глюкозы, 1 Μ сорбитол); ин-
кубация в той ж е среде, содержащей 10 мМ СаС12 и 10 мМ трис-HCl, рН 7,5. с плаз-
мидной Д Н К (10 мкг /мл) в течение 15 мин; обработка полиэтиленгликолем (ПЭГ, 
молекулярная масса 3000, конечная концентрация 40 %) в течение 30 мин. Ионол 
(4-метил-2,6-д"_трстбутилфенол) («Calbiochem», США) растворяли в этаноле. 

Результаты и обсуждение. Если учесть, что удаление клеточной 
стенки является для дрожжей стрессовым воздействием и сопровожда-
ется существенным изменением метаболических процессов, частичной 
потерей жизнеспособности, нельзя исключить, что в протопластах ин-
тенсифицируются окислительные превращения липидов. С целью экспе-
риментальной проверки этого предположения был определен уровень 
ПО липидов в протопластах дрожжей 5. cerevisiae LL-20 до и после 
2-часовой инкубации в питательной среде YPD, содержащей 2 % глю-
козы и 1 Μ сорбитол в отсутствие и присутствии ингибитора этого про-
цесса — антиоксиданта ионола. Для сравнения уровень ПО липидов опре-
деляли в исходных клетках, а также в клетках, подвергнутых инкубации 
в тех же условиях, что и протопласты. Результаты этих экспериментов 
представлены ниже: 

Видно, что в процессе инкубации протопластов в питательной среде 
уровень ПО липидов в них действительно повышается более чем в два 
раза по сравнению с исходными клетками и свежеполученными прото-
пластами. Однако в интактных клетках, подвергнутых 2-часовой инку-
бации в тех же условиях, что и протопласты, уровень ПО липидов прак-
тически не повышается. Присутствие антиоксиданта ионола в пита-
тельной среде приводит к значительному снижению уровня ПО липидов 
в протопластах после 2-часовой инкубации. В экспериментах с ис-

Условия эксперимента 

п р о д у к т ы 
диеновой 

конъюгации, 
нМ/мг белка 

Исходные клетки 
Свежеполученные протопласты 
Протопласты после инкубации в питательной среде, 2ч 
То же, но инкубация в присутствии антиоксиданта 
(ионол, 5 мкг/мл) 
Клетки после инкубации в питательной среде, 2 ч 

0 , 2 6 
0 , 2 7 
0 , 5 6 

0 ,32 
0 ,28 
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пользованием дрожжей рода Kluyveromycesтакже установлено, что ь 
процессе инкубации протопластов в питательной среде уровень ПО липи-
дов повышается. 

В связи с исходным предположением о роли окислительных пре-
вращений мембранных липидов в формировании компетентного состоя-
ния дрожжей были проведены эксперименты с целью выяснить, как 
влияет ингибирование ПО липидов антиоксидантом на эффективность 
трансформации протопластов S. cerevisiae плазмидной Д Н К . Протопла-
сты инкубировали в присутствии ионола во время их прединкубации в 
среде YPD (1 ч) или в период после инкубации с плазмидной Д Н К и 

Влияние антиоксиданта ионола на частоту трансформации 
протопластов д р о ж ж е й S. cerevisiae LL-20: 1 — контроль; 
2 — обработка ионолом в концентрации 2 мкг/мл; 3 — то 
же, но 5 мкг/мл; 4 — 20 мкг/мл; 5 — 2 мкг /мл после инку-
бации с плазмидной Д Н К и П Э Г 
Effect of ant ioxidant ionol on t r ans fo rma t ion frequency of 
yeast pro toplas t s 5 . cerevisiae LL-20: 1 — control; 2 — ionol 
t rea tment , 2 μ g / m l ; 3 — ionol t rea tment , 5 μ g / m l ; 4 — ionol 
t rea tment , 20 μ g / m l ; 5 — ionol t rea tment a f te r incubation 
with plasmid DNA and P E G 

ПЭГ (1 ч). Как следует из приведенных на рисунке результатов этих 
экспериментов, ионол, ингибируя окислительные превращения липидов 
в протопластах дрожжей, одновременно приводит к резкому снижению 
эффективности их трансформации плазмидной Д Н К . Интересно отме-
тить, что действие ионола на способность протопластов к трансформа-
ции проявляется и в том случае, когда этот агент добавляют после 
инкубации протопластов с плазмидной Д Н К . Этот факт свидетельству-
ет о том, что антиоксидант, по-видимому, не оказывает влияния на про-
цесс адсорбции Д Н К на поверхности протопласта, а затрагивает более 
поздние события трансформации (возможно, транспорт Д Н К через кле-
точные мембраны). 

Таким образом, для протопластов, так же как и для целых клеток 
дрожжей, обработанных хелаторами [1], наблюдается корреляция меж-
ду уровнем ПО липидов и эффективностью трансформации плазмидной 
Д Н К . Ингибирование окислительных превращений липидов в дрожже-
вых протопластах антиоксидантом приводит к резкому снижению час-
тоты их трансформации. Можно допустить, что компетентность прото-
пластов к генетической трансформации обусловлена не просто отсутстви-
ем клеточной стенки как барьера для проникновения Д Н К , а изменени-
ями в структуре мембран, вызванными интенсификацией ПО липидов. 
Перекиси липидов являются более полярными соединениями, чем исход-
ные неокисленные липиды. Установлено [6], что НОО-содержащие гид-
роперекиси фосфолипидов способны объединяться в полярные кластеры, 
которые, пронизывая гидрофобный слой мембраны, приводят к увели-
чению ее проницаемости для ионов, а также для более крупных моле-
кул [7]. Возможно, наличие таких структурных дефектов, нарушающих 
бислойную организацию мембран, и повышенная гидрофильность зоны 
дефектов, могут обеспечить проникновение и таких крупных молекул, 
как Д Н К . Вероятность участия локальных нарушений липидного бислоя 
в транспорте экзогенной Д Н К у бактерий уже обсуждается в лите-
ратуре [8]. 

Таким образом, па основании данных [1], полученных с использо-
ванием целых клеток дрожжей (индукция компетентности хелаторами) 
и протопластов (естественное развитие компетентности), можно заклю-
чить, что процессы ПО липидов могут играть важную роль в формиро-
вании компетентности дрожжей к генетической трансформации. Это 
может способствовать поиску более целенаправленных подходов к изу-
чению детального механизма взаимодействия экзогенной Д Н К с клет-
ками простейших эукариотических организмов. 
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S u m m a r y 

The induct ion of p ro top las t competence is found to occur aga in s t a background of a n 
increase in the level of lipid peroxidat ion. The inhibitor of peroxidat ion of lipids (ionol, 
a synthet ic an t iox idan t ) cons iderably decreases the f requency of their t r a n s f o r m a t i o n . 
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НЕКОТОРЫЕ ОСОБЕННОСТИ КОМПОНЕНТОВ АППАРАТА 
ТРАНСЛЯЦИИ ГЕТЕРОЗИСНЫХ ГИБРИДОВ КУКУРУЗЫ 

С. С. Костышин, Μ. М. Марченко, Л. Т. Оплачко, Η. Ф. Григорьева 

В результате комплексного исследования биохимических показателей на 
организменном, клеточном и субклеточном уровнях показано, что гете-
розис полифункционален [1]. Важным подходом к изучению природы 
этого явления является исследование системы реализации генетической 
информации. В опыте с интактными растениями показано [2], что гете-
розисные гибриды кукурузы интенсивнее включают меченые аминокис-
лоты в белки по сравнению с исходными формами. 

Д л я выяснения причин этого явления в данной работе изучали со-
став популяции рибосом, их функциональное состояние, а также акцеп-
торную активность т Р Н К у высокогетерозисных гибридов кукурузы. 

Материалы и методы. Объектом исследования служили простые высокогетерозис-
ные гибриды кукурузы Пионер (линия 3 4 б Х л и н и я 502) и Днепровский 415 (линия 
153Хлиния 619). Семена стерилизовали в 1 %-ном водном растворе К М п 0 4 , промыва-
ли дистиллированной водой, замачивали на 14—16 ч (0°С) и проращивали в темноте 
в течение 4 сут при 28 °С на влажной фильтровальной бумаге. 

Препараты рибосом из четырехдневных проростков кукурузы выделяли по мето-
ду Дэвиса и др. [3]. Полисомы получали центрифугированием постмитохондриальной 
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